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Resum

La radiacio s'utilitza actualment en multiples procediments tant amb finalitats medico-diagnostiques
com de tractament. Tanmateix, I'exposicié a radiacié ionitzant pot causar I'acumulacié de mutacions
al DNA de les cellules irradiades que poden promoure la tumorigenesi. La transformacié tumoral és
un procés que en alguns casos pot durar decades abans no es manifesti, existint estadis intermedis
on el procés de transformacié s'ha iniciat perod encara no ha donat lloc a cél-lules capaces de formar
un tumor. En aquest sentit, en la present tesi doctoral es pretén investigar I'efecte de radiacid

ionitzant sobre céllules epitelials mamaries humanes sanes i parcialment transformades.

La glandula mamaria és un organ sovint exposat a radiacié ionitzant i un dels teixits que permet
amb més facilitat 'obtencié de teixit sa per finalitats experimentals. Per tal d'estudiar I'efecte de
la radiacié sobre les céllules epitelials mamaries s’han derivat cultius primaris de BPECs
(Breast Primary Epithelial Cells) a partir de teixit mamari sa provinent de dues donants. Un cop
establert el cultiu, s'ha modificat el genoma d'aquestes cél-lules de forma dirigida transduint-les
amb els elements génics Ttag i hTERT per obtenir céllules en procés de transformacio, i amb
Ttag, hTERT i HRAS per tal de transformar-les completament de forma experimental. Un cop
establerts i caracteritzats, els cultius s’han exposat a dosis de radiaci¢ ionitzant d'entre 0,251 2 Gy
i s’ha valorat l'adquisici6 de caracteristiques tumorals degudes a l'exposicid a la radiacio.
Concretament, s'ha estudiat l'efecte de radiacié en la capacitat de créixer amb independeéncia
d'ancoratge, la formacio¢ d'estructures organitzades en cultius tridimensionals en Matrigel i el

perfil d'expressid génica de les cellules sanes i parcialment transformades.

Les cellules parcialment transformades van presentar un increment de la capacitat de formar
colonies en agar 8 setmanes després d'irradiar-les amb 0,5 Gy o 2 Gy, en funcié de la donant. En
una de les dues donants també es va observar una disminucid de la capacitat de formar
estructures tridimensionals polaritzades per part de les cellules parcialment transformades i
irradiades. En conjunt, els resultats obtinguts han demostrat una resposta amb diferent grau de
sensibilitat per part dels cultius derivats de les dues donants analitzades, suggerint possibles
diferencies interindividuals davant la resposta a la radiacié. De manera més important, en les

dues donants es va observar una major susceptibilitat davant la transformacié radioinduida per
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part d'aquelles céllules que havien iniciat el procés de transformacié de forma experimental,

requerint menys dosi que les cél-lules no transduides.
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summary

lonizing radiation is used in multiple procedures as a therapeutic and diagnostic tool. However,
ionizing radiation can induce mutations in the DNA of irradiated cells that can promote
tumorigenesis. As malignant transformation is a process that takes many years, there are intermediate
stages of cells that have initiated the process but haven't evolved into cancer yet. For this reason, the
study here presented aims to investigate the effect of ionizing radiation on normal and

partially-transformed human mammary epithelial cells.

The mammary gland is an organ that is often exposed to ionizing radiation and, due to the resection
of part of the gland for esthetical reasons, it is easily used to obtain normal tissue for research
purposes. To investigate the effect of ionizing radiation on human mammary epithelial cells, Breast
Primary Epithelial Cells (BPECs) were derived from normal breast tissue from two different donors.
Once the cultures were established, BPECs genome was modified by the transduction of Ttag and
hTERT to obtain partially-transformed cells and with Ttag, hTERT and HRAS to completely and
experimentally transform them. After their characterization, cells were exposed to different doses of
ionizing radiation ranging from 025 to 2 Gy and the acquisition of radiation-induced tumoural
features were analysed. Specifically, anchorage-independent growth assay, three-dimensional cell
culture with Matrigel and gene expression profiling were used to analyse the effect of ionizing

radiation on normal and partially-transformed cells.

Partially-transformed BPECs showed an increased soft-agar colony formation capacity 8 weeks after
exposure to 0.5 or 2 Gy of y-rays depending on the donor. In one of the donors, the capacity of
polarized three-dimensional structures formation was reduced in partially-transformed cells exposed
to radiation. Altogether, the results here obtained show that cells obtained from different donors have
a different degree of sensitivity in the response to radiation; and more importantly, in both donors, a
higher sensitivity to the radiation-induced cell transformation process is observed in those cells that
have already initiated the process compared to normal cells, which require higher doses of radiation

to complete the transformation process.
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Glandula mamaria

La mama és una glandula sudoripara apocrina modificada (Oftedal, 2002) que distingeix els
mamifers de la resta d'animals (Macias i Hinck, 2013). La seva principal funcié és la produccio i
secrecio de llet per tal d'alimentar les cries després del part (Hassiotou i Geddes, 2013). Degut a
la seva estreta relacid amb la reproduccié, la glandula mamaria pateix multitud de canvis
hormonals, morfologics i estructurals al llarg de les diferents etapes del desenvolupament (Russo

i Russo, 2004) que la fan susceptible a esdeveniments neoplasics.

Anatomia i desenvolupament

La glandula mamaria es caracteritza per situar-se sobre la caixa toracica cobrint part dels musculs
pectorals i abdominals. El teixit mamari esta envoltat per una fina capa de pell i es composa
d'uns 15-20 lobuls envoltats de teixit adipods (Figura TA). Cadascun d'aquests ldbuls es divideix
en 20-40 lobulets formats per glandules tubuloalveolars ramificades. Aquestes convergeixen als
tubuls galactofors per finalment desembocar al mugré (Pandya i Moore, 2011). La irrigacié
sanguinia que rep la mama és predominantment a través dels vasos sanguinis toracics interns i
laterals (Figura 1B); mentre que el drenatge limfatic que envolta la glandula mamaria és
principalment subclavicular, toracic i axil-lar (Figura 1C).
A
Pectoral

Teixit adipds
Teixit connectiu —

Lobulets

Tubul galactofor -
Mugroé

Lobul

Figura 1. Anatomia de la glandula mamaria. A. Esquema de la secci6 transversal de la glandula mamaria on
s'hi observen els lobuls envoltats de teixit adipds. B. Esquema de la irrigacid sanguinia de la glandula
mamaria. C. Esquema del sistema limfatic que drena la glandula mamaria. Imatges modificades de (Martini i
Bartholomew, 2013; Jesinger, 2014).

El desenvolupament de la glandula mamaria s'inicia durant la vida embrionaria amb la formacio
de les crestes mamaries (Howard i Gusterson, 2012). A la pubertat es produeix la segona etapa

del desenvolupament en qué es formen les estructures tubulars a partir de les protuberancies
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presents al seus extrems (TEB, de les sigles en angles Terminal End Bud) que presenten un gran
augment en la proliferacio, principalment degut a l'accié de 'hormona del creixement, el factor
de creixement IGF1 i el receptor d’estrogens (Macias i Hinck, 2013). Durant la vida adulta, els
diferents cicles menstruals comporten periodes d’expansié i regressio de la mama (Olsson et al.,
1996; Ramakrishnan et al., 2002), pero no és fins a la lactancia que la glandula mamaria es
desenvolupa per complet posant en marxa els processos necessaris per a la produccié i secrecié
de la llet (Hassiotou i Geddes, 2013). Al llarg de totes aquestes etapes hi ha canvis importants
tant a nivell morfologic i estructural com d'expressié genica (Andrechek et al., 2008), motiu pel

qual la mama presenta una gran heterogeneitat durant la vida de l'individu (Figura 2).

Pubertat Adult Embaras Lactancia Involucid
\ Teixit
| adipos
|
} Ducte l Alveol
Nodul A |
limfatic . TEB /
Mugré ad / \\ ;
Proliferacid Proliferacid Apoptosi

Figura 2. Desenvolupament de la glandula mamaria al llarg de diferents etapes de la vida (Andrechek et al, 2008)

La glandula mamaria esta formada per multitud de tipus cel-lulars. Adipocits, fibroblasts, cel-lules
endotelials i del sistema immunitari conviuen amb les cel-lules epitelials mamaries formant un
microambient altament canviant al llarg de les diverses etapes del desenvolupament de la
mama (McDaniel et al., 2006; Bussard i Smith, 2011). Un exemple de la gran interaccié entre els
diferents tipus cellulars és la que es produeix per tal de dirigir i efectuar el creixement del TEB

durant la pubertat (Figura 3).

~ O
Adipocyte
Fibroblast| AREG,
O 7 3 Collagen i @
Collagen >

Macrophage cell . |gpillogenesis
CSF1] oo "

Figura 3. Esquema on es
2 representen els diferents tipus
Masteel  Cellulars presents al TEB i

Eosinophil

== Serine , ., .
proteases & I'estreta relacié que els uneix
[VEGF] durant l'etapa proliferativa.
N O Copitlary o (Gjorevski i Nelson, 2011).
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Céllules epitelials mamaries

La unitat funcional de la glandula mamaria és I'acinus: I'estructura encarregada de la produccio
de la llet (Bissell i Bilder, 2003). Els diferents acini es troben altament irrigats per capil-lars
sanguinis i envoltats de fibroblasts que conformen el teixit conjuntiu adjacent (Figura 4A). A
I'interior de l'acinus s'hi poden distingir dos tipus de céllules epitelials mamaries: les
mioepitelials, situades a la periferia del tibul i de I'alvéol sén les encarregades de la secrecié de la
lamina basal i responsables de la contraccio del tubul per facilitar el transport de la llet fins al
mugro; i les luminals, que poden formar part del ducte o de l'alveol (Figura 4). Només les

cellules epitelials mamaries luminals alveolars sén les responsables de la produccié de llet

(Van Keymeulen et al., 2011).

Figura 4. Estructura dels acini. A. Micrografia obtinguda amb el microscopi electronic de rastreig on es
mostren multiples acini i es detallen els capillars (C), les cél-lules mioepitelials (M) i els fibroblasts (F)
(Standring et al,, 2016). B. Tall histologic on s'observen multiples lobulets envoltats de teixit connectiu (Mills,
2012) C. Secci¢ histologica on s'evidencien diversos acini, i on es detallen les cel-lules mioepitelials (MC) i les
[luminals (LC) (Russo & Russo, 2014).

A banda de les diferencies funcionals entre els diferents tipus
de céllules epitelials mamaries, també existeixen diferéncies
a nivell d'expressid genica. Les céllules micepitelials expressen
proteines del citoesquelet com les citoqueratines 5, 14117 o
proteines de membrana com la endopeptidasa CD10 perd
no presenten receptors d'estrbgens o progesterona
(Petersen et al., 1987; Polyak, 2007). En canvi, les cellules

epitelials luminals expressen altres marcadors com les

citoqueratines 8, 18 i 19 o les proteines transmembrana

Figura 5. Immunofluorescencia de
marcadors especifics de cellules
epitelials mamaries de tipus mio-
epitelial (K14) i luminal (K8).

(Karantza, 2011) els permet respondre a estimuls externs (Karantza, 2011).

Claudina 4 i CD227 (Figura 5) i algunes de les cellules

luminals del ducte expressen receptors d'estrogens, fet que
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Tot i que presenten caracteristiques que les distingeixen, els diversos tipus de cel-lules epitelials
mamaries tenen un origen comu (Smith i Chepko, 2001; Stingl et al., 2005; Shackleton et al.,
2006) ja que totes elles provenen de les cellules mare mamaries també presents a la glandula
mamaria durant la vida adulta (Van Keymeulen et al., 2011). La funcié d’aquestes céllules és la
produccié de noves cél-lules que ocupin la posicié que deixen lliure les cél-lules que han mort.
Aquestes céllules mare mamaries donen lloc a cel-lules progenitores amb diferents graus de
diferenciacio per originar cellules mioepitelials o cellules luminals (Rios et al., 2014; Figura 6A).
Tot i que es desconeix el mecanisme pel qual les cellules progenitores acaben donant lloc a les
cellules mioepitelials i les luminals, el que si que s'ha descrit és que els diferents tipus de cel-lules
epitelials mamaries ocupen una posicié concreta dins els ductes i alveols (Figura 6B), com és el cas

de les cel-lules mare mamaries que es troben presents exclusivament al ducte (Villadsen et al., 2007).

’g ’a Céllules mioepitelials
GG, - ST ER, PR K144, CD104, SMA+
/" Progenitor

* mioepitelial

Cellula Progenitor

b Cellules luminals
mare ipotent

ER+/-, PR+/-,K8/18+,

bipotent MUCT+, CD24+
ER- PR-, Progenito Ductal
HER2-, luminal
CD44+ umina
Alveol

B

Ducte

7 %0 )

133908337 33 1

)--nmn&:n i@
NI ) 'J

Figura 6. Diferents tipus de cel-lules epitelials mamaries amb un origen comu. A. Esquema on es representa
la jerarquia entre els precursors comuns i els tipus de cél-lules epitelials mamaries resultants. B. Esquema de
la distribucié dels diferents tipus de céllules epitelials mamaries dins el tibul i I'alveol.

Aixi doncs, el fet de tractar-se d'un organ duplicat no essencial i tenint en compte el seu
desenvolupament fraccionat i els cicles de proliferacid/regressid que pateix al llarg de la vida

reproductiva, les céllules de la glandula mamaria tenen una major propensié a esdevenir

tumorals si les comparem a les d'altres organs o teixits (Thomas et al., 2016).
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Cancer de mama

Segons linforme realitzat el 2012 per I'Organitzacid Mundial de la Salut (OMS), el cancer de
mama és el tipus de cancer diagnosticat amb més freqliéncia entre les dones d‘arreu del mén
amb una estimacié de 1,67 milions de nous casos anuals, representant un 25% dels cancers
identificats anualment (Figura 7). Es també la primera causa de mort per cancer en dones, essent
la mortalitat relacionada amb aquest tipus de cancer del 15%. Tot i ser el cancer amb una major
incidéncia i mortalitat sobre la poblacid femenina, també és el que presenta una millor
prevalenca 5 anys després del diagnostic, indicant que els pacients afectats per aquest tipus de

cancer acostumen a respondre al tractament i superar la malaltia (Ferlay et al., 2015; Figura 7).

Incidencia Mortalitat Prevalenca als 5 anys

~N AL

6.657.515 3.548.190 17.159.060
= Mama B Colld'uter Bl QOvari Bl Pincrees Altres
Colorectal Bl Estomac Tiroides B Fsofag
Uter m Pulmé Fetge m Pel

Figura 7. Incidéncia estimada, mortalitat i prevalenca 5 anys després del diagnostic dels diferents tipus
cancer en la poblacié de dones d'arreu del mén; sota de cada parametre s'indica el nombre de casos estimats
anualment. Font: OMS.

Fonaments del cancer

El cos huma requereix generar 10 bilions de cellules noves diariament per substituir aquelles
que han mort de forma programada (Renehan et al., 2001). Es evident que amb un nombre tan
elevat de divisions la regulacid del creixement i la proliferacié cel-lular son essencials per

mantenir 'homeostasi de I'organisme (Tower, 2015).

Quan el control sobre la proliferacié cellular es veu compromeés, les céllules afectades poden
créixer de forma excessiva formant el que s'anomena neoplasia o tumor. Lluny de tractar-se d'una
simple agregacié de cellules descontrolades, el tumor és un teixit complex que inclou diferents

tipus celulars, tant sans com tumorals (Hanahan i Weinberg, 2000; Egeblad et al,, 2010; Figura 8).
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Quan el tumor es troba localitzat es parla de tumor benigne, pero

Cellules canceroses Fibroblasts

quan les céllules transformades envaeixen altres teixits adjacents o Cellules

distants es considera un tumor maligne o cancer.

Els diferents tumors reben el seu nom en funcié del tipus cel-lular i C?@ ‘

y O “Cellules
endotelials

origen epitelial, de sarcoma quan tenen origen mesenquimal @

Figura 8. El tumor és un

teixit complex que comprén

a la medulla ossia i de limfomes si son de teixit limfatic. En el cas ~ multiples tipus cel-lulars
(Hanahan i Weinberg, 2000).

afectat; es parla de carcinoma quan les cel-lules afectades tenen un

(teixit conjuntiu), de leucemies si provenen de cellules originades

del cancer de mama, el més freqlent son els carcinomes ja que el

procés de desregulacié del creixement cellular acostuma a afectar les céllules epitelials de la
glandula mamaria. EI 1972 el professor Hubert Campbell (1920-2007) es referia al cancer de
mama com “una malaltia endemica que s'ha estat investigant durant 200 anys, i 'inic que es
coneix amb certesa referent al seu origen és la seva complexitat” (Campbell, 1972; Horn i
Vatten, 2017). Tanmateix, els estudis realitzats al llarg dels seglents 40 anys han permes

aprofundir en els processos que caracteritzen |'origen d'aquest tipus de transformacié tumoral.

Caracteristiques de les cel-lules tumorals

Perque s‘arribi a originar un tumor sén necessaris multiples esdeveniments consecutius. El 2011,
Hanahan i Weinberg van descriure 10 capacitats que permeten el creixement, la supervivencia i

la disseminacio de les cellules transformades: els anomenats “Hallmarks of Cancer” (Figura 9).

. y Evasio dels o )
Proliferacio supressors de L'adquisicié dels diferents Hallmarks of
sostinguda creixement )
Cancer es pot donar de diverses
b laci Evasio del
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qu’a sistema maneres. Per exemple, algunes
energetica immunitari
% cellules mostren un augment de
o I'expressié del nombre de receptors
Resistencia ’
alamort Immortalitat .
Ceblular replicativa dels factors de creixement que

afavoreix la proliferacié sostinguda.

\ %5
o =z Inflamacié Paral-lelament poden presentar una
Mutacions i Q ” derivada

inestabilitat del tumor
genomica Figura 9. Representacio dels Hallmarks
Induccié de Activacio de of Cancer descrits per Hanahan i
I'angiogénesi lainvasioila Weinberg el 2011.
metastasi
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inactivacié de proteines supressores de tumors com p53 o retinoblastoma (pRb) comportant
I'evasio dels mecanismes supressors del creixement i afavorint la resisténcia a la mort cel-lular o la
inestabilitat genomica (Vélez-Cruz et al., 2016). Un cop la integritat gendmica esta compromesa
es poden originar multitud de reorganitzacions cromosomiques que poden afectar un ampli
ventall de processos. Les translocacions observades en diversos teixits tumorals acostumen a
activar un oncogen com a resultat de la fusié de dos gens que abans es trobaven separats, 0
inactivar gens supressors de tumors truncant-los o separant-los del seu promotor (Vogelstein et
al., 2013). Amb aquests o altres mecanismes s'arriben a alterar processos cel-lulars molt variats
com ara la regulacié energética de la cél-lula, I'expressio de proteines de membrana involucrades
en el reconeixement del sistema immunitari o la remodelacié de les proteines del citoesquelet

afavorint la migracio i la metastasi (Hanahan i Weinberg, 2011).

Sense els mecanismes de control de I'nomeostasi, tant interns com externs, la cél-lula en procés
de transformacio pateix una degeneracié continua en la que acumula multitud d'alteracions. Tot
i que la major part de les mutacions generades no contribueixen directament a la transformacio
de la cellula (Vogelstein et al., 2013), algunes d'elles aporten un avantatge significatiu a la
céllula que les presenta, afavorint aixi la seva fixacié a la poblacio (Alberts et al., 2015). Aquest
tipus de mutacions es produeixen en repetides ocasions en multitud de cel-lules que es troben
en procés de transformacio, fet que provoca una gran heterogeneitat de subpoblacions dins del
mateix tumor contribuint a un entorn constantment canviant sotmes a una forta pressié selectiva

(Stingl i Caldas, 2007; Stratton et al., 2009; Figura 10).

Clons proliferatius
Desenvolupament Aparicio de 'ancestre que shan extingit
normal de l'epiteli comu més recent
mamari
1 Nombre
| =——C O de cellules
Primera ]
mutacio Mutacions avantatjoses
avantatjos ici e -
antatjosa addicionals Ultima mutacié
avantatjosa determinant
Temps Cancer de mama diagnosticat

Figura 10. Mutacions successives durant el procés de formacié d’'un tumor (Alberts et al., 2015).
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L'augment en la proliferaci¢ porta associada

Teixit . Tumor . Tumor
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obstant aixo, les cél-lules que presenten una

erosié telomeérica excessiva sén  molt
Figura 11. Canvis en la longitud telomerica al llarg ) ) _ _
de la progressié del tumor (Blasco, 2005). inestables i tendeixen a morir, per aquest

motiu un dels esdeveniments essencials per
la progressié del tumor és l'assoliment de la immortalitat replicativa (Blasco, 2005). Durant el
procés de transformacio s'ha observat la reactivacié de mecanismes que permeten I'elongacid
dels telomers com l'expressié de I'enzim telomerasa (hTERT), present en un ~90% dels cancers
humans (Hanahan i Weinberg, 2011; Figura 11). Aquesta recuperacio de la longitud telomeérica
no reverteix les reorganitzacions que s’hagin pogut produir perd confereix estabilitat al genoma i

evita la crisi telomeérica que comportaria la mort de la cél-lula.

Durant la progressié del tumor se seleccionen positivament aquelles caracteristiques que
afavoreixen el creixement de les céllules, ja sigui directament per part de les propies cél-lules
tumorals o indirectament adaptant el micro-ambient en qué es troba el tumor. En aquest sentit
es veuen potenciades aquelles cél-lules que generen factors pro-inflamatoris que indueixen una
resposta immunitaria local (Figura 12). A
P (Fig ) Caulles T Macrofags |, Cel-lules
73 '~ 7, dendritiques

és contraproduent per la progressio del @ - ,\Z
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Figura 12. Implicacié del sistema immunitari en la

les céllules tumorals a altres organs  formaciéiprogressio del tumor (Grivennikov etal, 2010).

(Grivennikov et al., 2010).
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En el cas concret del cancer de mama també es donen totes aquestes alteracions tot i que, com
en la resta dels cancers, la successid d'aquests esdeveniments requereix décades abans no

s'arriba a la formacié d’'un tumor amb plena capacitat metastatica (Vogelstein et al., 2013).

Classificacions del cancer de mama

Encara que la majoria dels cancers de mama tinguin en comu el seu origen en les céllules
epitelials mamaries, es poden distingir diferents subtipus de cancer de mama en funcié de
diversos parametres. La morfologia, els teixits afectats, el subtipus cellular o els marcadors
moleculars permeten classificar els diferents casos distingint-los de la resta, d'aquesta manera
s'obté informacié especifica de cada cas com ara el pronostic o el tractament més adequat per

tractar-lo (Malhotra et al., 2010).

Historicament s'ha utilitzat la classificacié histologica per tal de categoritzar les mostres de teixit
tumoral i escollir el tractament que aconsegueix el millor pronodstic. En aquestes analisis s'hi detecta
majoritariament si les céllules del tumor presenten receptors d'estrdgens i de progesterona aixi

com amplificacié del producte oncogenic Her2/neu (Redig i McAllister, 2013; Figura 13).

N W &
Figura 13. Seccions histoldgiques de mostres de teixit mamari huma sa (A-C) i tumoral (D). A. Tincié amb

Hematoxilina/eosina. B.Tincié del receptor d'estrogens (ER). C. Tincié de HER2 amb contratincié de
hematoxilina (Veta et al,, 2014). D. Tincié del receptor de progesterona (PR) (Li et al,, 2015).

Altres caracteristiques que permeten classificar el cancer de mama sén el grau del tumor o el
parametre TNM. En el grau es valora les diferencies morfologiques entre les céllules tumorals i les
cellules sanes; a major grau, major diferencia i pitjor pronostic. El parametre TNM fa referencia a 3
factors: la mida del tumor (T; 0-4), I'afectacié dels ganglis limfatics (N; 0-4) i la presencia o no de

metastasi (M; 0-1). En tots els casos a major puntuacio pitjor és el pronostic (Taherian-Fard et al., 2015).
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Recentment, I'avenc en la biologia molecular i el creixent coneixement sobre el cancer de mama
han permés identificar marcadors especifics dels diferents subtipus de cancer de mama
permetent la seva classificacio mitjancant criteris moleculars (Perou et al., 2000; Serlie et al.,
2007; Prat i Perou, 2009). Aquest nou metode de diagndstic ha demostrat ser coherent amb la
classificaci¢ histopatologica existent, ja que s'ha descrit una clara concordanca entre la
classificacié histopatologica classica i la molecular (Sotiriou i Pusztai, 2009), i és fins i tot més
sensible a I'nora de detectar possibles dianes terapeutiques ja que l'analisi no es limita a la

morfologia o I'expressié de certs receptors de membrana (Prat et al., 2015).

Cel-lules d'origen caﬁlégﬂ?:fni%a
- Segons la classificaci6 molecular del
Cellules . .
mare Claudin-low cancer de mama, les alteracions
mamaries ) )
observades als diferents  subtipus
Progenitor bipotent L .
indiquen que cadascuna de les variants
Basal-like ) o ) )
Progenitor ¥ N\ Progenitor podria originar-se a partir de tipus
ioepiteli GD (2 luminal ) )
mioepitelial v cellulars  diferents amb propietats
= Progenitor
& | minal tarda HIER2 bioldgiques especifiques (Sotiriou i
Cellula 3 minal A Pusztai, 2009; Figura 14).
mioepitelial = m@ el B

L'analisi exhaustiva de les caracteristiques
Figura 14. Model descrit per (Prat i Perou, 2009) de la

jerarquia de les céllules epitelials mamaries humanes i que presenten els tumors permet realitzar
la seva relacid amb el subtipus de cancer. ) ) o )
estudis epidemioldogics que ajuden a
entendre la naturalesa de la malaltia i a millorar el seu tractament i, per tant, pronostic. Tot i aixi,
per tal de verificar les hipotesis que es plantegen per explicar els fendmens observats, sovint és
necessari realitzar experiments per identificar factors concrets. Una eina essencial per tal
d'estudiar el cancer i testar nous tractaments és I's de models cel-lulars d'experimentacio.
Aquests permeten estudiar el comportament de les cél-lules cultivades fora de I'organisme per
treure’n conclusions i extrapolar la resposta del pacient davant d'un determinat tractament. Si bé
aquest tipus d'estudi sallunya de la realitat fisiologica, per contrapartida aporta a

I'experimentador un guany en rapidesa i reproductibilitat dels experiments.
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Models de transformacio

El cultiu cellular consisteix en I'extraccié de céllules d'un organisme per fer-les créixer en un
ambient artificial. L'Us de cultius de cel-lules in vitro per tal d'estudiar els processos biologics es
va realitzar per primera vegada el 1907 de la ma del doctor Harrison (Harrison et al., 1907). Des
de llavors s’ha millorat el procés de derivacio dels cultius cellulars aixi com la superficie i els
medis de cultiu utilitzats, permetent la manipulacié in vitro de multitud de tipus cellulars
(Barronns et al., 2003; Castell i Gomez-Lechdn, 2009; Grupen, 2014). Pel que fa al cultiu de
cel-lules epitelials mamaries humanes, el 1980 es va establir per primera vegada un cultiu mixt de

céllules epitelials mamaries amb activitat proliferativa (Stampfer et al., 1980).

Des del primer moment es va aconseguir seleccionar amb certa facilitat la poblacié de
fibroblasts i cellules amb caracteristiques mioepitelials per obtenir-ne cultius purs. En canvi, el
cultiu enriquit de cellules epitelials mamaries amb caracteristiques luminals ha presentat més
dificultats (Dairkee et al., 1986; O'Hare et al., 1991; Ethier et al., 1993; Matouskova et al., 2000).
Tanmateix, el 2007 Weinberg i col-laboradors van descriure un metode de cultiu que potenciava
la preservacié de cel-lules epitelials mamaries amb caracteristiques luminals i permetia el seu
cultiu perllongat sense alteracions aparents (Ince et al.,, 2007). Aquest métode consisteix a
derivar cultius primaris a partir de teixit mamari sa sobre una superficie modificada anomenada
Primaria® i amb un medi de cultiu definit anomenat WIT. Les cél-lules obtingudes amb aquesta

metodologia es van anomenar BPEC (de les sigles en anglés de Breast Primary Epithelial Cells).

A mesura que milloraven les técniques de cultiu cel-lular i es consolidaven els diferents cultius de
diversos tipus cel-lulars també emergien models experimentals que utilitzaven aquests cultius
per estudiar el procés de transformacié i els esdeveniments que s'hi donen (Hahn, 2002). Per
una banda, alguns estudis se centraven en comparar el comportament in vitro de cellules
tumorals respecte les céllules sanes per identificar-ne les diferéncies. Per altra banda, diferents
estudis intentaven induir un procés de transformacié artificial exposant les cél-lules a diferents
compostos per veure quin efecte tenien sobre elles i elaborar un model de transformacié
experimental que permetés estudiar el cancer in vitro. En alguns casos es van utilitzar agents
quimics o fisics com el benzo(a)piré o la radiacié ionitzant per induir la transformacié en cultius
de céllules sanes (Stampfer et al., 1985; Kang et al., 1998), en altres es van seleccionar clons

immortals que aparegueren espontaniament en cultiu (Rhim et al., 1985). Perd no va ser fins el
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1999 que es va aconseguir transformar experimentalment cellules embrionaries de ronyd i
fibroblasts humans sans exclusivament a partir d'alteracions geniques dirigides (Hahn et al., 1999).
Utilitzant la mateixa metodologia, el 2001 el grup de Robert Weinberg va transformar céllules
epitelials mamaries sanes de tipus mioepitelial (Elenbaas et al., 2001). Tot i aixi, els tumors formats per
aquestes céllules transformades experimentalment presentaven caracteristiques tipiques de

carcinomes escamosos, tumors molt poc freqlents en el cas particular del cancer de mama huma.

Pocs anys després, utilitzant el sistema de transformacié que havien descrit, el mateix grup va
transformar les cellules epitelials mamaries humanes amb caracteristiques luminals (BPEC). En
aquest cas les cellules transformades van formar tumors en ratolins immunodeprimits amb una
histopatologia similar a la dels adenocarcinomes, causants de la major part de les neoplasies de
mama en humans, indicant que la transformacié experimental d'aquest tipus cel-lular podria ser un

bon model per estudiar el cancer de mama (Ince et al., 2007).

Les alteracions geniques dirigides que s'utilitzen en aquest models de transformacio

experimental sén les segtents (Figura 15):

1. Els gens que codifiquen els antigens Large T'i small t (Ttag) del virus de simi 40 (SV40). Aquest
virus utilitza Ttag per mantenir la proliferacié de la céllula hoste i assegurar aixi la seva
propagacio. Per una banda l'antigen Large T s'uneix a p53 impedint que aquesta proteina
interaccioni amb el DNA i activi la transcripcié de diversos factors reguladors i, per tant,
produint un efecte inhibitori de la via de p53 (Lilyestrom et al., 2006); també s'uneix al
supressor de tumors retinoblastoma (pRb) impedint la correcta regulacié dels factors de
transcripcié E2F (Ahuja et al., 2005). Per altra banda I'antigen small t també esta involucrat en
la inhibicié de p53 tot i que el seu paper més estudiat és l'alteracid de l'activitat de la
fosfatasa PP2A, que actua com a supressor de tumors (Cho et al, 2007). En conjunt la
introduccié de Ttag permet desregular els mecanismes de control cellular i per tant es
toleren situacions com ara reorganitzacions cromosomiques o dany al DNA que en

condicions normals conduirien a la mort de la cel-lula.

2. El gen que codifica la subunitat catalitica de I'enzim telomerasa (hTERT). La subunitat hTERT,
juntament amb el component RNA de la telomerasa (hTERC), permet I'elongacié telomeérica

mitjancant l'addicié de nucleodtids als extrems dels cromosomes. Durant el procés de
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transformacio és habitual que es produeixi un escurcament telomeric degut a I'augment de
divisions aquestes de les cél-lules. La restauracié de la longitud telomérica és un esdeveniment
clau per evitar la crisi deguda a l'erosié telomeérica excessiva i permetre la immortalitzacié del

cultiu cellular.

3. L'oncogen HRAS. A diferencia dels altres dos elements genetics, HRAS és un gen que s'expressa
de forma endogena a les cellules somatiques humanes. En aquest cas l'alteracié consisteix en unir
el gen a un promotor dexpressid constitutiva per augmentar el seu nivell d'expressié.
Normalment lincrement massiu de senyalitzacid promotora de la divisi6 comportaria la
senescéncia induida per oncogen (OIS de les sigles en angles Oncogene Induced Senescence;
Serrano et al, 1997; Collado et al, 2007), per aquest motiu aquesta alteracié es produeix
conjuntament amb les altres dues ja que per una banda la presencia de Ttag i la consequent
inhibicié de p53 i RB impedeixen que aquesta resposta es doni, i per altra banda hTERT evita que

I'augment en la proliferacié agreugi I'escurcament telomeric.

Ttag hTERT HRAS

A 4

Cel-lula sana Cellula transformada

Figura 15. Esquema del model de transformacié experimental de céllules epitelials
mamaries mitjangant les alteracions geniques Ttag, hTERT i HRAS.

Per tal d'introduir aquestes alteracions de forma permanent a les céllules es van utilitzar retrovirus
que, mitjancant la propia maquinaria d'infeccio, van permetre la insercié dels gens d'interes al

genoma de les céllules hostes (Elenbaas et al., 2001; Ince et al., 2007).

Existeixen altres models de transformacié experimental on s'utilitzen cellules epitelials mamaries.
Un exemple és el model descrit per Calaf i Hei el 2000 en el qué exposen céllules epitelials
mamaries immortalitzades de manera espontania in vivo a diferents dosis de rajos a en preséncia
0 abséencia d'estrogens en el medi de cultiu (Calaf i Hei, 2000). D'aquesta manera van demostrar

que la radiacio i els nivells d'estrogens sén inductors del cancer de mama i actuen sinergicament.
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En un altre estudi es va utilitzar un model similar per avaluar l'efecte de I'exposicié a radiacid
ionitzant juntament amb I'exposicid a condensat de fum de cigarret sobre la transformacié. Una
exposicid a 0,1 Gy de rajos y i 10 ug/ml de condensat de fum de cigarret van ser suficients com per
generar canvis genetics i fenotipics similars a aquells presents en les céllules canceroses com

I'augment de la mobilitat o la disminucié de proteines com p53 o p21 (Botlagunta et al., 2010).

En tots els casos, quan s'avalua el resultat d'un procés de transformacié experimental es
comparen les caracteristiques que presenten les céllules a les que se'ls hi ha induit la
transformacié amb les cél-lules que no han estat tractades. D'aquesta manera s'identifica si els
canvis introduits aporten les caracteristiques que presenten céllules derivades de tumors
generats de forma natural. Per fer-ho, s'utilitzen diferents tests, alguns dels quals es descriuen a

continuacio.

Tests per estudiar la tumorigénesi

Per saber si els procediments experimentals als que han estat sotmeses les cellules comporten
canvis en el fenotip o genotip compatibles amb la seva transformacié s'utilitzen multiples tests
tant in vivo com in vitro. Aquests estudis permeten estudiar aquelles caracteristiques que
defineixen les cellules derivades de tumors, com ara l'augment en la proliferacid o la seva

capacitat invasiva. A continuacio se'n detallen alguns del més utilitzats.

Generacié de tumors en ratolins immunodeprimits

Un dels tests més concloents per estudiar la tumorigénesi és la inoculacié de les céllules d'estudi
en ratolins immunodeprimits per testar la seva capacitat de formar tumors. En aquest tipus de
model es valora el comportament de les céllules en un ambient molt més complex i

fisiologicament més similar al present a I'huma, en comparacio als tests in vitro (Ruggeri et al., 2014).

En funcié del lloc d'inoculacid de les céllules, es poden distingir els models de transformacié
ortotopics, on les cellules sinoculen a l'espai que ocupa el tipus cellular d'origen; o ectopics, on les
cellules s'inoculen en un altre teixit diferent al d'origen, sovint mitjancant injeccié subcutania
(Figura 16A). Tot i que el context en que es troben les céllules inoculades en ratolins
immunodeprimits presenta certes diferéncies respecte el de les céllules en els teixits humans, el
comportament en el model animal déna una informacié molt valuosa per estudiar els processos que

s'hi donen (Rashid i Takabe, 2015). A banda d'utilitzar-se com un test per validar la formacio de
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céllules amb caracteristiques tumorals també s'utilitza aquest model per estudiar la resposta a

determinats farmacs antitumorals. (Figura 16B).

Figura 16. Models animals per estudiar el procés de
transformacio. A. Formacié de tumors ectopics en ratolins
immunodeprimits (Wang et al, 2014a). B. Estudi de
tractaments antitumorals en models animals on es pot
observar com el tractament (dreta) redueix drasticament la
mida del tumor (esquerra) (Oram et al., 2006).

Creixement en cultius 2D

Un dels canvis més evidents observat en les cél-lules presents en tumors avangats és laugment en la
taxa proliferativa degut a la desregulacio del cicle cellular. En els cultius cellulars bidimensionals (2D),
aquest augment de la proliferacio es tradueix en una disminucié en el temps necessari per completar
el cicle cellular i en un augment de céllules presents en el cultiu si es compara amb un cultiu de
cellules sanes. Aquest increment es pot mesurar de forma directa mitjangant el recompte de cellules
mitotiques, l'analisi del cicle cellular o el calcul de Iindex de proliferacid mitjangant el recompte de
cellules al llarg del temps (Figura 17). Existeixen altres métodes de mesura indirecta de la
proliferacié cellular d'un cultiu com l'assaig MTT o I'Alamar Blue on es quantifica l'activitat

metabolica de les céllules per inferir el nombre de céllules presents en el cultiu (Hamid et al., 2004).

A B MCF10A MDA-MB-231
25}
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Figura 17. Metodes d'analisi de la proliferacié cellular. A.
\}/ Recompte de celules al llarg dels dies en cultius (Sutherland
ot ) = etal, 1983). B. Analisi del cicle cel-lular mesurant el contingut

de DNA mitjancant citometria de flux en cél-lules no tumorals
DAYS MCF10A i tumorals MDA-MB-231. (Zhang et al,, 2015)
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Creixement en cultius 3D amb Matrigel

Tot i els avantatges que aporten els cultius cellulars sobre superficie (o cultius 2D), sovint les
condicions en les que es troben les céllules in vitro son molt diferents a les que hi havia
inicialment al teixit. Els cultius tridimensionals permeten a les cellules créixer en condicions més
similars a les fisiologiques i organitzar-se espacialment sense les limitacions que presenten els
cultius 2D (Barcellos-Hoff et al., 1989; Shaw et al, 2012). En aquest sentit, alguns estudis
asseguren que I's de matrius riques en col-lagen, fibrinogen i laminina, com el Matrigel o altres
fonts de matriu extracel-lular, sén metodes molt Utils per estudiar tant la formacié d'estructures
tridimensionals com les vies implicades en la progressié del cancer (Weigelt et al., 2014; Sokol et
al., 2016). En el cas del cancer de mama, s'ha demostrat que els canvis que presenten les cel-lules
tumorals també afecten al seu creixement en Matrigel: mentre que les cél-lules sanes sén capaces
d'organitzar-se in vitro formant estructures similars als acini presents a la glandula mamaria, les
cellules transformades no sén capaces d'aconseguir-ho i, en canvi, formen masses amorfes i
desorganitzades de cél-lules (Petersen et al., 1992; Wang et al., 1998; Park et al., 2006; Figura 18).
D'aquesta manera, l'analisi de les interaccions cellula-cellula i cellula-matriu permet valorar les
caracteristiques que presenten les céllules estudiades i distingir entre el comportament de les

céllules sanes i les cellules transformades.

Cellules
mioepitelials Céllules
Cellules luminals = Canceroses
= Membrana basal
v .
= Fibroblast Fibroblasts
Matriu Estroma del
extracel-lular tumor

Cultiu 2D
9
9
9
0
9
0
0
o

Cultiu 3D

Figura 18. Esquema on es representa el creixement en Matrigel de céllules epitelials mamaries
provinents de teixit mamari sa o tumoral (Weigelt i Bissell, 2008).
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Test de migracio¢ cel-lular i invasivitat (Boyden Chamber)

Una de les principals caracteristiques necessaries pel desenvolupament del cancer és la capacitat per
part de les céllules tumorals de modificar el seu entorn per tal de travessar la membrana basal i migrar
a teixits adjacents (Te Boekhorst et al., 2016). La metastasi inclou multiples processos com la infiltracio
a través de la matriu extracellular, la migracio a través dels vasos sanguinis o limfatics i la formacié de
colonies en altres teixits (Gupta i Massagué, 2006). En termes de biologia cellular experimental, la
migracié es defineix com el moviment dirigit de la cellula sense obstacles o sense modificacié de
I'ambient en qué es troba; per contra, la invasid implica un migracid amb remodelacié de les

estructures extracel-lulars que limiten el pas de les cel-lules per tal de superar-les (Kramer et al., 2013).

S'ha descrit un ampli ventall de técniques per avaluar la migracié i la capacitat invasiva de les
cellules en cultiu gracies a les quals s’ha demostrat in vitro, per exemple, que les cellules tumorals
tenen la capacitat de travessar la membrana basal, fet que es veu correlacionat amb el grau de
malignitat in vivo (Calaf i Hei, 2000). L'avantatge que presenten aquests tests és la relativa
senzillesa que els fa adequats per estudiar I'efecte de multiples compostos sobre la mobilitat i la

invasié (Figura 19).
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Figura 19. Tests per estudiar la migracié cellular i la capacitat invasiva de les céllules. La cambra Boyden
consisteix de dues cavitats separades per una membrana amb un porus de diametre conegut. Les célules se
sembren en una de les cavitats, mentre I'altra conté substancies atraients que indueixen la quimiotaxi. Per altra
banda, I'assaig d'exclusio cellular consisteix en sembrar les cel-lules evitant que s'adhereixin a certes zones de
la superficie de cultiu. Un cop adherides, es retira I'element que bloquejava la zona permetent que les cél-lules
adjacents s'hi desplacin. En funcid de la presencia o absencia de barreres en el cultiu, com la matriu
extracel-lular, es pot estudiar la migracié o la invasio cel-lular utilitzant els mateixos tests (Kramer et al,, 2013).
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Perfil d’expressic génica

Els canvis fenotipics reflecteixen canvis a nivell d’expressié géenica. En aquest sentit les cel-lules
transformades també presenten patrons d'expressio diferents als de les céllules sanes
(Figura 20A). De fet, els perfils d’expressioé genica no només permeten distingir les cel-lules sanes
de les tumorals sind que també permeten distingir diferents tipus de tumors derivats d'un
mateix teixit. Com s'ha comentat anteriorment, en el cas concret del cancer de mama, s'han
descrit métodes predictius com el PAM50 que permeten identificar els diferents subtipus en
funcié del patrd d'expressio d'un grup especific de gens (Perou et al., 2000; Serlie et al., 2001;
Inoue i Fry, 2016; Figura 20B). En altres ambits, els patrons d'expressio també s'han utilitzat per
veure la resposta de certs tipus cel-lulars davant de la radiacio ionitzant per predir la resposta que

tindria el pacient a un tractament amb radioterapia (Finnon et al., 2012; Smirnov et al., 2012).
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Figura 20. Perfils d'expressié genica. A. Comparacié entre els nivells d'expressid de teixit tumoral i teixit sa
(Akkiprik et al, 2015). B. Classificacié dels diferents subtipus de cancer de mama en funcié del perfil
d'expressié génica (Serlie et al,, 2003).

Creixement independent d'‘ancoratge

Un dels tests més utilitzats per estudiar la tumorigénesi és I'assaig de creixement independent
d'ancoratge (Bertoncello et al., 1982; Fujimichi i Hamada, 2014). Consisteix en sembrar les cél-lules
en una barreja de medi de cultiu i agar obligant-les a créixer aillades i en suspensié (Borowicz et al.,
2014). Es basa en el fet que les céllules sanes aturen el seu creixement quan es troben en
suspensié i si aquesta situacio es perllonga, s'activa un mecanisme de mort cellular programada
anomenat anoikis (Taddei et al., 2012). En el cas de les cellules transformades, aquesta regulacié
no es déna i per tant es manté el creixement tot i I'abséncia de substrat sobre el que adherir-se
(Puck et al, 1956; Munshi et al., 2005). Passades 3 setmanes en cultiu s'afegeix MTT durant 24
hores per tal que les colonies metabodlicament actives formin cristalls visibles al microscopi

(Figura 21).
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Figura 21. Representacié esquematica del test de creixement independent d'ancoratge i imatges
representatives de les colonies visualitzades al microscopi o a ull nu (Ke et al,, 2012). Barra d’escala: 400 pm.
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El test de creixement independent d'ancoratge deu el seu
origen als estudis dissenyats per valorar I'efecte de la radiacié
en la supervivencia de les cellules tumorals exposades (Puck
i Marcus, 1956). Des del seu descobriment s'ha utilitzat en
multitud d'estudis per caracteritzar els efectes de la radiacid
ionitzant convertint-se en una tecnica imprescindible per
estudiar processos relacionats amb la radiacié (Nakano i
Shinohara, 1994; Munshi et al., 2005; Franken et al., 2006;
Oonishi et al., 2012; Figura 22).

Figura 22. Quantificacié de la supervivencia cellular mitjangant el

recompte de colonies formades per les céllules vives després de ser
exposades a diferents dosis de rajos X (Nakano i Shinohara, 1994).

Diversos estudis epidemiologics han posat de manifest que I'exposicié a radiaci¢ incrementa el

risc de desenvolupar cancer (Aisenberg et al., 1997; de Gonzélez i Darby, 2004; Ma et al., 2008;

Ronckers et al., 2008; Friedman et al., 2010). Si bé és cert que per alguns tipus de cancer el

nombre de casos diagnosticats ha disminuit al llarg del Ultims anys, alguns estudis adverteixen

del perill que pot tenir subestimar el poder carcinogénic de la radiacié donat que el cancer

radioinduit acostuma a manifestar-se entre una i dos decades després de I'exposicio (Amis et al.,

2007; Gargani i Picano, 2015).

29



Contribucié de la radiacié ionitzant en el procés de transformacié cel-lular

Sovint el terme radiacié s'associa gairebé de forma immediata amb el dany que pot ocasionar,
perd és important distingir els diferents tipus de radiacié i conéixer les seves propietats ja que la
radiacié no és sempre perjudicial; de fet, diversos tipus de radiacio s'utilitzen a diari i aporten

grans millores a la vida quotidiana i a la salut.

Fonament

La radiacié en sentit ampli és energia transmesa a través d'un medi o del buit (Campbell i
Norman, 1998; Fermi, 1932). Es poden distingir dos tipus de radiacio, per una banda la
radiacioé electromagnética, com la llum o les ones de radio, que no té ni massa ni carrega
(Figura 23A) i per l'altra la radiacid nuclear que fa referencia a particules energétiques que

consten de massa i carrega (Figura 23B).
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Figura 23. Exemples dels diferents tipus de radiacio. A. Disposicid dels diferents tipus de radiacié
electromagnetica segons la seva longitud d'ona (Matt, 2016). B. Esquema de la formacié de particules alfa i
beta, dos tipus de radiacio nuclear, a partir dels seus atoms d'origen (Averill i Eldredge, 2011).

El que defineix la radiacié ionitzant és la seva capacitat d'alliberar alguns electrons de I'atom sobre
el que incideix, modificant aixi la seva estructura. Per aquest motiu Unicament la radiacié amb prou
energia com per alliberar els electrons dels atoms contra els que impacta es considera ionitzant. Els
elements ionitzats son molécules altament reactives que interactuen i modifiquen les estructures
del seu voltant causant el dany radioinduit tant de forma directa com indirecta. Mentre que tots els
tipus de radiacié nuclear sén ionitzants, dins de la radiacié electromagnética tan sols els rajos y, els

rajos X i la llum ultraviolada d'alta energia sén capagos de ionitzar (Dance et al., 2014).
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En gran part la ionitzacié que rep una mostra irradiada depéen de la energia que es diposita sobre
el cos exposat. La quantitat d’energia dipositada per unitat de longitud caracteritza els diferents
tipus de radiacié ionitzant i es quantifica amb el parametre “transferéncia lineal d’energia” (LET
de les sigles en angles de Linear Energy Transfer). Quan major sigui aquesta LET més gran sera la
ionitzacié i per tant més elevat sera el dany que es produeixi (Hoglund et al, 2000;

Niemantsverdriet et al., 2012).

Diagnostic i tractament

Degut a les seves propietats fisiques, la radiacid permet una serie d'aplicacions molt Utils en
I'ambit meédic (Seibert, 2004). La seva interacci¢ diferencial amb els teixits organics permet
I'obtencié d'informacié de les estructures i cavitats internes de l'organisme minimitzant les
intervencions invasives. Per aguest motiu la radiacié ha tingut un gran impacte en la medicina,

consolidant-se com a element imprescindible en un gran ventall de procediments diagnostics

(Mettler et al., 2008; Figura 24).

Figura 24. Aplicacions de la radiaci¢ en el diagnostic medic. A. La ressonancia magnetica nuclear utilitza
ones de radio d'alta freqlencia. Exemple d'atrofia cerebral diagnosticada gracies a la ressonancia magnetica
(Carvalho et al., 2014). B. Deteccio de la difraccié de microones per detectar el cancer de mama (Wang et al.,
2014). C. Termografia mitjancant captacié de radiacio infraroja. Exemple de sindrome de Raynaud induit per
vibracié en el sistema ma-brag (Ring i Ammer, 2012). D. Mamografia amb rajos X on s'observa un carcinoma
lobular invasiu (fletxa vermella) (Lobbes et al,, 2015). E. La tomografia d’emissié de positrons (PET) detecta
els rajos y emesos per la fludeoxiglucosa (18F) retinguda per les céllules metabolicament més actives.
Exemple de PET de cos complet on s'observen cél-lules tumorals presents als noduls limfatics mesenterics
(fletxa vermella) (Ehrenpreis et al., 2016).

L'ds de la radiacié en I'ambit medic no es limita al diagnostic de patologies, el tractament
d’'aquestes és una altra de les seves principals utilitats. En el cas de la radioterapia s'utilitza el dany
generat per la radiacio per afectar de forma dirigida les cellules tumorals intentant minimitzar 'efecte

sobre les cel-lules sanes (Figura 25).

El tractament de patologies utilitzant la radiacié no es limita a I'Us dels rajos X. Altres tipus de
radiacié com la infraroja, la llum emesa per un laser o la radiacio ultraviolada s'utilitzen per tractar

casos tant variats com combatre el cancer (El-Sayed et al, 2006), reparar el dany a la retina
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(Stefansson, 2001), eliminar marques de naixement (Garden et al., 2017), tractar I'acne (Elman et

al., 2003) o relaxar tensions musculars (Vatansever i Hamblin, 2012).
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Figura 25. Percentatge de mort cellular en funcié
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Controversia

L'Us d'elements o dispositius que emeten radiacié ha anat sempre acompanyat de certa
controvérsia en gran part deguda al desconeixement dels efectes que poden tenir els diferents
tipus de radiacié sobre I'organisme. Un clar exemple de la discrepancia entre diferents estudis
cientifics son les conclusions referents a l'efecte de la radiacid emesa pels telefons mobils.
Mentre que alguns afirmen que els estudis actuals no demostren cap increment en el risc de
patir cancer degut al seu I'ds (Ahlbom et al., 2009), altres asseguren que I'exposicid a radiacio
emesa pels dispositius mobils provoca el desenvolupament de cancer (Yakymenko et al., 2011).
Tot i que la major part dels estudis apunten a que I'Gs d'aquestes tecnologies és innocu, se
segueix recomanant l'estudi continuat dels possibles efectes derivats de I'Gs d'aquestes

tecnologies (Cardis, 2010; Cardis i Sadetzki, 2011).

En el cas de la radiacié ionitzant s’ha demostrat ampliament la seva naturalesa nociva a altes
dosis perd encara no hi ha un clar consens pel qué fa a I'exposicid a dosis menors. Per tal de
predir I'efecte de les dosis moderades i baixes, actualment s'accepta el model lineal sense llindar
(LNT de les sigles en angles de Linear Non-Threshold). Aquest model extrapola els efectes que
podrien tenir les dosis baixes de radiacid a partir dels resultats observats a dosis altes i

moderades, suposant que no hi ha cap dosiinnocua (Figura 26).
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La inferéncia del dany que pot generar una exposicié a
baixes dosis es fonamenta en estudis epidemiologics
realitzats a poblacid exposada a radiacié de forma
puntual o prolongada (Figura27A). La necessitat
d'extrapolar l'efecte de les baixes dosis a partir de les

tendéncies observades a dosis més elevades és deu a

Radiation-related cancer risk

que el nombre de casos necessaris per observar ~e Dose

diferencies estadisticament significatives degudes a la  Figura 26. Diferents models per
estimar el efectes de les baixes dosis

radiacié augmenta de forma exponencial a mesura que o
9 P q de radiacié (Brenner et al., 2003).

es redueix la dosi rebuda (Figura27B). En altres
paraules, quan es produeix I'exposicid d'una poblacié a dosis baixes de radiacid, és molt dificil

distingir entre els casos de cancer esporadics i els induits per la radiacio.
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Figura 27. Limit dels estudis epidemiologics per valorar I'efecte de les baixes dosis de radiacié (Brenner et
al., 2003). A. Risc estimat de mortalitat deguda a cancer solid entre els supervivents de la bomba atdmica
exposats a dosis de radiacid inferiors a 500 mSv. B. Estimacié del nombre de casos requerits per estudiar
I'efecte tumorigénic de diferents dosis de radiacié. Com més baixa és la dosi rebuda, menor és I'efecte que
s'espera i per tant cal augmentar el nombre de casos necessaris per identificar-lo.

Tal és la diversitat en la interpretacié dels efectes de I'exposicié a radiacid ionitzant que fins i tot
hi ha estudis que descriuen un efecte beneficiés per part de les baixes dosis davant el risc de
patir cancer (model “e” representat a la Figura 26). Segons aquests estudis les morts degudes a

cancer d'aparicié preco¢ son causades per una exposicié insuficient a radiacio (Luckey, 2006).
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En conjunt, donada la disparitat en els resultats existents i la falta d'informacio referent a l'efecte
a baixes dosis, I'Us de la radiacié en qualsevol de les seves aplicacions comporta inevitablement

una controversia implicita.

Es important destacar que la gran majoria dels estudis que se centren en el potencial
tumorigenic de 'exposicié a radiacioé ionitzant utilitzen linies cel-lulars considerades normals per
analitzar la seva resposta un cop irradiades. Ara bé, factors com I'edat o el background genetic
afavoreixen la preséncia de céllules en procés de transformacid que podrien comportar una
diferent resposta al dany radioinduit dels individus. Per aquest motiu cal investigar la resposta de

céllules sanes i cellules en procés de transformacio a I'exposicié a radiacié ionitzant.
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Hipotesi de I'estudi
L'exposicid a dosis moderades de radiacié pot induir canvis en el genoma de les cél-lules en

procés de transformacié que poden contribuir a la completa transformacié d’aquestes.

Objectius

Analitzar la susceptibilitat de cellules epitelials mamaries sanes i parcialment transformades
a adquirir caracteristiques tipiques de cel-lules transformades a causa de l'exposicid a
radiacié ionitzant. Per tal d'assolir aquest objectiu principal es van plantejar els seglents

objectius especifics:
1. Establiri caracteritzar el model experimental en BPECs derivades de teixit mamari sa.

2. Avaluar l'efecte de la radiacié en la capacitat de créixer amb independeéncia d'ancoratge

per part de les BPECs sanes i parcialment transformades.

3. Determinar l'efecte de la radiacio en la formacié d'estructures organitzades en cultius

tridimensionals per part de les BPECs sanes i les parcialment transformades.

4. Avaluar l'efecte de la radiacié en el perfil d'expressié géenica de les BPECs sanes i

parcialment transformades.
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Cultiu primari de cél-lules epitelials mamaries

Tots els experiments recollits en aquesta tesi s’han realitzat en cultius cel-lulars provinents de les
mostres de teixit mamari sa de dues pacients, de 20 i 25 anys d'edat, que es van obtenir a partir
de mamoplasties realitzades a la Clinica Pilar Sant Jordi de Barcelona el novembre de 2013. Les
dues donants van firmar el seu consentiment informat autoritzant la utilitzacié d'aquest material

biologic per proposits cientifics.

Procés de derivacié

El transport del material biologic des de la clinica fins a les installacions de la unitat de Biologia
Cellular de la Universitat Autdbnoma de Barcelona es va realitzar en un tub amb medi de
transport (composicio detallada a I'Annex) mantingut en gel. Per tal de derivar el cultiu primari a
partir del teixit mamari sa, es va manipular la mostra en esterilitat dins una cabina de seguretat
biologica de classe Il sequint el seglent procediment:
Dipositar la mostra sobre un vidre de rellotge col-locat dins d'una placa de petri.
Netejar de greix la mostra tant com sigui possible amb |'ajuda de pinces i tisores de punta recta.
Disgregar mecanicament la mostra utilitzant tisores de punta corba fins aconseguir
fragments d'aproximadament 1 mm?,
Abocar medi de digestié (composicié detallada a I'Annex) sobre el vidre de rellotge.
Utilitzar una pipeta Pasteur de plastic amb la punta retallada per resuspendre els fragments
i abocar-los a un tub amb medi de digestio.
Posar el tub a un agitador rotatori vertical durant 6-8 h perqué es realitzi la digesti¢
enzimatica. Passades les 6 primeres hores controlar el progrés de la digestio. Es considera
que la digestio és correcta quan els fragments son petits i homogenis. La suspensié ha de
presentar un color rosat i practicament no s’han d'observar fragments de teixit.
Centrifugar a 200 g durant 5 minuts. Com a resultat s'obtenen les segtients 4 fases:
— Greix (groc): capa fina situada a la part superior.
- Medi de digestié (transparent): no hauria de contenir ni teixit ni cel-lules.
— Suspensié amb fragments digerits (terbol).
- Fragments de teixit sense digerir (dens).
Descartar la fase que conté el greix i transferir la fase amb medi de digestié a un tub nou per

revisar si hi ha restes de teixit. En cas que n'hi hagi caldra tornar a centrifugar.
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Resuspendre el pellet en 2ml de medi de cultiu WIT-P (veure apartat Medis de cultiu) i repartir
8-10 gotes en un flascé T75 deixant espai entre cada gota per aprofitar tota la superficie del
flascé. Si hi ha un excés de mostra es pot congelar el producte de la digestid per sembrar
organoids més endavant (veure apartat Cultiu de les BPEQ).

Deixar sedimentar els organoids uns 10 minuts i llavors afegir el medi de cultiu lentament
(veure apartat Medis de cultius) per facilitar la seva adhesio a la superficie del flasco.
Mantenir a 37°C, 5% de CO, i atmosfera humida.

Controlar la progressié del creixement cel-lular a partir dels organoids al llarg dels seglents

dies (Figura 28).

Dia 1 Dia 3 Dia 4 Dia 5

Figura 28. Creixement del cultiu primari a partir dels organoids. Dia 1: estructures obtingudes de la digestio
mecanica i enzimatica. Dia 3-5: Creixement de céllules a partir d'organoids adherits. Barra d'escala: 500 pm.

Cultiu de les BPEC

Les BPEC sén cellules epitelials derivades de teixit mamari sa utilitzant una superficie especial

(Primaria™; 734-0073, Corning®) i un medi definit anomenat WIT que, d'acord amb el laboratori
que el va desenvolupar, té la capacitat de preservar en major grau algunes caracteristiques de les
cellules luminals en comparacié amb als medis estandard pel cultiu de les céllules epitelials
mamaries (Ince et al, 2007). Quan el cultiu es troba proper a la confluéncia cal subcultivar-lo. Per
fer-ho es renta amb PBS 1X sense Ca*™ ni Mg*, es desenganxen les céllules incubant-les 5

minuts amb 0,25% de Tripsina-EDTA i es neutralitza l'accié de la tripsina amb medi. Es
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resuspenen les cel-lules fins aconseguir una suspensié homogenia que es centrifuga 5 minuts a
500 g. Es descarta el sobrenedant i es resuspenen les céllules precipitades en un volum conegut
per tal de contar les cél-lules recuperades amb un hemocitdometre i sembrar el nombre de

ceél-lules desitjat tenint en compte les proporcions descrites a la Taula 1.

Taula 1. Nombre de cél-lules sembrades en funcié de la I'area de cada superficie.

Tipus de sembra Céllules/cm? p3> 125 75 p100
(9,6 cm?) (25cm?) (75 cm?) (78,5 cm?)
Minim 80x10° 76.800 200.000 600.000 628.000
Ideal 1,2 x 10 115.200 300.000 900.000 942.000
Confluent 8,0x 10* 768.000 2.000.000 6.000.000 6.280.000

Per evitar que les céllules que no shan adherit dificultin el creixement de la resta, és

recomanable canviar el medi el dia després de la tripsinitzacio.

A mesura que augmenta el nombre de cél-lules en cultiu també s'evidencien els efectes del seu
metabolisme provocant un canvi del color de I'indicador de pH, en aquest cas roig de fenol. Per
tal de mantenir 'hnomedstasi del cultiu cal renovar el medi aproximadament cada 48 h. En el cas

de les cellules que han estat immortalitzades es pot fer cada 72 h.

Per tal de criopreservar els diferents cultius obtinguts, es tripsinitzen i es centrifuguen les
ceéllules per resuspendre-les en medi de congelacié que es compon d'un 92,5% de sérum bovi
fetal (FBS) i d'un 7,5% de dimetilsulfoxid (DMSO). Es dipositen els criotubs en un Mr Frosty® que
conté isopropanol i permet refrigerar-los a una velocitat de -1°C/minut quan es deixa dins el

congelador de -80°C, per posteriorment emmagatzemar-los en nitrogen liquid.

A I'hora de posar en cultiu les cel-lules criopreservades, es descongela el contingut del criotub
mantenint-lo a 37°C durant aproximadament 1 minut i es dilueix en medi de cultiu. Es centrifuga
la suspensid de cellules 5 minuts a 500 g per posteriorment aspirar el sobrenedant i resuspendre
les cellules en el medi de cultiu adient (veure apartat Medis de cultiu). Finalment s'aboca el medi

amb les cél-lules al flascé o placa de cultiu i es manté a 37°C, 5% de CO, i atmosfera humida.
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Medis de cultiu

La composicid de les diferents variants del medi WIT es detalla de forma exhaustiva a la l'article de
Ince i collaboradors publicat el 2007, on s'especifica quins son els compostos que formen el medi
basal i els corresponents suplements en funcié de si es cultiven cél-lules de cultiu primari (P), cél-lules
immortalitzades (I) o transformades (T). A continuacio s'anomenen les variants del medi WIT i les

seves principals caracteristiques (Figura 29):

-WIT-P: Constituit per medi basal WIT suplementat amb insulina, EGF, hidrocortisona i toxina
colérica. S'utilitza per derivar i mantenir el cultiu primari.

“WIT-l:  Conté la meitat de toxina colérica que el medi WIT-P, sense cap altre suplement. Es el
medi utilitzat per mantenir en cultiu les cel-lules immortalitzades.

“WIT-T: Es el medi basal sense suplements addicionals, utilitzat per cultivar les cél-lules

transformades o en procés de transformacio.

WIT-P WIT-I WIT-T
hTERT SV40 HRas
| afflge . 900, o
DD DD
Breast primary Breast epithelial Breast epithelial
Duct from primary epithelial cells  immortalized cells transformed cells
mammary tissue (BPEC) (BPE) (BPLER)

Figura 29. Esquema on s'especifica el tipus de medi utilitzat en funcié del tipus cellular cultivat. Figura
extreta de la fitxa informativa inclosa amb la compra del producte.

Disseny i producci¢ de particules lentivirals

Paral-lelament a la derivacié dels cultius primaris, es van dissenyar i produir les particules
lentivirals a la Unidad de Vectores Virales del Centro Nacional de Investigaciones
Cardiovasculares Carlos Il de Madrid (CNIC). A diferéncia dels retrovirus utilitats en diferents
models de transformacié experimental (Elenbaas et al, 2001; Ince et al, 2007), I'Us de les
particules lentivirals de tercera generacid permet la infeccié de cellules que no es troben en
divisio millorant l'eficiencia d'infeccio, i una major seguretat evitant la generacid de noves

particules amb capacitat replicativa.
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El procés de produccié de les particules lentivirals va consistir en dissenyar les clonacions amb
I'ajuda del software lliure SnapGene Viewer, clonar els gens d'interés en vectors receptors lentivirals

i posteriorment transfectar les cel-lules HEK 293T per obtenir les particules lentivirals (Figura 30).

Plasmid origen Plasmid receptor
Digestié amb Qigestié amp oz
enzims de restriccié Snzims dereied
(obertura plasmid)

(extreure transgen)

Gel d'electroforesi
Gel d'electroforesi (comprovacio)
(comprovacio i

extraccié banda) Desfosforilacié

extrems generats

Transgen d'interes Plasmid receptor obert

Lligacio
Transformacié
bacteris
Cultiu i extraccio
(miniprep)

Digestié amb
enzims de restriccid
(comprovacié lligacio)

Cultiu i extraccié
(maxiprep)

Vector lentiviral
clonat

Transformacié
bacteris
(SPAX2+MD2)

Particules lentivirals

Figura 30. Esquema on es detallen els passos necessaris per clonar els gens d'interes en els vectors
lentivirals i la posterior produccié de particules lentivirals.
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Per tal d'alterar I'expressié dels gens d'interes i establir el model de transformacid experimental
en BPECs derivades dels cultius primaris, es van dissenyar dos tipus de particules lentivirals
diferents. Per una banda les que contenen els gens Ttag juntament amb GFP, i per l'altra les que

contenen el gen hTERT i mChFP.

Clonacid dels transgens Ttag i hTERT en vectors lentivirals

En primer lloc es van generar els vectors lentivirals que contenien la sequéncia del gen d'interés i
la del seu gen indicador. Per fer-ho es van extreure els transgens d'interés dels corresponents
vectors d'origen i es van clonar en els vectors receptors lentivirals de tercera generacid

mitjangant digestions amb enzims de restriccioé (Figura 31).

// \ \
/ _— Spel
+ —l
v i
\ Xhol//
sall Xbal
pLOX-TERT-IRES TK pPRRL-CMV-IRES-cherryFP PRRL-CMV-TERT-IRES-cherryFP
13332bp 8120bp 11547 bp
f«f? ,mlm,k,&\\.
/4’ v\\\ SnaBI
( %9
1 & + —_—
a\ lara®
k%\
salt Xhol - SnaBI
pLOX-Ttag-IRES-TK PRRL-CMV-IRES-eGFP PRRL-CMV-Ttag-IRES-eGFP
12290 bp 8073 bp 10686 bp

Figura 31. Esquema on es representen els plasmids d'origen i els plasmids receptors necessaris per a
I'obtencié del vector lentiviral amb gen d'interes i gen indicador.

Els gens d'interés que contenien els vectors d’origen es van extreure mitjangant digestions amb

els enzims de restriccio detallats a la Taula 2.
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Vector origen Transgen Enzims de restriccié Taula 2. Vectors dorigen amb el
pLOX-Ttag-IRES TK Ttag SnaBl i Sall transgen corresponent i enzims de
oLOX-hTERT-IRES TK hTERT Spel i Sall restricci¢ utilitzats per extreurel.

Totes les digestions es van dur a terme seguint les indicacions descrites pel fabricants (New
England Biolabs) detallades a I'’Annex. Es va procurar fer les digestions en una Unica reaccié amb
els dos enzims a la vegada. Quan la solucié tampd d'un enzim no era compatible amb la de
I'altre es van fer les dues digestions seriades amb un pas de purificacié entre les dues digestions

utilitzant el kit QIAquick PCR Purification Kit (28104, Qiagen).

Es va separar el producte de la digestié del vector d'origen (DNA plasmidic) mitjangant una
electroforesi horitzontal en gel d'agarosa a 1'% en TAE 1X (Tris-Acetate-EDTA) per comprovar
que la digesti¢ s'havia produit correctament. El DNA plasmidic es va barrejar amb tamp¢ de
carrega en una proporcid 1:6 i es va carregar al gel juntament amb un marcador de pes
molecular. Es va afegir I'agent intercalant bromur d'etidi per tal de poder visualitzar el DNA a
través d'un transil-luminador de llum UV. Es va confirmar la correcta digestié identificant la banda
del pes molecular esperat i es van extreure les bandes del gel corresponents als transgens Ttag i

hTERT amb I'ajuda d'un bisturi.

Per purificar el fragment de DNA plasmidic de 'agarosa, es va utilitzar el QIAquick Gel Extraction
Kit (28706, Qiagen) seguint les instruccions descrites pel fabricant. El protocol consisteix a tractar
el fragment d'agarosa amb una solucié que a 58°C desfa l'agarosa i allibera el DNA. Després es
precipita el DNA amb isopropanol, es renta i s'elueix utilitzant el tampo d'elucié subministrat pels

fabricants.

Els vectors receptors (pRRL) son vectors lentivirals de tercera generacio i es caracteritzen per
contenir una seqléncia que codifica una proteina fluorescent com a gen indicador. Un cop
inserit el gen d'interés, l'estructura dels vectors receptors permet la transcripcié dels dos gens (el
d'interes i lindicador), ambdds controlats pel promotor constitutiu de citomegalovirus (CMV).
Per tal d'assegurar la traduccié de I'RNA corresponent al gen indicador, entre els dos gens hi
trobem la sequencia IRES (Internal Ribosome Entry Site). D'aquesta manera s'assegura la

traduccié del transgen inserit i de la proteina fluorescent en una relacié propera a 1:1.
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Es van obrir els vectors receptors amb els enzims de restriccid escollits especificament per

generar extrems compatibles amb els extrems dels transgens que es volien introduir (Taula 3).

Vector lentiviral receptor Enzims de restriccio Taula 3. Vectors lentivirals receptors
PRRL CMV IRES eGFP SnaBl i Xhol i els enzims de restricci¢ utilitzats
ORRL CMV IRES cherryFP Xbal i Xhol per obrir-os.

Es va comprovar que la digestio dels vectors receptors s'havia realitzat correctament mitjangant
una electroforesi horitzontal seguint el procediment explicat anteriorment i es van desfosforilar

els extrems amb el kit Shrimp Alkaline Phosphatase (78390, Affymetrix-USB).

Per realitzar la lligacié es va mesurar la quantitat de DNA plasmidic i de transgen amb
espectrofotometre (NanoDrop2000, Thermo Scientific) per tal de barrejar-los en una proporcié
propera a 3:1 (Taula 4) juntament amb la lligasa T4 (70005, Affymetrix-USB), seguint les

instruccions del fabricant.

Taula 4. Concentracié obtinguda dels vectors lentivirals receptors i els seus respectius transgens que es van
sotmetre a lligacio.

Concentracié del vector receptor Concentracié del transgen
PRRL CMV IRES eGFP 0,16uM Ttag  0,52uM
pRRL CMV IRES cherryFP 0,06uM hTERT  0,23uM

Per tal de poder amplificar els dos productes de lligacié, es van transformar bacteris
competents STBL3 (C7373-03, Invitrogen) amb cadascun dels vectors lligats. Aquest
procediment consisteix a barrejar els bacteris amb del producte de lligacié i incubar 45 segons a
42°C per tal que el DNA entri a les cel-lules per xoc termic. Es van deixar créixer els bacteris a 37°C
en plaques de LB solid amb 50ug/ml d'ampicil-lina durant tota la nit. Es van picar dues colonies de
bacteris procedents de cadascun dels productes de lligacié i es van incubar en 3ml de medi LB liquid

amb ampicillina a 37°C durant tota la nit.

L'endema, es va separar 1ml de bacteris de cada cultiu i els 2ml restants es van utilitzar per
extreure els vectors utilitzant el Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (A1330,
Promega). Per fer-ho es va seguir el protocol (miniprep) descrit pels fabricants que, breument,

consisteix a:
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Resuspendre els bacteris en una solucié de lisi que conté proteases alcalines per trencar
restes de proteines del medi de cultiu i degradar nucleases o altres enzims que puguin
malmetre el DNA plasmidic.

Neutralitzar l'accio de les proteases i centrifugar la mostra per precipitar restes cel-lulars
com membranes.

Passar el sobrenedant en una columna que conté un filtre que permet retenir el DNA.
Netejar el DNA utilitzant una solucié de rentat.

Eluir el DNA del filtre utilitzant aigua lliure de nucleases.

Per tal de comprovar si la lligacié s’havia donat correctament es van digerir els vectors obtinguts

amb els enzims de restriccié detallats a la (protocol detallat a I'Annex).

Vector lligat Enzims de restriccio Taula 5. Enzims de restriccié utilitzats
PRR Cherry-hTERT SnaBl i Sall per fer la digestié de comprovacio de
PRR GFP-Ttag Hpal la lligacié de cada vector.

Una vegada comprovat amb un gel d’agarosa a I'1% que les digestions eren correctes, es van
tornar a posar en cultiu els bacteris transformats que contenien els vectors lligats per tal
d'aconseguir quantitats més grans del vector. Per fer-ho, es van cultivar 500 ul de la suspensié
amb bacteris transformats en 100ml de medi LB amb 50ug/ml d'ampicil-lina a 37°C durant tota
una nit. Els bacteris transformats restants es van congelar amb glicerol a una concentracié final

del 50%.

Per tal d’extreure els plasmids lentivirals del cultiu de bacteris transformats es va utilitzar el kit
QIAGEN Plasmid Maxi Kit (12163, Qiagen) seguint les instruccions dels fabricants. Breument, el
protocol (maxiprep) consisteix a:

Llisar els bacteris amb una solucio rica en detergents i fosfatasa alcalina.

Neutralitzar I'accié de la fosfatasa.

Centrifugar per tal de separar les restes cel-lulars dels acids nucleics.

Posar el sobrenedant en una columna que conté un filtre per retenir el DNA.

Rentar el DNA retingut a la columna amb una solucié que conté MOPS per mantenir el pH

constant, i 15% isopropanol.

Eluir el DNA mitjangant una solucio de NaCl, Tris-Cl i 15% isopropanol.
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Precipitar el DNA eluit amb isopropanol 100%.
Centrifugar el DNA a 20.000 g i descartar I'isopropanol.
Rentar el pellet de DNA amb etanol al 70% i centrifugar per treure I'etanol.

Deixar assecar el DNA i dissoldre’l amb aigua lliure de nucleases.

Per acabar, es va mesurar la concentracié de DNA amb un espectrofotometre (Nanodrop 2000,

Thermo Scientific).

Extraccié i purificacio del vector lentiviral HRasV12

En el cas de la transduccid amb el gen HRAS, el vector que es va utilitzar va ser el plasmid
pLenti-CMV/TO-RasV12-Puro (w119-1), cedit pel Dr Eric Campeau a través d’Addgene (#22262).
Es tracta d'un plasmid lentiviral que conté el gen HRasV12 sota la regulacié del promotor

constitutiu CMV i el gen que confereix resistencia a la puromicina (Figura 32).

El plasmid pLenti-CMV/TO-RasV12-Puro es va rebre en
format bacterial stab, un tipus de cultiu bacteria on els
bacteris creixen en LB solid. Es va picar I'stab amb una
punta de pipeta per sembrar els bacteris en una placa de
LB solid amb ampicillina, el gen de resistencia de les

bacteries. El cultiu es va deixar durant una nit a 37°C i

) 'endema es van picar dues colonies que es trobessin
pLenti CMV/TO RasV12 Puro
8745 bp aillades i que fossin d’'una mida intermedia. Aquestes

colonies es van fer créixer en un cultiu de 3 ml de LB liquid
Figura 32. Esquema del plasmid

pLenti-CMV/TO-RasV12-Puro (w119-1). durant una nit.

L'endema es va extreure el plasmid de 2ml del cultiu, la resta es va guardar a 4°C fins a saber el
resultat de la digestio. Per extreure el plasmid es va utilitzar el kit de miniprep seguint el protocol
esmentat anteriorment. A continuacié, es va fer una digestid diagnostica amb Spel i es van
observar les bandes formades en gel d'agarosa per comprovar que el vector obtingut era el

desitjat.
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Un cop confirmada la lligacio, es van posar en cultiu 500 pl del cultiu que s'havia reservat en
100ml de medi LB i es va congelar la resta del cultiu. L'endema es va extreure el vector amplificat
mitjangant el kit de maxiprep seguint el protocol esmentat anteriorment. Per Ultim, es va repetir

la digestié amb Spel per comprovar que el plasmid extret era el correcte.

Producci¢ de particules lentivirals

A partir dels diferents vectors lentivirals es van generar les particules lentivirals amb les que es
van infectar les BPECs. Per fer-ho es van transfectar les cel-lules HEK293T amb el vector lentiviral
desitjat juntament amb pRSV-Rev i pMDLg/pRRE (plasmids que contenen gens Rev, Gag i Pol
involucrats en I'empaquetament de les particules lentivirals) i pMD.2G (conté el gen VSV-G

implicat en la formacio de I'envolta del virus).

Envelope Vector Dos dies després d'haver transfectat les cél-lules

@ productores, es va recollir el medi de cultiu que

contenia les particules lentivirals generades i es

D v /\ va netejar centrifugant la suspensié per

A293T Cells

precipitar les restes cel-lulars que hi poguessin
ot eat = D

TransferVector  TransfectTarget Cells  p,ckaging Vector(s) haver i recuperant el sobrenedant que conté les

*cDNA, GRNA, or shANA

particules lentivirals. Seguidament es va filtrar la

v
@ suspensid amb filtres de PVDF de 0,45 um de

diametre i es va ultracentrifugar a 90.000 g

Harvest Lentivirus

durant 2 hores a 4°C.
Figura 33. Esquema dels plasmids transfectats a les

HEK293T per dur a terme la produccié de particules

lentivirals (Font: Guia lentiviral de Addgene). . ) - . )
virals { o M gene) Es va calcular el titol viral mitjancant citometria

de flux en aquells casos que els vectors lentivirals contenien el gen d'alguna proteina
fluorescent, i mitjancant gPCR en el cas de HRasV12 associat amb el gen de resisténcia a la

puromicina. En tots els casos el titol viral obtingut va ser d'entre 10°i 107 particules/ml.
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Model de transformacié experimental

Un cop obtingut el cultiu de BPECs a partir de teixit mamari sa i produides les particules
lentivirals portadores dels gens d'interés es va procedir a la infeccio i seleccié de les cel-lules per

establir el model de transformacio experimental.

Infeccions amb particules lentivirals

Les infeccions es van realitzar al Servei de Cultius Cellulars, Produccié d'Anticossos i Citometria

de I'Institut de Biotecnologia i de Biomedicina de la UAB.

El dia abans de realitzar la infeccié es van sembrar 130.000 cél-lules en una placa p35. L'endema
es va canviar el medi a les céllules afegint medi amb 4ug/ml de polibre, un polimer cationic
utilitzat per millorar I'eficiéncia d'infeccié. Posteriorment es va inocular el cultiu amb el volum
necessari de particules lentivirals per tal d'infectar amb la MOI (multiplicity of infection o nombre
de particules virals per cellula) desitjada: 2 en el cas de les particules lentivirals Ttag+GFP i

hTERT+mChFPi 1 en el cas de HRAS+puromicina.
Es van mantenir les cél-lules a I'incubador a 37°C, 5% de CO, i atmosfera humida durant 24h.

L'endema es va rentar el cultiu dues vegades amb PBS 1X i es va afegir el medi de cultiu adient

(veure apartat Medis de cultiu).

Seleccié del cultiu infectat

Tot i que I'eficiéncia d'infeccid amb particules lentivirals acostuma a ser elevada, no totes les
céllules s'infecten correctament. Per tal de treballar amb una poblacié de céllules el més pura
possible es van seleccionar les cellules que expressaven el gen indicador (proteina fluorescent o

resisténcia a antibiotic).

Seleccid per citometria de flux

Per tal de recuperar Unicament aquelles céllules que expressaven la proteina fluorescent
indicadora de la correcta infeccio, es van tripsinitzar les cél-lules i es van transportar en gel fins a
la Unitat de FACS del CRG/UPF situada al Parc de Recerca Biomédica de Barcelona. Alla es van

separar i recuperar les cél-lules mitjangant el citometre FACSAria Il SORP equipat amb el software
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FACSDiva (v6.1.2) (Figura 34) per posteriorment tornar-les a la Unitat de Biologia Cel-lular de la

Universitat Autonoma de Barcelona i posar-les en cultiu.

o] &1 1

e ez E mCherry +
< ] 3 3
(S 1 o
=", "
T2 %3 =

o] o @l ]

14 %

2 =
$ g,‘ L R AL WAL e - Ty T T T T
G 0 0 10 10° o0 1 10° 10 10° w O 10 10* 10°
PI-A PI-A : PE-Cy7-A

Figura 34. Dotplot on es mostra les cél-lules no infectades sense fluorescéncia (esquerra) i les finestres de
seleccié per les cellules fluorescents infectades amb Ttag+GFP (centre) i infectades amb hTERT+mChFP
(dreta). Per excitar les proteines es fan utilitzar els lasers de 488 nm (eGPF) i 561 nm (mCherry).

Seleccié amb antibiotic

En el cas d'aquelles céllules infectades amb particules lentivirals que contenen el gen H-RasV12
(HRAS) juntament amb la resistencia a puromicina es van seleccionar afegint puromicina al
cultiu. D'aguesta manera es van eliminar les cellules que no havien incorporat el gen que

confereix resisténcia a I'antibiotic.

En primer lloc es van testar diferents concentracions de puromicina (P8833, Sigma-Aldrich) per
trobar la dosi minima a la que moren les BPEC no infectades (resultats detallats a I'Annex), que va
ser 0,8 ug/mL. Per tal de seleccionar aquelles cellules infectades que contenien el gen de
resisténcia a antibiotic, es van cultivar en medi de cultiu suplementat amb 0,8 ug/ml de
puromicina durant un miim de 10 dies. Periddicament es va repetir la seleccié per confirmar

que el cultiu seguia sent resistent a I'antibiotic.

Comprovacié de les infeccions

Un cop seleccionada la poblacid de céllules que presentava el gen indicador, ja fos proteina
fluorescent o resisténcia a antibiotic, es va comprovar la preséncia del gen d'interés mitjangant la

deteccié de I'RNA missatger corresponent a la transcripcio.
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La PCR quantitativa (QPCR) permet mesurar la quantitat de DNA i poder-ne comparar els nivells
amb un DNA control. El seu fonament es basa en mesurar, al final de cada cicle d'amplificacié de
DNA, el nivell de fluorescéncia que emet un agent intercalant del DNA que s'afegeix a la reaccié i
que s'uneix només al DNA de cadena doble. En una mateixa mostra, aquelles seqiencies que
presentin més copies necessitaran menys cicles per ser amplificades que aquelles que tenen

menys copies, les quals requeriran més temps per assolir els mateixos nivells de fluorescéncia.

En el nostre cas, enlloc de quantificar les sequéncies presents al genoma, es van quantificar els
nivells d'expressio d'aquests gens. Per fer-ho es va extreure 'RNA, es va precipitar i tractar amb
DNasa per posteriorment convertir-lo a cONA. A partir d'aquest cDNA i utilitzant oligonucleotids
especifics, es van quantificar el nombre de copies de les seqliencies corresponents als gens

d'interés.

Per extreure 'RNA dels diferents cultius es va seguir el seglient protocol:
1. Sembrar les cél-lules d'interés en un flasco T25.
2. Un cop confluent, aspirar el medi i afegir TRIzol® (15596-026, Thermo Fisher) per llisar les
cellules i alliberar-ne el contingut.
Separar I'RNA de les proteines i del DNA amb cloroform.
Precipitar 'RNA amb isopropanol.
Rentar 'RNA amb etanol 70%.

Dissoldre I'RNA precipitat en aigua Iliure de nucleases.

N kW

Tractar amb DNasa (Invitrogene, Carlsbad, CA) seguint el protocol especificat pels

fabricants.

8. Inactivar la DNasa amb TRIzol® i tornar a precipitar 'RNA amb els passos de cloroform,
isopropanol i etanol.

9. Resuspendre en aigua lliure de nucleases.

10. Quantificar els nivells d'RNA i la seva puresa amb l'espectrofotometre NanoDrop 2000
(Thermo Scientific).

11. Retrotranscriure 1 ug d'RNA a cDNA mitjangant el kit iScript cDNA Synthesis (170-8891,

Bio-Rad) seguint les instruccions dels fabricants.

12. Guardar el cDNA a -20°C i I'RNA a -80°C.
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Per quantificar els nivells d'expressid que presentaven els diferents cultius es van dissenyar
oligonucleotids especifics pels gens d'interés mitjancant el software Primer3 (seqiéncies

d'oligonucleotids detallades a I’Annex).

La gPCR es va realitzar utilitzant I'agent intercalant SYBR green (172-5124, Bio-Rad) i la lectura de
la fluorescencia a cada cicle es va fer mitjancant el termociclador CFX96 (Bio-Rad). Concretament,
per cada reaccié es van utilitzar 0,1ng de cDNA en preséncia dels oligonucleotids (TuM) i es va
sotmetre a 39 cicles d’'amplificacio. L'analisi dels resultats es va fer amb els softwares Bio-Rad CFX

Manager i Microscoft Excel.

Per a cada corba d'amplificacio es va obtenir el parametre quantification cycle o Cq, que indica el
cicle a partir del qual es detecta un nivell de fluorescéncia indicador de la correcta amplificacio.
Valors de Cq més baixos indiquen menor nombre de cicles necessaris per amplificar el gen
d'interes i per tant major expressio d’'aquell gen en la mostra testada (Figura 35). Per cada mostra
es va fer la reaccié per triplicat i només es va considerar que hi havia expressié del gen d'interés
quan la diferéncia entre les repliques era menor que 0,5 i la Cq mitjana entre les repliques era
inferior a 30, ja que amplificacions a partir d'aquest punt poden ser producte d'unions

inespecifiques.

35 y = -3.5574x + 39.107|
6 hd R? = 0.9999
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10 >
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—— 10° copies 10°copies —— 10°copies —— 10°copies = —— 1 copy
10’ copies —— 10° copies —— 10°copies —— 10 copies

Cycle Number

Figura 35. Exemple de corbes d'amplificacié obtingudes al mesurar el mateix gen variant el nombre de
copies presents a la mostra. Les corbes s'obtenen al representar la fluorescéncia relativa (RFU) en funcio del
cicle d'amplificacié.
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Per comparar els nivells d'expressié entre les diferents mostres es va normalitzar I'expressié dels
gens d'interes calculant la diferencia entre la Cq del gen d'interés i la Cq del gen control GAPDH

(ACq).

Ttag i hTERT sén gens que no s'expressen de forma natural a les cellules epitelials mamaries
sanes. Per aquest motiu, el simple fet d'observar amplificacié per aquests dos gens a les mostres
provinents de cellules infectades indica que s’havien introduit els gens d'interes al genoma i que

aquests s'estaven expressant.

En el cas de HRAS, al ser un gen que presenta expressié enddgena, es va calcular 'augment en

I'expressié de HRAS en el cultiu infectat respecte el cultiu no infectat (AACQ):

AACq = ACq (cultiu infectat) — ACq (cultiu no-infectat)

Per dltim es va representar la diferencia d'expressio entre un cultiu i l'altre mitjangant el

parametre fold change (FC) calculat de la seglient manera:

FC =2 2eca

Irradiacié dels cultius

L'exposicid de les BPECs a diferents dosis de radiacié ionitzant es va realitzar mitjangant
I'rradiador IBL 437C equipat amb dues fonts radioactives de Cesi-137 disponible a la Unitat
Técnica de Proteccio Radioldgica (UTPR) de la UAB. Aquest dispositiu permet exposar les mostres
a dosis controlades de rajos y a una taxa de 5 Gy/min. En tots els casos es va incloure el control

no irradiat en el transport de les mostres a les instal-lacions de 'UTPR.

Caracteritzacio dels cultius

Un cop establerts els cultius i havent confirmat la correcta expressio dels gens d'interés, es va
procedir a la caracteritzacié de les cellules dels diferents cultius per conéixer amb més detall

quines propietats presentaven i poder entendre i interpretar el seu comportament.
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Corbes de creixement

Per tal de valorar la cinetica de creixement dels diferents cultius utilitzats es va calcular el

Population Doubling (PD) d'acord amb la formula segient:

1 cel-lules recollides
PD= ——— xlog (
log 2

cel-lules sembrades

Aquest parametre indica les vegades que s’ha duplicat el nombre de cellules sembrades
inicialment. Sumant els PD acumulats a cada tripsinitzacié ens podem fer una idea del
comportament d'aquestes cél-lules al llarg del temps en cultiu de forma lineal (Figura 36B) i no

pas exponencial com la corba que s'obté quan es representa el nombre de céllules obtingudes

al llarg del temps en cultiu (Figura 36A).
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Figura 36. Creixement de cultius amb diferents temps de duplicacioé (d) al llarg del temps. A. Representacié
del nombre de cél-lules. B. Representacié del Population doubling.

Per tal de veure tendencies en el creixement dels diferents cultius es va representar graficament
el valor acumulat de PD en funcié del temps. D’'aquesta manera una disminucié en la proliferacid

es veu representada en una disminucio en el pendent de la recta.

Quantificacio dels nivells de proteina

Donada la importancia de p16 en I'aturada del creixement caracteristica de les cél-lules epitelials
mamaries mantingudes en cultiu, es va voler detectar si s'estava expressant aquesta proteina a
diferents temps del cultiu de les BPECs. Per tal de veure si la inhibicié s’havia donat de forma
correcta es van irradiar les céllules a 5 Gy de rajos v i es van extreure les proteines 2 hores post-

irradiacio per valorar els nivells de p21, que s'expressa en resposta al dany en el DNA de manera

p53-dependent.
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Per tal de confirmar la presencia de les proteines d'interes es va realitzar una immunodeteccio

per Western blot. Aquesta técnica consisteix a separar les proteines en funcié de la seva mida en

un gel d’electroforesi i transferir-les a un suport solid per detectar-les amb anticossos especifics.

Per obtenir les proteines necessaries per dur a terme el Western blot es va seguir el seglent

protocol:
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Sembrar cél-lules en una placa p100.

Quan el cultiu esta subconfluent, aspirar el medi, rentar amb PBS 1X fred i aspirar-lo.

Congelar la placa a -80°C.

Treure la placa del congelador i mentre encara esta congelada, afegir tampo de lisi RIPA
(composicié detallada a I’Annex).

Afavorir I'alliberacié del contingut de les cel-lules amb I'ajuda d'un scrapper.

Sonicar les mostres per disgregar els grumolls i alliberar les proteines unides al DNA.
Centrifugar les mostres sonicades 2 minuts a 12.000 g per fer precipitar restes cel-lulars
com membranes.

Quantificar la concentracié de proteina obtinguda amb el kit Pierce BCA Protein Assay
(23227, Thermo Scientific).

Desnaturalitzar les proteines posant-les a 70°C durant 10 minuts i posar-les directament en
gel per mantenir-les desnaturalitzades.

Carregar en un gel d'electroforesi amb un 10% de Bis-Tris (NP0302, Thermofisher Scientific)
25 ug d'extracte proteic barrejat amb el tampé de carrega en una relacié 4:1.

Separar les proteines segons el pes molecular mitjangant electroforesi programant una
etapa inicial de 5 minuts a 80 V seguida d’'una etapa de 40 minutsa 180 V.

Transferir les proteines del gel a una membrana de PVDF (LC2005, Live Technologies) a una
potencia de 30 V durant 90 minuts.

Bloguejar la membrana amb PBS 1X i un 5% de BSA durant 1 hora.

Incubar la membrana amb anticossos primaris especifics per la proteina d'interés diluits en
PBS 1X'amb un 3% de BSA i un 0,1% Tween20 overnight a 4°C (Taula 6).

Rentar la membrana amb TTBS 1X (composicié detallada a I'’Annex) per eliminar I'excés
d'anticds primari.

Incubar amb anticossos secundaris conjugats amb HRP (horseradish peroxidase) diluits en
PBS 1X amb un 3% de BSA i un 0,1% Tween20 durant 1 hora a temperatura ambient (Taula
6).
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Rentar 'excés d'anticos secundari amb TTBS 1X.
Afegir el substrat quimioluminiscent de I'HRP (WBKLS0500, Immobilon Western).

Capturar la senyal amb un transiluminador ChemiDoc XRS (Bio-Rad).

Taula 6. Anticossos primaris i secundaris utilitzats per immunodeteccié de proteines per western blot.

Anticos Referéncia Hoste Concentracio
p16NKkea MS-218-P Ratoli 1/200
Anti-GAPDH Ab9484 Ratolf 1/1000
Anti-mouse (HRP) 12-349 Cabra 1/5000

Analisis citogenetiques

Tenint en compte que la transduccié dels antigens large T i small t del virus de simi 40 (SV40)

comporta la inactivacio de p53 i pRb, fet que pot comprometre la integritat gendmica, es va

voler caracteritzar el cariotip de cada linia cel-lular obtinguda.

Per tal d'aconseguir céllules en metafase de cadascun dels cultius es va seguir el seglent

procediment:

Sembrar les cél-lules en flascd T75.

Tractar amb Colcemid un maxim de 4 hores (15212012, Thermofisher Scientific) durant la

fase de creixement exponencial del cultiu per tal d'acumular les cellules en la fase M del

cicle cel-ular.

Tripsinitzar les cel-lules i centrifugar-les.

Resuspendre les cél-lules gota a gota en solucio hipotonica (KCI 0,075M).
Fixar les cél-lules amb Carnoy (3:1; metanol:acid acetic).

Preparar extensions sobre portaobjectes.

Hibridar amb sondes especifiques per detectar les seqUéncies centromériques (sonda
pancentromerica Cent-FAM “FAM-OO-AAA CAC TCT TIT TGT AGA" de PANAGENE) i
telomeriques (sonda pantelomérica PNA-Cy3 “Cy3-CCCTAA", PE Biosystems) dels
cromosomes.

Contratenyir amb 0,25ug/ml de DAPI diluit en medi de muntatge Vectashield (H-1000,

Vector Laboratories).

La valoraci¢ de les preparacions es va fer amb un microscopi d'epifluorescéncia (BX60, Olympus)

equipat amb el software CytoVision GENUS (v3.93.2, Applied Imaging) amb el que es van capturar

i cariotipar un minim de 20 metafases per mostra.
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Recompte de céllules amb caracteristiques mioepitelials i luminals

Igual que a la glandula mamaria, el cultiu de BPECs presentava una heterogeneitat de tipus

cel-lulars. D'acord amb el que descriu Weinberg i collaboradors, el cultiu de cél-lules derivades

de glandula mamaria sana en medi WIT i superficie Primaria® permet una millor preservacié de

les caracteristiques luminals en comparacié als medis estandard pel cultiu. No obstant aixo,

també hi podrien romandre cellules amb caracteristiques mioepitelials.

Per tal de quantificar el nombre de céllules d'un i altre llinatge presents als cultius es va realitzar

una immunofluorescéncia per detectar citoqueratina 14 (K14) i claudina 4 (Cl4), marcadors

especifics de céllules mioepitelials i luminals respectivament, en cél-lules no infectades, cél-lules

infectades amb Ttag i hTERT i cel-lules infectades amb Ttag, hTERT i HRAS.

Per dur a terme la immunofluorescéncia es va seguir el seglient procediment:
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Sembrar cel-lules sobre cobreobjectes en plaques p35.

Aspirar el medi i rentar amb PBS 1X.

Fixar les cel-lules amb metanol:acetona (1:1) durant 10 minuts a -20°C.

Rentar les restes de fixador amb PBS 1X.

Bloquejar amb PBS 1X amb un 5% de sérum de cabra (NGS; S2000, Labclinics) i un 0,1% de
Tritd X-100 durant 1 hora a temperatura ambient.

Incubar els anticossos primaris diluits en solucié de blogqueig overnight a 4°C (Taula 7).

Rentar la solucié d'anticos primari amb PBS 1X durant 1 h a temperatura ambient.

Incubar els anticossos secundaris diluits en solucié de bloqueig durant 2h a temperatura
ambient (Taula 7).

Rentar solucié d'anticos secundari amb PBS durant 30 minuts a temperatura ambient.
Deshidratar amb etanol a diferents concentracions progressivament decreixents, afegir
0,25ug/ml de DAPI diluit en medi de muntatge Vectashield (H-1000, Vector Laboratories) i
dipositar sobre un portaobjectes.

Segellar el cobreobjectes amb esmalt d'ungles.
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Taula 7. Anticossos primaris i secundaris utilitzats en immunofluorescéncies 2D i 3D.

Proteina (fluorocrom) Referéncia Hoste Dilucié 2D Dilucié 3D
Anti-citoqueratina 14 ab9220[RCK107] Ratolf 1/1000 1/100
Anti-claudina 4 ab15104 Conill 1/1000 1/100
Anti-ratolf (Cy3) JAC-115-165-146 Cabra 1/500 1/500
Anti-conill (488) 115-545-2050 Cabra 1/500 1/500

La visualitzacié de les immunofluorescencies es va fer mitjangcant un microscopi
d'epifluorescencia (BX60, Olympus) amb el que es va realitzar el recompte manual de les cellules

positives per un i altre marcatge.

Mort radioinduida

Per tal de conéixer la resposta de les BPECs davant l'exposicié a altes dosis de radiacié es van
quantificar els nivells d'apoptosi i senescencia després d'irradiar les cél-lules amb 5 Gy de rajos y a

diferents moments del cultiu.

Quantificacié dels nivells d'apoptosi amb el test TUNEL

Aspirar el medi i rentar amb PBS 1X.
Fixar les cél-lules amb parafomaldehid al 2% durant 40 minuts a temperatura ambient.
Rentar les restes de fixador amb PBS 1X.
Permeabilitzar les cellules amb la solucié de PBS 1X amb un 0,1% de Trité X-1001i un 0,1%
de citrat sodic durant 5 minuts en gel.
Rentar la solucié de permeabilitzacié amb PBS 1X.
Incubar les céllules amb la solucid TUNEL mix del kit “In Situ Cell Death Detection,
Fluorescein” (11684795910 ROCHE) que es conforma de 3 ul d'’Enzime i 27 pl de Label
solution durant 40 minuts a 37°C dins una camera humida.
Rentar la solucié de TUNEL amb PBS 1X.
Deixar assecar a temperatura ambient.
Contratenyir amb 0,25ug/ml de DAPI diluit en medi de muntatge Vectashield (H-1000,
Vector Laboratories).

La valoracié del nombre de cél-lules que presentaven senyal positiva pel marcatge TUNEL es va

fer amb un microscopi d'epifluorescencia (BX60, Olympus).
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Quantificacié dels nivells de senescéncia amb la mesura de l'activitat de la B-galactosidasa

Aspirar el medi i rentar amb PBS 1X.
Fixar amb formaldehid al 2% i glutaraldehid al 0,2% en PBS 1X durant 10 minuts a
temperatura ambient.
Aspirar la solucié de fixacié i rentar amb PBS 1X.
Incubar les cél-lules amb la solucié de tincidé durant 13 hores a 37°C (composicié detallada
a l'’Annex).
Aspirar la soluci¢ de tincié i rentar amb PBS 1X.
Rentar amb metanol durant 30 segons.
Eliminar el metanol i rentar amb aigua destil-lada.
Deixar assecar.
La valoracio es va realitzar a través de la captura d'imatges amb un microscopi optic invertit amb
contrast de fase (IX71, Olympus) i el recompte de cellules positives pel senyal blau caracterfstic de

les cel-lules senescents amb el Plugin Cell counter del software Fiji (ImageJ; Schindelin et al., 2012).

Analisi del perfil d'expressié génica (PAM50)

Per tal de quantificar els nivells d'expressid de gens utilitzats per classificar dels subtipus de
cancer de mama es va establir una collaboracié amb el Grup de Gendmica Translacional de

I'Institut d'Oncologia de la Vall d'Hebron liderat pel Dr Aleix Prat.

Preparacio de les mostres

L'RNA de les mostres es va extreure seguint el protocol descrit a I'apartat “Comprovacié de les
infeccions”. Per cada mostra es va destinar un volum de 15 ul d'RNA a una concentracié de

100 ng/ul a realitzar els triplicats en I'analisi PAM.

La quantificacié de l'expressié dels diferents gens inclosos al PAM es va fer mitjancant la
plataforma nCounter de NanoString. Aquest metode es basa en una tecnologia innovadora que
utilitza sondes marcades amb oligonucleotids fluorescents ordenats en un ordre concret. Les
diferents combinacions de colors i posicions generen una gran quantitat de codis de barres
cadascun d'ells assignat especificament a un dels gens d'interes. Aquestes sondes s'hibriden

amb l'extracte d'RNA provinent de mostres, teixits frescos o parafinats i, després d'una incubacid
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a 65°C, es fa un recompte de les molécules d'RNA unides a les sones obtenint el nombre total de

transcrits que presenta cadascun dels gens.

Algunes de les caracteristiques més destacades d'aquesta metodologia sén el processat
automatitzat de les mostres i que no es requereix ni amplificacié ni reaccié enzimatica, fet que
simplifica el funcionament de la técnica. Per aquests motius es poden obtenir els resultats de

I'analisi en només 48 hores.

Interpretacio resultats

Un cop obtingut el nombre de copies (counts) de cadascun dels 50 gens analitzats a les diferents
mostres per triplicat, es va realitzar un analisi bioinformatic per detectar diferéncies en el nivell
d'expressio relacionades amb els elements genics transduits o amb l'exposicié a radiacié

jonitzant.

L'analisi estadistic realitzat per experts en el tractament dels resultats obtinguts en el metode
PAM del Grup de Genomica Translacional consisteix en primer lloc a normalitzar els counts
obtinguts pels gens d'interés en funcié dels counts d'aquells gens d'expressié constitutiva
(housekeeping) inclosos a l'analisi (llista dels gens inclosos a lanalisi detallada a I'Annex).
Concretament es calcula la mediana geometrica dels gens housekeeping per a cada mostra i es
divideix el nombre de counts obtinguts de cada gen per aquest valor normalitzador. En segon
lloc, es realitzen comparatives aparellades de les mostres per identificar aquells canvis

d'expressié estadisticament significatius especificats en I'apartat d'analisis estadistiques.

Cultius tridimensionals en Matrigel

Per tal de valorar la capacitat dels diferents cultius de créixer en preséncia d'una matriu
extracellular i formar estructures organitzades es van establir cultius tridimensionals en Matrigel

seguint la metodologia on-top.
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Sembra i cultiu

El Matrigel és un producte que es troba en estat liquid a 4°C pero solidifica per sobre de 10°C.
Per aquest motiu la manipulacié del Matrigel cal fer-la en tot moment amb material fred.
Descongelar una aliquota de Matrigel overnight a 4°C.
Rentar el pou d'una placa de 24 pouets amb PBS 1X esteril fred.
Dipositar 100 ul de Matrigel (354234, BD Biosciences) i deixar solidificar-lo a 37°C. Es
important evitar la formacié de bombolles. Un cop solidificat el Matrigel es formarien
cavitats que permetrien a les cel-lules créixer-hi adherides.
Tripsinitzar les cél-lules i diluir-les per tal d'aconseguir una suspensié de 100.000 cel-lules en
500 pl de medi amb un 4% de Matrigel.
Dipositar el medi amb les cél-lules sobre la capa de Matrigel préviament solidificat.
Mantenir a 37°C, 5% de CO, i atmosfera humida.
Aspirar el medi sense tocar la capa de Matrigel i afegir novament 500 ul de medi amb un
4% de Matrigel entre 2 i 3 cops per setmana.
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Figura 37. Creixement on-top d'acini en cultiu tridimensional en Matrigel (Debnath J et al, 2003)

Valoracio del creixement i el nombre dels acini formats

Per tal de valorar la correcta formacid i cinética de creixement dels acini en cultius
tridimensionals en Matrigel es van capturar imatges de camps aleatoris a diferents temps (0, 1, 7 i
14 dies després de la sembra) amb un microscopi optic invertit amb contrast de fase (IX71,
Olympus). Es va mesurar el diametre d’entre 150 i 200 acini presents a les imatges mitjancant el

software Fiji (Figura 38).
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Figura 38. Imatge representativa del procés de mesura del diametre dels acini. Barra d'escala 200 um.

Transcorregudes dues setmanes en cultiu, es va quantificar manualment el nombre d'acini
formats mitjangant visualitzacié amb el microscopi optic invertit (IX71, Olympus) i es va

processar el material per procedir amb la immunofluorescéncia del acini formats.

Per tal de valorar el creixement dels acini durant les primeres hores en cultiu es va fer un
time-lapse al Servei de Microscopia de la Universitat Autbnoma de Barcelona. La captura de les
imatges es va fer mitjancant un confocal Leica TCS SP5 equipat amb una cabina per mantenir el
nivell de CO; al 5% i una temperatura constant de 37°C. Es van realitzar imatges cada 10 minuts
durant les primeres 15 hores de cultiu. El processat de les imatges es va fer amb el programa LAS

AF (Leica) i Fiji Image)).

Deteccid immunofluorescent de proteines en cultius tridimensionals

Per tal de localitzar les céllules amb caracteristiques mioepitelials i luminals dins els acini es va
fer una immunodeteccié per citoqueratina 14 i claudina 4 emprant els mateixos anticossos
utilitzats per fer el recompte de cellules d'aquests llinatges en cultius 2D (Taula 7). En aquest cas
es va seguir el seglent procediment:

Aspirar el medi que hi ha a sobre la capa de cél-lules en Matrigel.

Tallar la punta d'una pipeta de 200 ul i disgregar el Matrigel polimeritzat mitjangant una

combinacié d'aspiracié i raspat.
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Repartir uns 50 pl de la suspensié d'acini en Matrigel sobre els portaobjectes en una area
d'uns 1-2 cm?,

Deixar assecar el Matrigel a temperatura ambient o sobre una placa calefactora per
accelerar el procés.

Fixar la mostra amb metanol:acetona (1:1) a -20°C durant 30 minuts.

Bloguejar amb PBS amb un 5% de NGS i un 0,1% de Triton X-100 durant 2 hores a
temperatura ambient.

Afegir els anticossos primaris diluits en solucié de bloqueig i cobrir la zona amb Parafilm®
per evitar que s'evaporila solucié (Taula 7).

Incubar els anticossos primaris a 4°C overnight dins d'una cambra humida.

Rentar tres vegades amb PBS 1X durant 1 hora (3 hores en total).

Afegir els anticossos secundaris diluits en solucié de bloqueig i cobrir la zona amb Parafilm®.
Incubar els anticossos secundaris a 4°C overnight dins d'una cambra humida (Taula 7).
Rentar I'anticos secundari amb PBS 1X durant 2 hores a temperatura ambient.

Deixar assecar la mostra i afegir 0,25ug/ml de DAPI diluit en medi de muntatge Vectashield
(H-1000, Vector Laboratories).

Tapar amb un cobreobjectes i segellar amb esmalt d'ungles.

Valoracio de les immunofluorescéncies en cultius tridimensionals

Les estructures formades per les cellules cultivades en Matrigel es van valorar amb un
microscopi de rastreig laser confocal Zeiss LSM 700 a les installacions de [lInstitut de
Neurociéncies de la UAB. El rastreig de la mostra es va realitzar excitant els fluorocroms amb una
bombeta de mercuri amb el sistema de visualitzacid manual. Un cop identificada la zona en que
es trobaven els acini, es va utilitzar el control automatitzat de l'aparell a través del software

ZEN 2010 B BP1.

Les condicions de captura es van configurar d'acord amb parametres recomanats pel personal
responsable de I'equipament, ajustant-les a cada sessié per obtenir una millor visualitzacié de les
mostres. La intensitat dels lasers es va mantenir entre el 0,2 i el 5% de la seva poténcia mentre
que el parametre Gain, amplificador del senyal que rep el fotomultiplicador, es va mantenir entre

els valors 600 i 800.

68



Contribucié de la radiacié ionitzant en el procés de transformacié cellular

La visualitzacié en mode lineal va permetre excitar amb lasers diferents i observar conjuntament
els tres canals utilitzats (K14 en vermell, Claudina 4 en verd i DAPI en blau). D’aquesta manera la
valoracié de cadascun dels acini es va fer de forma manual valorant tots els plans que
comprenien el seu volum. Aixd va permetre assegurar la correcta integritat dels acini abans de
considerar-los aptes per ser inclosos a l'analisi de la polaritat. Unicament es van considerar
polaritzats aquells acini que presentaven cél-lules positives pel marcatge de citoqueratina 14 a la

periféria juntament amb un marcatge positiu per claudina 4 al centre.

La visualitzacié i posterior edicio de les imatges per obtenir les figures incloses en aquest treball

es va fer amb el software Fiji (ImageJ).

Test de creixement independent d’'ancoratge

El test de creixement independent d'ancoratge permet esbrinar si les cel-lules han adquirit la
capacitat de créixer en suspensio. Per fer-ho es cultiven les cellules en agar solid per tal que
quedin individualitzades i que no s'adhereixin a la superficie. Passat un temps en cultiu es valora

la seva capacitat de formar colonies.

Sembra i cultiu

Per tal de manipular I'agar i mantenir I'esterilitat del cultiu es va autoclavar una solucié de 1,2%
d'agar (A1296, Sigma-Aldrich) dissolt en aigua milli-Q. Per evitar que solidifiqués, es va mantenir
la solucié d'agar autoclavada a 42°C durant tot el procés de sembra, que breument consisteix a:
Preparar medi de cultiu amb un 0,6% d’agar barrejant a parts iguals mediiagar 1,2%.
Dipositar una capa de medi amb agar al 0,6% i deixar-la solidificar.
Tripsinitzar les cél-lules i diluir-les a una concentracié coneguda.
Preparar una suspensié de 25.000 cellules/ml diluides en medi amb agar al 0,3% passant
les cellules per un filtre de 40 um de diametre.
Dipositar Tml del medi amb agar al 0,3% que conté les céllules a sobre de la capa de medi
amb agar al 0,6% solidificada.
Mantenir a 37°C, 5% de CO, i atmosfera humida.
Afegir medi sobre la capa que conté les cel-lules un cop estigui solidificada.

Aspirar el medi sense tocar I'agar i afegir-ne de nou 2 o 3 vegades per setmana.
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Al cap de 3 setmanes, aspirar el medi i afegir Tmg/ml de bromur de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol (MTT) durant 24h.

Aspirar 'MTT i guardar a 4°C evitant el contacte amb la llum.

Identificacid, recompte i mesura de colonies

Unicament aquelles cél-lules capaces de proliferar en suspensié formen colonies en agar
(Figura 39). Passats els 21 dies, les cél-lules que estan vives metabolitzen I'MTT i el transformen en

cristalls visibles al microscopi (Figura 39).

Camp clar GFP

mCherry Merge MTT

Figura 39. Colonia al cap de 21 dies creixent en agar (barra d'escala 50 um).

Per quantificar el nombre i la mida de les colonies formades en agar es va rastrejar tota la
superficie capturant imatges com la que s'observa a la

Figura 40 amb un microscopi invertit (IX71, Olympus) per mesurar l'area de cada colonia
mitjangant el software lliure Fiji (Schindelin et al, 2012). Tenint en compte que per cada cultiu es
generaven un elevat nombre d'imatges, el procés d'analisi es va semi-automatitzar creant un
script dins I'entorn Fiji (codi detallat a I'Annex). Aixd va permetre analitzar massivament les
imatges de forma automatica controlant els ajustaments manualment per cada imatge i obtenir

els resultats de cada colonia de forma individual.
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Figura 40. Colonies MTT positives visualitzades al microscopi invertit (Barra d'escala 500um).
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Els experiments es van realitzar per duplicat i, després de comprovar que no presentaven
diferéncies, es van agrupar els valors de les dues repliques per representar-los conjuntament en

un sol grafic de punts per cada mostra (Figura 41).

A partir dels valors d'area de cada colonia (A) es va estimar el diametre mitja (D) d'acord amb la

seglent formula:

Es va calcular el radi teoric (R) que ha de presentar una colonia formada per n cél-lules tenint en
compte el radi de les cellules (r) i I'eficiéncia d'empaquetament (p) d’'aquestes d'acord amb la

segUent formula:

Es van tenir en compte només aquelles colonies que presentaven com a minim 8 cél-lules (3
divisions en 3 setmanes). Es va mesurar el diametre de les BPECs en suspensié i es va observar
que de mitjana mesuraven entre 14i15um. Per Ultim, es va considerar una eficiéncia
d'empaquetament aleatori (0,64). Per tant, es van descartar de I'analisi aquelles colonies que

presentaven un diametre inferior a 65 um (Figura 41B).

La representacio dels resultats obtinguts en l'analisi de la mida de les colonies formades es va fer
mitjangant un diagrama de punts de densitat simétrica que comprenia la suma dels valors

obtinguts a dues repliques amb la mediana dels valors superiors a 65 um (Figura 41D).
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Figura 41. Representacié del procés d'obtencié de dades referents a la mida de les colonies crescudes en
agar. Grafics de punts de tots els valors obtinguts (A), valors filtrats a partir de 65 um (B), comparativa de les
dues repliques amb el test de Mann-Whitney (C) i producte final resultat de la suma de les répliques (D).

Analisis estadistiques

Per tal d'analitzar si els resultats eren estadisticament significatius es van aplicar diferents tests en
funcié de les dades obtingudes i la seva distribucié, utilitzant el programa informatic GraphPad

Prism v7.0a (GraphPad Software, La Jolla California, USA).

La comparacio del pendent de les corbes de creixement dels diferents cultius es va dur a terme

mitjancant I'analisi de regressio lineal amb I'estadistic F amb un interval de confianga del 99%.

Per tal de fer les comparacions del ROR, el Proliferation Score i la mida de les colonies formades
en agar es va utilitzar el test no paramétric Kruskal-Wallis assumint un error inferior al 5% i amb
correccié per multiples comparacions amb el métode de Benjamini-Krieger-Yekutieli quan es

requeria.

Les comparacions entre els nivells d'expressié dels gens analitzats al PAM es van realitzar
utilitzant la prova t de Student. Es van considerar estadisticament significatius aquells canvis
d'expressié que presentaven un valor p inferior a 0,05 i un False Discovery Rate (FDR) inferior a un
5%. El FDR és un metode innovador desenvolupat el 1995 que permet mantenir la proporcié de
descobriments (casos en el que es rebutja la hipotesi nulla) a mesura que es generen noves

comparacions (Benjamini i Hochberg, 1995). Aquest meétode té un major poder estadistic en
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comparacié a altres metodes extensament utilitzats, com la correccié de Bonferroni per

multiples comparacions, sense comportar una disminucié tant acusada de l'error assumible.

Del conjunt de gens analitzats al PAM amb alteracions significatives en I'expressio, es va restringir
I'analisi a aquells gens diferentment expressats que presentaven un logx(Fold Change) superior a

1 oinferiora-1.

L'analisi de la mida dels acini al llarg del temps en cultiu es va realitzar mitjancant el test ANOVA
de dues vies amb correccié de Tukey per a multiples comparacions, considerant estadisticament

diferents aquells resultats amb un valor p inferior a 0,05.
Per Ultim, es va utilitzar el test exacte de Fisher amb un 95% de confianca per tal de valorar les

diferencies en el nombre d'acini que presentaven una correcta polaritzacio i les diferencies en el

nombre de colonies formades en agar tou pels diferents cultius analitzats.
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Establiment i caracteritzacio dels cultius

Per tal d'estudiar l'efecte de la radiacié sobre cellules epitelials mamaries humanes en procés de
transformacio es van establir cultius primaris a partir de teixit mamari sa provinent de mamoplasties
per posteriorment infectar-los amb particules lentivirals necessaries per iniciar el procés de
transformacid de forma experimental. Un cop establerts es van caracteritzar els cultius per tal

d'assegurar que el procés tant d'establiment com de transduccié s’havia produit correctament.

Establiment dels cultius primaris

Es va escollir derivar cultius primaris de cel-lules epitelials mamaries humanes donat que el teixit
mamari és amb freqlencia objecte de procediments medico-diagnostics que impliquen
I'exposicid a radiacié ionitzant. Aixo fa que sigui un teixit de risc davant possibles efectes
carcinogenics derivats de la radiacié. Per altra banda, la major part dels cancer de mama
s'originen en aquest tipus cellular i no d'altres presents a la mama com els fibroblasts o els
adipocits. Per dltim, les mostres de teixit huma sa destinades a la recerca sén escasses i sovint de
dificil obtencid. En aquest aspecte, degut a I'elevat nombre de cirurgies estétiques de pit, el teixit
mamari és un dels que se’'n poden obtenir mostres no patologiques a partir de les que es poden

derivar cultius primaris.

A partir del teixit mamari provinent de dues donants sanes es van establir dos cultius primaris de
BPECs. Per fer-ho es va disgregar mecanicament i enzimaticament el teixit mamari i es va cultivar
en medi WIT-P sobre superficie Primaria. Weinberg i col-laboradors van descriure aquest méetode
de cultiu destacant l'absencia d'indicadors d'estrés cel-lular i I'enriguiment d'una poblacié de
céllules amb caracteristiques luminals (Ince et al., 2007). Aquest fet és rellevant en primer lloc
perque es milloren les condicions de les cel-lules en cultiu, i en segon lloc perqué justament la

majoria d'adenocarcinomes de mama corresponen al subtipus luminal.

Les cel-lules epitelials mamaries que es van derivar a partir del teixit mamari sa van presentar una
morfologia aplanada, poligonal i heterogenia, formant petites agrupacions (Figura 42A).
Aquestes caracteristiques concorden amb la descripcié de cellules epitelials mamaries feta per
Stampfer i collaboradors el 1980. A partir del recompte de les céllules recuperades a cada
subcultiu es va calcular el Population doubling (PD) i es va representar la seva evolucié al llarg del

temps per veure la cinetica de creixement de cada cultiu (Figura 42B).
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Figura 42. Creixement dels cultius de BPECs. A. Imatge d'un cultiu de BPEC creixent en medi WIT-P sobre
superficie Primaria (barra d'escala 100 um). B. Cinetica de creixement dels cultius cel-lular obtinguts de les
dues donants representant el Population doubling acumulat en funcié de les setmanes en cultiu.

Durant les dues primeres setmanes en cultiu, les céllules derivades tant de la mostra de la
donant 1 com de la donant 2 van presentar un creixement exponencial constant. A la tercera i
quarta setmana es va observar una aturada en el creixement que concorda amb el procés de
senescéncia induida per estrés en cultiu anomenat estasi (Figura 42B). En aquesta etapa,
evidenciada per la disminucié de la taxa de proliferacié, la majoria de cellules presentaven
nombroses vacuoles i un augment de la mida, fets que coincideixen amb la descripcié de

cellules epitelials mamaries senescents feta per Stampfer el 1985 (Figura 43A).

Quan les cellules portaven aproximadament un mes en cultiu es va observar un augment de la
proporcié de céllules petites i refringents, algunes d'elles en divisio, anomenades cél-lules post-
estasi. Durant les successives tripsinitzacions, el nombre de cel-lules amb morfologia senescent
va anar disminuint fins que només es van mantenir en cultiu les cel-lules petites i d'aspecte més

homogeni (Figura 43B).

Figura 43. Imatges de diferents estadis del cultiu de BPECs. A. Cultiu previ a I'estasi. B. Cel-lules en estasi. C.
Cel-lules que han superat I'estasi. Barra d'escala: 200 pm.
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En resum, tot i que el grup de Weinberg assegura que no s'observa cap aturada en el creixement
de les cel-lules epitelials degut a estres en cultiu quan es cultiven en medi WIT sobre superficie
Primaria, es va observar una clara disminucié de la taxa proliferativa quan les cel-lules provinents
de les dues donants portaven 3 setmanes en cultiu (Figura 42B); fet que ja havia estat
préviament descrit en BPECs per aquest mateix grup (Feijoo et al., 2016). Aquesta aturada va ser
idéntica a la que s'observa en els cultius de cellules epitelials mamaries utilitzant el medi i
superficie convencionals, indicant que el medi de cultiu WIT i la superficie Primaria no van ser

suficients per evitar I'estasi deguda a I'estres en cultiu.

Per tal de confirmar que les variacions en el creixement del cultiu de les BPECs eren degudes a
I'estasi depenent de I'expressié de p16, es van obtenir extractes proteics del cultiu a diferents
moments: previ a 'estasi (PD 1), durant l'estasi (PD 19) i havent superat I'estasi (PD 72). Els
resultats van indicar que la preséncia de p16 es limitava a aquelles cél-lules cultivades abans o
durant l'estasi. Un cop superada aquesta aturada no es va detectar p16. L'exposicid a 5 Gy de
rajos y no va afectar els nivells de p16 en cap de les mostres analitzades dues hores

post-irradiacié (Figura 44).

PD 1 19 72

IR + — + - + — Figura 44. Western blot de p16 i GAPDH en extractes
proteics extrets de les céllules provinents de la

p16 o donant 2 a diferents Population Doubling (PD) 2

hores després d'exposar-les a 5 Gy de radiacio
GAPDH s S S S S s ionjtzant (IR).

Creixement i transduccio de les BPECs

La visualitzacié del cultiu i I'analisi de la seva morfologia permeten coneixer I'estat en que es
troben les céllules i identificar canvis en el seu comportament. Tot i aixi, la percepcié que s'obté
de visualitzar de forma puntual un cultiu cel-lular no permet identificar tendencies prolongades
en el temps. Una manera d'obtenir informacié sobre l'evolucié del cultiu és representant la
cinetica de creixement al llarg del temps per identificar fluctuacions en el seu creixement que

poden passar inadvertides al dia a dia.

A partir del nombre de céel-lules sembrades inicialment i el recompte de les céllules recuperades

a cada tripsinitzacio es va calcular el Population doubling (PD) de cada cultiu tal com es descriu a
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I'apartat de Material i métodes titulat “Corbes de creixement”. Representant els valors acumulats
al llarg dels dies en cultiu es van obtenir les corbes de creixement representades a la Figura 45.
En elles s’hi pot observar com les cellules obtingudes a partir dels cultius primaris es van
transduir amb Ttag i hTERT, per obtenir cel-lules parcialment transformades, i per Ultim amb HRAS

per obtenir cellules plenament transformades.
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Figura 45. Creixement i fenotip dels diferents cultius obtinguts a partir del teixit mamari de les
donants 1i 2. A. Cinétiques de creixement on s'observa la progressié de les cel-lules sense infectar (negre) i
el moment de les infeccions amb Ttag (verd), hTERT (vermell) i HRAS (gris), aixi com el creixement de les
cellules infectades. L'area ombrejada indica el periode de temps en que les cél-lules es van seleccionar amb
puromicina (0,8 mg/ml). B. Imatges representatives de BPEC infectades amb Ttag-GFP, hTERT-mChFP i
ambdds vectors lentivirals. A les imatges se sobreposa la captura obtinguda amb contrast de fase i la
d'epifluorescencia per visualitzar les cel-lules que presenten senyal fluorescent.

Pel que fa les cellules derivades de la donant 1, la transduccié amb Ttag-GFP es va realitzar a PD
22 i pocs dies després es va transduir el cultiu amb hTERT-mChFP (PD 26). Per obtenir el cultiu
amb les tres alteracions, es va fer la transduccié amb HRAS-puromicina a PD 38. En el cas de la
donant 2, la transduccié amb Ttag-GFP també es va fer pocs dies després de superar l'estasi (PD
11), la transduccid amb hTER-mChFP es va fer a PD 21 i finalment es va transduir amb
HRAS-puromicina a PD 82 (Figura 45A). Per tal de seleccionar les céllules que havien estat

correctament infectades es van recuperar les que presentaven fluorescéncia tant per GFP com
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per mCherry mitjangant citometria de flux (cell sorting). En els cultius transduits amb HRAS es va

afegir puromicina al medi de cultiu per seleccionar les cel-lules resistents.

Les cellules transduides amb els tres elements genics van presentar un increment significatiu en
I'activitat proliferativa (Figura 46). Aix0 es va traduir en la reduccié del temps de duplicacié ja que,
mentre les cél-lules no transduides van requerir de mitjana 1,8 dies per duplicar el nombre de cellules

presents en el cultiy, les cel-lules transduides amb Ttag, hTERT i HRAS van fer-ho amb tan sols 1 dia.
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Figura 46. Creixement de les cellules no infectades i transduides amb Ttag+hTERT+HRAS provinents de la
donant 1 i la donant 2. En tots dos casos la transduccié amb els tres elements genics va comportar un
increment de la proliferacié estadisticament significatiu que va traduir en un pendent de la recta més acusat
(analisi de regressio lineal amb I'estadistic F).

Caracteritzacio dels diferents cultius cel-lulars

Per tal de coneixer les caracteristiques que presenten els diferents cultius es va analitzar
I'expressid dels gens transduits, la presencia danomalies cromosomiques estructurals i
numeriques al cariotip, els marcadors moleculars especifics de cél-lules luminals i mioepitelials i

les respostes d'apoptosi i senescéncia radioinduides.

Comprovacid de les infeccions amb particules lentivirals

El disseny de les particules lentivirals utilitzades garanteix que, com a resultat de la infeccid, totes
les céllules que expressen el gen de seleccié (proteina fluorescent o resistencia a antibiotic)
també han integrat el gen d'interées al seu genoma. Tot i aixi, a més de seleccionar les cél-lules
que expressaven els gens indicadors, vam comprovar la correcta expressiod dels gens d'interés

analitzant-ne els nivells d'RNA mitjancant PCR quantitativa.
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Les corbes d’'amplificacié obtingudes van demostrar que els cultius infectats havien incorporat
Ttag i hTERT al genoma i aquests s'expressaven correctament (Figura 47A); en canvi en els cultius
no infectats no es va observar expressié d'aquests dos gens. En el cas de HRAS, totes les mostres
van mostrar expressié, independentment de si havien estat infectades o no. Al tractar-se d'un
gen amb expressié enddgena, es va calcular I'increment dels nivells d'RNA entre els cultius abans
i després de ser infectats (Figura 47B). En el cas de la donant 1, I'expressid de HRAS va ser de
gairebé tres vegades superior als nivells basals, mentre que en la donant 2 els nivells d'expressié

d’aquest gen van augmentar més de 5 vegades.
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Figura 47. Comprovacié dels nivells d'expressio dels gens d'interes. A. Corbes d'amplificacié dels gens Ttag
(verd), hTERT (vermell), HRAS (blau) i GAPDH (groc) obtingudes al representar la fluorescéncia relativa de
SYBR (RFU) al llarg dels cicles d'amplificacié. Totes les mostres van presentar expressié tant de GAPDH com
de HRAS. Unicament hi va haver amplificacié pels gens Ttag i hTERT en els cultius infectats. B. Increment dels
nivells de HRAS en els cultius infectats respecte els no infectats d'acord amb la férmula 2729 descrita a
I'apartat de Material i métodes titulat “Comprovacio de les infeccions”.

En conjunt, aquests resultats van demostrar que les cél-lules infectades amb els diferents vectors
lentivirals havien introduit els gens d'interés al seu genoma i que aquests es transcrivien

correctament.

Analisis citogenétiques

Sovint les céllules cultivades in vitro acumulen anomalies cromosomiques al llarg del cultiu
degudes a I'elevat nombre de divisions que realitzen. Tenint en compte que les cellules infectades
amb Ttag poden presentar reorganitzacions degudes a la inactivacié de p53 i pRb, es van obtenir
extensions metafasiques dels diferents cultius que es van hibridar amb sondes telomeriques i

centromeriques per valorar la presencia d'alteracions estructurals i numeériques (Figura 48).
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. Metafase exemplificativa d'un cultiu de BPECs. A. Captura del patrd de bandes DAPI . B. Captura de
la corresponent hibridacié amb sondes telomeriques (vermell) i centromeriques (verd).

L'analisi de les alteracions estructurals i numeriques presents als diferents cultius de BPECs va

revelar un augment progressiu de les alteracions a mesura que augmentava el temps en cultiu

i s'anaven transduint les cél-lules amb les construccions Ttag, hTERT i HRAS ( ).
No infectat
- : Ttag + hTERT Ttag + hTERT + HRAS
Pre-estasi Post-estasi
4% ! 8% 3%

1 12% A a —
= 17%
5 30%
8 0
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8% _|
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00 Ve
-
~ 14%
E 0,
S 27% 26%
c
o 83%
(a)
1% J
PD 8,5 PD 34 PD 35 PD 118
Cariotip normal Fusions Aneuploidies Tetraploidies

. (Figura a la pagina anterior) Recull de les analisis citogenétiques realitzades a les dues donants.
S'hi representa el percentatge de cariotips normals i amb alteracions a diferents moments del cultiu de les
cellules no transduides, transduides amb Ttag i hTERT i transduides amb Ttag, hTERT i HRAS provinents de
les dues donants.
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Recompte de cel-lules amb caracteristiques mioepitelials i luminals

Als cultius primaris derivats de teixit mamari hi conviuen cél-lules de diversos Ilinatges cel-lulars
presents a la glandula mamaria, entre ells s'hi troben les cél-lules epitelials mamaries luminals i
les mioepitelials. Per tal de identificar la proporcié de cellules amb caracteristiques d'un i altre
llinatge, es van detectar per immunofluorescencia els marcadors claudina 4 i citoqueratina 14,

especifics de céllules luminals i mioepitelials respectivament (Figura 50).

Citoqueratina 14 Claudina 4 Merge

--

Figura 50. Imatges representativa de les immunofluorescencies de citoqueratina 14 (vermell) i claudina 4
(verd) en cellules BPECs (barra d'escala 20 um). A. Ceél-lules positives per citoqueratina 14 o per claudina 4. B.
Cellules que presenten marcatge tant per citoqueratina 14 com per claudina 4.

Les céllules valorades es van classificar en tres categories en funcid dels marcadors que
presentaven: cel-lules citoqueratina 14 positives, cellules claudina 4 positives i cellules positives
pels dos marcadors (Figura 51). No es van observar diferencies en el percentatge de cel-lules
d'un i altre llinatge ni entre els diferents cultius infectats ni entre les dues donants analitzades. Al
voltant d'un 50% de les cellules eren positives per citoqueratina 14, mentre que un 20% de les
ceél-lules expressaven claudina 4. Tot i que la majoria de cel-lules presentaven un o altre marcatge,
hi havia un 20% de cel-lules amb marcatge pels dos llinatges (Figura 51). En tots els recomptes el
nombre de céllules sense marcatge va ser inferior al 5% de les cel-lules analitzades. En conjunt
aquests resultats indiguen que la proporcié de cél-lules amb caracteristiques luminals i cel-lules

amb caracterfstiques mioepitelials es manté constant.
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no infectat 20% 17%

Donant 1 Ttag+hTERT 16% 13%
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Figura 51. Analisi de marcadors especifics de cellules luminals i mioepitelials. Percentatge de cél-lules positives
pels marcadors especifics de cellules mioepitelials (citoqueratina 14, en vermell), cellules luminals (claudina 4,
en verd) i cellules amb doble marcatge (groc) en els diferents cultius. Es van valorar 500 céllules per
cadascuna de les mostres analitzades.

Analisi d’‘apoptosi i senescencia

Donat que l'interés d’'aquesta tesi és veure |'efecte de la radiacio en el procés de transformacio
tumoral es van estudiar els canvis en els nivells d'apoptosi i senescéncia com a producte de
I'exposicid a radiacié ionitzant. Es van triar aquests processos perque se sap que les cellules
irradiades que no poden reparar el dany, moren per apoptosi o entren en senescencia (Campisi i
d'Adda di Fagagna, 2007). Per fer-ho, es van irradiar cel-lules pre-estasi i post-estasi a 5 Gy de
rajos y i es va quantificar el nombre de cél-lules TUNEL positives, indicador de cél-lules en procés

d'apoptosi avangada, i I'activitat de I'enzim 3-galactosidasa, actiu en les cel-lules senescents.

Es va observar que els nivells basals d'apoptosi es trobaven al voltant de I'1% i que no
augmentaven significativament ni 24h ni 48h després de la irradiacio (Figura 52A). Pel que fa a
I'activitat de la B-galactosidasa, el cultiu de BPEC presentava entre un 20% i un 30% de cel-lules
senescents abans de la irradiacié mentre que les cél-lules irradiades a 5 Gy van presentar entre
un 45% i un 60% de céllules senescents 3 dies post-irradiacio, incrementant significativament el

nombre de cel-lules senescents respecte el cultiu no irradiat (Figura 52B).
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Figura 52. Efecte de la radiacié en els nivells d'apoptosi i senescéncia en cel-lules pre-estasi i post-estasi.
A.Nivells d'apoptosi 0, 1 i 2 dies després de la irradiacid. B. Percentatge de cellules amb activitat
B-galactosidasa 0 i 3 dies post-irradiacié. Test exacte de Fisher (p<0,001). Diferents lletres indiquen
diferéncies significatives entre els grups; ns: no diferencies estadisticament significatives.

Aquestes resultats indiquen que, davant un dany massiu induit per radiacié ionitzant, les cel-lules
obtingudes a partir del teixit mamari sa entren en un estat de senescéencia enlloc d'activar el

procés de mort cel-lular programada, tant si han superat o no l'estasi.

86



Contribucié de la radiacié ionitzant en el procés de transformacié cellular

Test de creixement independent d’'ancoratge

Les cél-lules epitelials mamaries, com la major part dels tipus cellulars presents en l'organisme,
regulen el seu creixement en funcié del contacte amb les cellules veines i amb la lamina basal,
entre altres factors. Precisament una de les caracteristiques que defineixen les cél-lules tumorals
és la desregulacio del seu creixement, fet que les permet sobreviure i inclUs proliferar en

condicions extremes com l'abséncia de substrat.

Per tal d'estudiar la capacitat de les BPECs de créixer en abséncia d'un substrat sobre el qué
adherir-se, hem utilitzat el test de creixement independent d'ancoratge. Aquesta técnica
consisteix a cultivar les cel-lules en agar tou, fet que les manté aillades, immobilitzades i en
suspensié evitant la formacié d'agrupacions (Figura 53). Unicament aquelles cel-lules capaces de
proliferar en aquestes condicions formen colonies que es poden observar tres setmanes després

de ser sembrades.

Agar 0,3%

Agar 0,6%

Figura 53. Esquema on es mostra el disseny del cultiu de céllules en independéncia d'ancoratge.

Creixement en agar del model cel-lular d'experimentacio

S'ha demostrat que l'alteracié dels nivells d'expressiod de Ttag, hTERT i HRAS en HMECs (Human
Mammary Epithelial Cells) comporta un augment en el nombre de coldnies crescudes en agar
tou respecte les cel-lules control (Elenbaas et al., 2001). Per tal de comprovar que la transduccid
amb aquests tres elements genics també comporta la transformacié de les BPECs, es va valorar la
seva capacitat de créixer amb independéncia d'ancoratge abans de transduir les céllules i

després de transduir-les amb Ttag i hTERT o Ttag, hTERT i HRAS.
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Per fer-ho, es van sembrar en agar tou 25.000 cel-lules provinents dels cultius no transduit,
transduit amb Ttag+hTERT i transduit amb Ttag+hTERT+HRAS. Transcorreguts els 21 dies, es va
afegir MTT al cultiu durant 24 hores per tal de detectar les colonies formades per céllules vives.
L'endema es van observar les colonies que havien metabolitzat I'MTT formant cristalls de color
negre. Visualitzant les plaques de cultiu a ull nu ja es van poder observar diferencies evidents en

la formacié de colonies MTT positives entre els cultius analitzats (Figura 54).

Control Ttag + hTERT Ttag + hTERT + HRAS

Figura 54. Colonies formades en agar per les cellules no transduides (1), transduides amb Ttag+hTERT (Il) i
transduides amb Ttag+hTERT+HRAS (Ill) després de 21 dies en cultiu. A simple vista es poden observar
algunes de les colonies MTT positives.

Es va quantificar el nombre i la mida de coldonies mitjangant la captura d'imatges amb un
microscopi invertit i I'analisi d'aquestes amb el software lliure Fiji (Figura 55), sequint el protocol

descrit a I'apartat de Material i métodes titulat “Identificacid, recompte i mesura de colonies”.

Figura 55. Procés d‘analisi de les imatges obtingudes de les colonies MTT positives. (1) Imatge
representativa de colonies MTT positives capturades amb un microscopi invertit. (Il) Imatge binaritzada a
partir d'un nivell d'intensitat establert manualment per tal d’eliminar la informacié referent a colonies MTT
negatives. (lll) Identificacié automatitzada de les colonies i mesura de I'area de cadascuna d'elles de forma
individualitzada (barra d’escala: 200 um).
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Gracies a I'analisi semi-automatitzada de les imatges es va obtenir informacié de cadascuna de
les colonies MTT positives. A partir dels valors d'area obtinguts, es va calcular el diametre mitja
que presentaven. Per tal de descartar les cél-lules aillades que haguessin pogut sobreviure en
suspensié pero no haguessin proliferat, es van tenir en compte Unicament aquelles colonies
amb un diametre igual o superior a 65 um. D'acord amb la formula descrita a l'apartat de
Material i métodes titulat “Identificacié, recompte i mesura de coldnies” on es té en compte
I'eficiencia d'empaquetament, aquest diametre correspon a colonies de com a minim 8 cél-lules.
Els valors obtinguts en dos experiments es van sumar després de descartar les diferencies entre

repliques (Figura 56).
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Figura 56. Diagrama de punts de densitat simetrica on s'hi representen les colonies formades en agar tou
pels cultius control, Ttag+hTERT i Ttag+hTERT+HRAS de la donant 1 i la donant 2. Cada punt representa una
colonia disposada en I'eix Y en funcié de la seva mida. La linia vermella indica la mediana de cada grup.
Diferents lletres indiquen diferéncies significatives entre mostres de la mateixa donant (N:nombre de
colonies, test exacte de Fisher, p<0,05; Mediana, test de Kruskal-Wallis amb correccid per multiples
comparacions, p<0.05).

Tal com s'esperava, es va observar una capacitat de créixer amb independéncia d'ancoratge
molt baixa de les céllules no transduides provinents tant de la donant1 (d1) com la
donant 2 (d2). Poques cél-lules van ser capaces de sobreviure en suspensiod (d1: 15 colonies;
d2: 3 colonies), i les que ho van fer van formar colonies petites (~70 um). Pel que fa als resultats
obtinguts en cellules transduides amb Ttag i hTERT provinents tant de la donant 1 com la
donant 2, es va veure un increment en el nombre de les colonies formades respecte les no

transduides (d1: 175 colonies; d2: 278 colonies) i un augment en la mida d'aquestes colonies
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(d11id2:~82 um). Per ultim, les cél-lules infectades amb Ttag, hTERT i HRAS van formar colonies
en agar tou encara més grans que les cel-lules infectades només amb Ttag i hTERT (d1: 97 um;
d2: 114 um). Aquest augment en la mida es va acompanyar d'un increment en el nombre de
colonies formades en el cas de les céllules provinents de la donant 1 (369 colonies vs
175 colonies) pero, en el cas de les cellules provinents de la donant 2, no es van observar

diferéncies significatives en el nombre de colonies (243 colonies vs 278 colonies).

En resum, la capacitat de créixer amb independéncia d'ancoratge de les BPEC es veu
incrementada a mesura que augmenta el nombre d'alteracions géniques introduides. Entenent
el test de creixement independent d'ancoratge com una eina per valorar una de les
caracteristiques de les cel-lules tumorals, es pot concloure que l'alteracié de Ttag, hTERT i HRAS
en BPECs condueix a la seva transformacio. Tanmateix, l'alteracié de Ttag i hTERT, tot i conferir un
increment de la mida i del nombre de colonies formades respecte les cél-lules no transduides, no
comporta un augment en el creixement independent d'ancoratge tan elevat com en el cas de
les céllules amb els tres elements genetics alterats. Per tant, l'alteracié de TtagihTERT va

comportar graus intermedis de capacitat de creixement amb independéncia d'ancoratge.

Creixement en agar de les céllules irradiades

La radiaci¢ ionitzant és un agent causant de dany al DNA que pot donar lloc a alteracions
genetiques inductores de la transformacié oncogenica. Per poder determinar si la radiacié pot
conduir a la transformacié de les BPECs, es van irradiar cél-lules no transduides de les donants 1 i
2.amb 112 Gy de raigs y per posteriorment valorar la seva capacitat de créixer en independéncia
d'ancoratge. Parallelament també es va analitzar la capacitat de créixer en suspensio de les
BPECs parcialment transformades (transduides amb Ttag i hTERT) després d'irradiar-les per tal de
veure si el dany radioinduit altera el creixement en suspensié de céllules en procés de

transformacié de manera diferent a les BPECs no transduides.

Degut a que els efectes carcinogénics derivats de I'exposicid a radiacié ionitzant requereixen
temps per manifestar-se (Calaf i Hei, 2000; Vogelstein et al., 2013), es va decidir estudiar la
capacitat dels diferents cultius irradiats de créixer en suspensié passades 4 i 8 setmanes després
de la irradiacié. Per descartar la transformacio espontania adquirida durant el cultiu, el test de

creixement independent d‘ancoratge també es va aplicar a cultius homolegs no irradiats i
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mantinguts el mateix temps en cultiu. A més a més, al llarg de les 8 setmanes post-irradiacio es
va analitzar la taxa de proliferacié dels cultius irradiats a 1 Gy i 2 Gy, aixi com del seu control no
irradiat, per tal de comprovar que durant aquest periode en cultiu no hi va haver cap aturada en

el creixement de les cellules que pogués influir en la formacié de colonies en agar tou.

Cél-lules no transduides

Pel que fa a les céllules no transduides derivades de la donant 1 es va observar una lleugera
disminucié inicial en la taxa de proliferacié dels cultius irradiats respecte el cultiu no irradiat
(Figura 57). Tot i aquest petit desfas inicial, durant les seglents setmanes tant les cel-lules

irradiades com les no irradiades van presentar la mateixa taxa proliferativa.
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Figura 57. Creixement de les cellules derivades de la donant 1 al llarg de les 8 setmanes posteriors a la
irradiacié. La linia puntejada indica el moment en qué es van irradiar els cultius amb 1 Gy o 2 Gy de radiacié y.
A l'eix X s'indica el moment en qué es va realitzar el test de creixement independent d'ancoratge.

L'analisi de les colonies formades en agar no va revelar cap canvi significatiu ni en el nombre ni
en la mida de les colonies de les cellules irradiades a a 1 i 2 Gy mantingudes en cultiu durant 4
setmanes, respecte la mida de les colonies formades per les cél-lules no irradiades (Figura 58A).
En canvi, a les 8 setmanes post-irradiacié es va observar un augment en la capacitat de créixer en
suspensié de les cellules exposades a 2 Gy respecte les no irradiades evidenciat per la formacié
de més colonies i de major diametre (Figura 58B). El fet que les cellules irradiades a 1 Gy no
presentessin diferéncies respecte les cellules no irradiades a les 8 setmanes post-irradiacio
podria ser degut a que el dany induit amb aquesta dosi fos assumible per les BPECs, que serien
capaces de reparar el dany generat per 1 Gy de radiaci¢ ionitzant sense modificar la capacitat de
créixer independentment d'ancoratge. En canvi, les cél-lules irradiades a 2 Gy no podrien reparar

correctament el dany generat, fet que comprometria la integritat genomica i comportaria canvis,
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com a minim en la capacitat d'aquestes cel-lules de créixer amb independéncia d'ancoratge en

el termini de només 8 setmanes.
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Figura 58. Colonies formades en agar per les cel-lules derivades de la donant 1 irradiades a 1 Gy i 2 Gy de
radiacio y juntament amb el control no irradiat al cap de 4 (A) i 8 setmanes post-irradiacio (B). La linia
vermella indica la mediana de cada grup. A la part inferior del grafic s'indica el nombre de colonies amb un
diametre superior a 65 um i la mediana de la mida d'aquestes. Diferents lletres indiquen diferéncies
significatives entre les mostres del mateix temps post-irradiacié (N : nombre de colonies, test exacte de
Fisher, p<0,05; Mediana, test de Kruskal-Wallis amb correccié per multiples comparacions, p<0.05).

En el cas de les céllules provinents de la donant 2, la cinética de creixement durant les 4

primeres setmanes es va mantenir practicament identica tant pels cultius irradiats amb 112 Gy i

el cultiu no irradiat. Durant les Ultimes setmanes es va observar una disminucié de la taxa de

proliferacié de les cel-lules irradiades a 1 Gy (Figura 59).
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Figura 59. Creixement de les cellules derivades de la donant 2 al llarg de les 8 setmanes posteriors a la
irradiacié. La linia puntejada indica el moment en qué es van irradiar els cultius amb 1 Gy o 2 Gy de radiacié y.
A l'eix X s'indica el moment en qué es va realitzar el test de creixement independent d'ancoratge.

Els resultats obtinguts amb el test de creixement independent d'ancoratge, tot i les petites
diferéncies en el nombre de colonies formades, indiquen que I'exposicié a 1 0 2 Gy de radiacid y
no provoca canvis de la mida de les colonies formades en agar tou ni 4 (Figura 60A) ni 8

setmanes post-irradiacié (Figura 60B).
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Figura 60. Colonies formades en agar per les cellules derivades de la donant 2 irradiades a 1 2 Gy de rajos
y juntament amb el control no irradiat al cap de 4 (A) i 8 setmanes post-irradiacié (B). La linia vermella indica
la mediana de cada grup. A la part inferior del grafic s'indica el nombre de colonies amb un diametre
superior a 65 pm i la mediana de la mida d'aquestes. Diferents lletres indiquen diferéncies significatives
entre les mostres del mateix temps post-irradiacié (N: nombre de colonies, test exacte de Fisher, p<0,05;
Mediana, test de Kruskal-Wallis amb correccié per multiples comparacions, p<0.05).

El fet de no observar cap efecte de I'exposicid a 112 Gy sobre el creixement amb independéncia
d'ancoratge podria ser degut a que la dosi fos excessiva per a les cél-lules d'aquesta donant i no
haguessin pogut reparar el danyat radioinduit; o bé que la dosi a la que es van exposar les
cellules fos insuficient per generar reorganitzacions capaces de modificar la capacitat de créixer
independentment d’ancoratge. Donat que linterés de l'estudi era veure el nivell minim de
radiacio en que les céllules assolien caracteristiques tumorals, es va decidir irradiar a dosis
inferiors a 1 Gy per distingir entre les dues possibilitats. Concretament, es van exposar les
ceéllules provinents de la donant 2 a 0,25 Gy i 0,5 Gy i es va testar la capacitat de créixer amb

independéncia d’ancoratge 4 i 8 setmanes post-irradiacio.
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Els resultats obtinguts mostren que cap de les dues dosis (0,25 Gy i 0,5 Gy) va ser suficient per
provocar un canvi en el nombre o la mida de les colonies formades respecte les cél-lules no
irradiades ni a 4 (Figura 61A) ni a 8 setmanes post-irradiacié (Figura 61B). Aquests resultats
suggereixen que les cel-lules provinents de la donant 2 sén més resistents a la radiacié ionitzant
en comparacio a les de la donant 1 ja que molt probablement requereixin dosis més elevades

(>2 Gy) per manifestar efectes de la radiaci¢ en termes de creixement independent d'ancoratge.

4 setmanes 8 setmanes
A 400y post-irradiacio B 400 post-irradiacio
300 3004
IS €
2 =2
o) o
g 200 % 200
€ IS
‘© ‘©
a o
1001 . 100 ——ge—
[ [ )
L 2occogvecet — O o —_— .
0 : : : 0 . . .
Dosi (Gy) 0 0,25 0,5 Dosi (Gy) 0 0,25 0,5
N 22 122 3a N 22 12 48
Mediana 872 682 682 Mediana 962 652 762

Figura 61. Colonies formades en agar per les cellules derivades de la donant 2 irradiades a 0,25 Gy i 0,5 Gy
de radiacié y juntament amb el control no irradiat al cap de 4 (A) i 8 setmanes post-irradiacié (B). La linia
vermella indica la mediana de cada grup. A la part inferior del grafic s'indica el nombre de coldnies amb un
diametre superior a 65 um i la mediana de la mida d'aquestes. Diferents lletres indiquen diferéncies
significatives entre les mostres del mateix temps post-irradiacié (N: nombre de colonies, test exacte de
Fisher, p<0,05; Mediana, test de Kruskal-Wallis amb correccié per multiples comparacions, p<0.05).

En resum, tenint en compte els resultats obtinguts en les dues donants, podem concloure que
les BPECS requereixen dosis de com a minim 2 Gy i 8 setmanes en cultiu post-irradiacié per

manifestar canvis en la capacitat de créixer en suspensioé.

Cél-lules transduides amb Ttag i hTERT

Pel que fa a les céllules transduides amb Ttag i hTERT, en el cas de la donant 1, les corbes de

creixement no van mostrar cap diferéncia entre els cultius irradiats i el no irradiat (Figura 62).
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Figura 62. Creixement de les cellules derivades de la donant 1 transduides amb Ttag i hTERT al llarg de les 8
setmanes posteriors a la irradiacio. La linia puntejada indica el moment en que es van irradiar els cultius
amb 1 Gy o 2 Gy de radiacio y. A 'eix X s'indica el moment en que es va realitzar el test de creixement
independent d'ancoratge.

L'analisi de les colonies formades en agar tou va demostrar que, tot i la lleugera variacio en el
nombre de les colonies formades, no hi havia diferéncies en la mida de les coldonies formades
4 setmanes post-irradiacio (Figura 63A). En canvi, 8 setmanes després d'haver-les exposat a 1 Gy
de raigs y, es va veure un augment de la mida i el nombre de les colonies respecte a les colonies

formades per les cel-lules transduides amb Ttag i hTERT no irradiades (Figura 63B).
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Figura 63. Colonies formades en agar per les cel-lules derivades de la donant 1 transduides amb Ttag i
hTERT i irradiades a 1 Gy i 2 Gy de radiaci¢ y juntament amb el control no irradiat al cap de 4 (A) i 8
setmanes post-irradiacié (B). La linia vermella indica la mediana de cada grup. A la part inferior del grafic
s'indica el nombre de coldnies amb un diametre superior a 65 um i la mediana de la mida d'aquestes.
Diferents lletres indiquen diferencies significatives entre les mostres del mateix temps post-irradiacié
(N: nombre de colonies, test exacte de Fisher, p<0,05; Mediana, test de Kruskal-Wallis amb correccid per
multiples comparacions, p<0.05).
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El fet que a les 8 setmanes post-irradiacié no s'observessin canvis entre les colonies formades per
cellules irradiades a 2 Gy i les formades per céel-lules no irradiades podria ser degut a que el dany
radioinduit fos massa elevat per unes céllules amb p53 i pRb inactives. La manca d'aquestes
dues proteines impediria el correcte funcionament dels punts de control del cicle cel-lular, fet
gue comportaria una acumulacié del dany no reparat impedint el correcte funcionament de la
céllula. Per tant, dins el mateix cultiu, les cellules que haurien rebut menys dany I'haurien

reparat correctament pero les que n’haurien acumulat més haurien mort després de la irradiacio.

Es important destacar que, mentre que les cél-lules no transduides provinents de la donant 1 van
requerir 2 Gy per augmentar significativament el nombre i la mida de les colonies formades en
agar, les cellules de la mateixa donant transduides amb Ttag i hTERT només van necessitar la
meitat de la dosi (1 Gy) per mostrar un augment respecte el no irradiat. Aquest fet suggereix un
increment en la susceptibilitat de les cellules transduides amb Ttag i hTERT davant la radiacié
que les faria més propenses a adquirir caracteristiques de cel-lules tumorals. Per tal de valorar
I'abast d'aquesta susceptibilitat es va irradiar les cél-lules transduides amb Ttag i hTERT provinents
de la donant 1 amb dosis inferiors a 1 Gy. Concretament, es van irradiar les cél-lules provinents
de la donant 2 transduides amb Ttag i hTERT amb 0,25 Gy i 0,5 Gy i es va testar la capacitat de

créixer amb independencia d'ancoratge 4 i 8 setmanes post-irradiacio.

Sorprenentment a les 4 setmanes després de I'exposicié a radiacié es va observar un augment
en el nombre i la mida de les colonies formades a partir de cél-lules transduides amb Ttag i hTERT
i iradiades a 0,25 i 0,5 Gy (Figura 64A). Pel que fa als resultats de les 8 setmanes post-irradiacio,
en comparacioé als resultats obtinguts en cultius similars, es va observar una disminucié global de
la mida de les colonies en tots els grups analitzats, inclos el control no irradiat. Aquesta variacié
podria ser deguda a canvis incontrolables de la densitat o de la temperatura de l'agar que
afectessin la formacié de les coldnies. Per aquest motiu no es va aplicar el limit de 65 um de
diametre per dur a terme l'analisi dels resultats. Tot i la disminucié global de la mida de les
colonies, es va poder observar que les cél-lules irradiades amb 0,5 Gy van formar més colonies i
de major diametre en comparacié a les formades per les cellules irradiades a 0,25 Gy i les no
irradiades (Figura 64B). Aixo posa de manifest la importancia d'incorporar el control no irradiat
en el mateix experiment per poder identificar variacions que afecten a tots els cultius i poder
distingir aquelles diferencies en el creixement independent d'ancoratge degudes a la exposicio a

radiacié ionitzant.

96



Contribucié de la radiacié ionitzant en el procés de transformacié cellular

A 5001 4 setmanes B 200 8 setmanes
post-irradiacio post-irradiacio
400 .
150
E E ¢
= 3004 o, = .
LJ
o . o .
= ‘oo £ 100 .e
o
% 200 oo .é
a ° 00g00® 5
% [N 000
: oo:;’.:oo —— 50 :"00. '
S %eqq0°® 0e® )
otpaeot ™ STT ST Meeberest®
0 T T T 0 T T T
Dosi (Gy) 0 0,25 0,5 Dosi (Gy) 0 0,25 05
N 352 79° 233¢ N 267 112 98°
Mediana 752 81P 93¢ Mediana 232 222 61°

Figura 64. Colonies formades en agar per les cellules derivades de la donant 1 transduides amb Ttag i
hTERT i irradiades a 0,25 Gy i 0,5 Gy de radiacié y juntament amb el control no irradiat al cap de 4 (A) i 8
setmanes post-irradiacié (B). La linia vermella indica la mediana de cada grup. A la part inferior del grafic
s'indica el nombre de colonies amb un diametre superior a 65 um i la mediana de la mida d'aquestes.
Diferents lletres indiquen diferencies significatives entre les mostres del mateix temps post-irradiacié
(N: nombre de colonies, test exacte de Fisher, p<0,05; Mediana, test de Kruskal-Wallis amb correccié per
multiples comparacions, p<0.05).

Pel que fa a les cellules de la donant 2 transduides amb Ttag i hTERT, tot i el lleuger retard en el
creixement durant les primeres setmanes d'acord amb la dosi de radiacié rebuda, van presentar

una cinética de creixement molt similar tant en els cultius irradiats com en el cultiu no irradiat.
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Figura 65. Creixement de les cél-lules derivades de la donant 2 transduides amb Ttag i hTERT al llarg de les 8
setmanes posteriors a la irradiacio. La linia puntejada indica el moment en qué es van irradiar els cultius
amb 1 Gy o 2 Gy de radiacio y. A I'eix X s'indica el moment en que es va realitzar el test de creixement
independent d'ancoratge.
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El test de creixement independent d'ancoratge va mostrar, un augment en el nombre i la mida
de les colonies formades a partir de les cel-lules irradiades a 2 Gy respecte les no irradiades a les 4
setmanes post-irradiacié. (Figura 66A). A les 8 setmanes post-irradiacié, com en el cas de la
donant 1, les colonies formades van ser en general més petites respecte les obtingudes en
cultius similars. Per aquest motiu, per les cellules transduides amb Ttag i hTERT de la donant 2
tampoc es va aplicar el llindar de 65 um de diametre i es van analitzar la totalitat de les colonies
formades. Tenint en compte aquesta premissa, els resultats van mostrar un augment significatiu
del diametre mitja de les colonies formades a partir de céllules irradiades a 2Gy respecte les
colonies provinents de cellules no irradiades tot i que no es va correspondre amb un increment

del nombre de coldnies formades (Figura 66B)
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Figura 66. Colonies formades en agar per les cellules derivades de la donant 2 transduides amb Ttag i
hTERT i irradiades a 1 Gy i 2 Gy de radiaci¢ y juntament amb el control no irradiat al cap de 4 (A) i 8
setmanes post-irradiacié (B). La linia vermella indica la mediana de cada grup. A la part inferior del grafic
s'indica el nombre de colonies amb un diametre superior a 65 um i la mediana de la mida d'aquestes.
Diferents lletres indiquen diferencies significatives entre les mostres del mateix temps post-irradiacié
(N: nombre de colonies, test exacte de Fisher, p<0,05; Mediana, test de Kruskal-Wallis amb correccié per
multiples comparacions, p<0.05).

Aixi doncs, en el cas de les cél-lules derivades de la donant 2 transduides amb Ttag i hTERT, una
dosi de 2 Gy i un temps de 4 setmanes post-irradiacio van ser suficients per produir un augment
en la capacitat de créixer amb independéncia d'ancoratge en comparacié a les cellules no
irradiades. Aix0 indica un augment de la susceptibilitat a la radiacié ionitzant a causa de la
transduccié amb Ttag i hTERT, ja que les mateixes cél-lules sense transduir no van mostrar indicis

de transformacié ni tant sols 8 setmanes després d'irradiar-les a 2 Gy.
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Tot i les diferencies entre les dues donants, es manté una tendencia a adquirir la capacitat de
créixer en suspensié amb menor dosi de radiacié quan les cellules es troben parcialment

transformades.

Creixement independent d’ancoratge de cél-lules no transduides vs transduides amb Ttag i hTERT

Tenint en compte els resultats de les dues donants, es pot concloure que la radiacié ionitzant és
capa¢ de causar un increment en la capacitat de créixer en suspensié de les cellules epitelials
mamaries humanes. Daltra banda, aquelles cél-lules parcialment transformades (transduides
amb Ttag i hTERT) requereixen menors dosis de radiacid per incrementar la seva capacitat de

créixer amb independéncia d'ancoratge.

Concretament, les cél-lules derivades de la donant 1 requereixen dosis de 2 Gy per mostrar
canvis en la seva capacitat de créixer amb independéncia d’ancoratge en comparacié amb les
céllules no irradiades, mentre que quan estan transduides amb Ttag i hTERT n’hi ha prou
irradiant-les amb 0,5 Gy (Figura 67).
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Figura 67. Recull dels resultats obtinguts en el test de creixement independent d'ancoratge en les cél-lules
no transduides i transduides amb Ttag i hTERT provinents de la donant 1. Es representa la mediana del
diametre de cada cultiu dividit pel valor del seu control no irradiat. Els asteriscs (*) indiquen els cultius que
presenten diferencies significatives en la mida de les colonies formades respecte el seu control no irradiat.

En referéncia a les céllules no transduides derivades de la donant 2, probablement requereixin
dosis més elevades de radiacié (>2 Gy) per manifestar algun efecte en el creixement independent

d'ancoratge, mentre que les céllules transduides amb Ttag i hTERT mostren un augment en la

capacitat de créixer en suspensié quan s'irradien amb 2 Gy (Figura 68).
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no transduides Ttag + hTERT
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Figura 68. Recull dels resultats obtinguts en el test de creixement independent d'ancoratge en les cél-lules
no transduides i transduides amb Ttag i hTERT provinents de la donant 2. Els asteriscs (¥) indiquen els cultius

que presenten diferencies significatives en la mida de les colonies formades respecte el seu control no
irradiat.

Les diferencies observades a nivell interindividual indiquen que hi ha certa heterogeneitat en la
resposta davant la radiacié ionitzant. Tot i els diferents graus de sensibilitat basal, els resultats
obtinguts per les dues donants segueixen la mateixa tendéncia: requerir menys dosi de radiacié

per adquirir la capacitat de créixer en suspensié quan sén transduides amb Ttag i hTERT.
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Cultiu tridimensional en Matrigel

El cultiu convencional de céllules adherides sobre superficies és un métode comode i assequible
per mantenir i expandir multitud de tipus cellulars. Tot i aixi, el creixement cellular en monocapa
difereix molt de les condicions en que es troben les cellules quan formen part d'un organisme.
El cultiu en Matrigel permet a les cellules adoptar una disposicié tridimensional gracies a la matriu
extracel-lular rica en laminina i collagen que les manté en unes condicions de cultiu més properes

a les fisiologiques (Barcellos-Hoff et al., 1989; Petersen et al., 1992; Weigelt i Bissell, 2008).

Per tal d'estudiar la capacitat de les BPECs de formar estructures organitzades en cultius
tridimensionals, les cél-lules es van sembrar sobre una capa de Matrigel envoltades de medi de

cultiu suplementat amb un 4% de Matrigel (Figura 53).

Matrigel 4%

° ° e e ® ° ° ° ° .

Matrigel 100%
Figura 69. Esquema on es mostra el disseny del cultiu tridimensional de cél-lules en Matrigel.

Formacié dels acini

Les cellules epitelials mamaries mantingudes en cultius tridimensionals en Matrigel s'organitzen
formant estructures esfériques anomenades acini, donada la gran similitud amb les estructures

amb el mateix nom presents a la glandula mamaria.

Es va estudiar la formacié dels acini durant les primeres hores en cultiu per tal d'obtenir
informacié sobre com es donava aquest procés inicial. El dia després d'haver sembrat les cél-lules
en Matrigel es va observar I'aparicié d’agrupacions de cel-lules formant estructures similars als acini.
Per tal de distingir si les estructures s'havien format a partir de la divisié d'una Unica céllula o per
agrupacio de cellules veines es va estudiar el procés de formacié dels acini amb detall realitzant

captures del cultiu cada 10 minuts (time-lapse) durant les 15 primeres hores de cultiu (Figura 70).
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Figura 70. Imatges representatives de les set primeres hores del time-lapse després de sembrar BPECs en
cultiu tridimensional en Matrigel (barra d'escala 100 um).

El sequiment continuat amb time-lapse va mostrar que les BPECs en Matrigel es mouen
lliurement agrupant-se amb les cél-lules veines per organitzar estructures similars als acini durant
les 6-7 primeres hores en cultiu. Transcorregut aquest temps la principal agregacié de cellules
per formar acini es va aturar i la mida dels acini va comencar a augmentar gracies a la proliferacid

de les céllules que els formen.

Un cop determinat l'origen de les estructures formades en Matrigel, es va controlar el seu
creixement al llarg dels dies posteriors. Per fer-ho es va mesurar el diametre dels acini al cap de 1,

7114 dies d'haver sembrat les cel-lules en Matrigel.

La mida dels acini formats 24 hores després d’haver sembrat les céllules presentava certa
variabilitat entre els acini d'un mateix cultiu (Figura 70). També es van observar diferéncies en la
mida de les estructures formades per diferents cultius. Tanmateix, aquestes diferéncies no es van
veure relacionades amb les alteracions geniques o la dosi de radiacié rebuda indicant una
possible aleatorietat o causa desconeguda. Per aquest motiu, es va decidir que la valoracié del
creixement dels acini es faria estudiant I'increment respecte el dia 1 del diametre mitja dels acini

als diferents temps analitzats.

En resum, els acini formats per les BPECs es van originar a partir de I'agrupacié de cellules durant
les primeres hores en cultiu. Aquest procés d'agregacié va ser una font de variabilitat que va
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donar lloc a agrupacions acinars de diferent mida durant les primeres 24 hores i que va

determinar la mida dels acini dels posteriors dies en cultiu.

Creixement en cultiu tridimensional del model cel-lular d'experimentacio

S'ha descrit que les estructures formades en cultius tridimensionals en Matrigel poden variar en
funcié del perfil d'expressio génica (Kenny et al, 2007). Per tal de valorar les estructures
tridimensionals formades per les diferents mostres que conformen el model experimental de
transformacio, es van cultivar en Matrigel les cél-lules no transduides, les transduides amb Ttag i

hTERT i les transduides amb Ttag, hTERT i HRAS.

Amb la intencié de valorar el creixement dels acini independentment de les diferéncies que
s'observen en el procés d'agregacio¢ inicial, es va calcular I'increment en la mida dels acini al
llarg del temps (7 i 24 dies després de posar-les en cultiu en Matrigel) respecte la que tenien el

primer dia, quan ja s’havien format la major part d'agrupacions.

Els resultats no van mostrar cap relacié entre les variacions en el creixement dels acini en funcio
de si les céllules d'origen eren no transduides (N), doblement transduides amb Ttag i hTERT (D),
o triplement transduides amb Ttag, hTERT i HRAS (T). Mentre que per la donant 1 els acini amb un
major creixement van ser els formats per les cél-lules no transduides, en el cas de la donant 2 els
acini formats per les cel-lules transduides amb Ttag, hTERT i HRAS van ser els que van mostrar un

creixement més elevat (Figura 71).
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Figura 71. Increment del diametre dels acini formats per céllules provinents de la donant 1 i la donant 2 al
llarg del temps en cultiu. Cada punt representa la mitjana del diametre i I'error estandard per cada mostra i
temps. Diferents lletres indiquen diferencies estadisticament significatives entre el diametre dels acini a un
temps en cultiu determinat (7 o 14 dies) i per donant (ANOVA de dues vies amb correccié de Tukey per a
multiples comparacions; p<0,05).
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Transcorreguts 14 dies en cultiu es va contar el nombre d’acini formats per les diferents
mostres. Els resultats obtinguts van mostrar que les cellules provinents de la donant 1
transduides amb Ttag, hTERT i HRAS van formar el doble d'acini que els formats per les
transduides Unicament amb Ttag i hTERT o les no transduides. En el cas de la donant 2, van ser
les cellules no transduides les que van formar un major nombre d'acini. Les cel-lules transduides
tant amb Ttag i hTERT o Ttag, hTERT i HRAS van formar molts menys acini en comparacié amb els

formats per les cel-lules no transduides (Figura 72).
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Figura 72. Nombre d'acini formats per les cél-lules provinents de la donant 1 i la donant 2 no transduides (N),
transduides amb Ttag i hTERT (D) i transduides amb Ttag, hTERT i HRAS (T). Diferents lletres indiquen diferéncies
estadisticament significatives entre el nombre d'acini formats entre les cellules provinents de la mateixa donant.

En conjunt, els resultats obtinguts per les cellules que conformen el model cellular de
transformacié experimental suggereixen que no hi ha una tendeéncia clara entre la transduccioé

amb els elements Ttag, hTERT i HRAS i la mida o el nombre dels acini formats.

Creixement en cultiu tridimensional de les mostres irradiades

Tot i haver observat que el nombre d'acini o la mida d'aquests no es veuen afectats de forma
clara per la transduccié amb Ttag, hTERT i HRAS, es va valorar si I'exposicié a radiacié ionitzant
afectava el creixement dels cultius tridimensionals en Matrigel. Per fer-ho es van irradiar els
cultius de céllules no transduides i transduides amb Ttag i hTERT amb 0,5, 1 i 2 Gy de raigs

gamma i es van sembrar en cultius tridimensionals en Matrigel a les 8 setmanes post-irradiacio.
Els resultats obtinguts en referencia al creixement dels acini van indicar que, tot i algunes

diferencies entre les dues donants, els acini formats per les céellules no transduides creixen

menys després d'exposar-les a radiacio ionitzant (Figura 73A). Per contra, els acini formats per
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cellules transduides amb Ttag i hTERT irradiades tendeixen a créixer igual o més que les no

irradiades (Figura 73B).
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Figura 73. Increment del diametre dels acini formats al llarg del temps en cultiu per les cel-lules provinents
de la donant 1 i la donant 2. A.Increment de la mida dels acini formats per les cél-lules no transduides.
B. Increment de la mida dels acini formats per les cel-lules transduides amb Ttag i hTERT. Per cada mostra i
per cada temps, els punts representen la mitjana i les barres I'error estandard. Diferents lletres indiquen
diferéncies estadisticament significatives entre el diametre dels acini al mateix temps en cultiu (ANOVA de
dues vies amb correccié de Tukey per multiples comparacions; p<0,05).

Un cop transcorreguts 14 dies en cultiu, es va quantificar el nombre d’acini formats pels

diferents cultius tridimensionals a partir de cél-lules transduides i no transduides exposades a les

diferents dosis de radiacié. Els resultats van mostrar que, tot i manifestar-se en diferents

magnituds, en les dues donants I'exposicié a radiacié va provocar una disminucié en el nombre

dels acini formats per céellules no transduides respecte les cellules no irradiades (Figura 74A). En

el cas de les céllules transduides amb Ttag i hTERT, I'exposicié a radiacié ionitzant no va

comportar diferencies importants en el nombre d’acini formats quan es van exposara 0,50 1 Gy

de raigs gamma; en canvi, aquelles cel-lules irradiades amb 2 Gy van augmentar drasticament el

nombre d'acini formats (Figura 74B).
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Figura 74. Recompte del nombre d'acini formats 14 dies després de sembrar 10.000 cél-lules. A. Nombre
d'acini formats per les cél-lules no transduides. B. Nombre d'acini formats per les cél-lules transduides amb
Ttag i hTERT.

Tant el nombre d'acini formats com el seu creixement sén bons indicadors per estudiar els acini
formats en Matrigel perd sén parametres que podrien estar estretament relacionats I'un amb
I'altre. Donat que en tots els casos es va sembrar el mateix nombre de cél-lules, un augment en
I'agregacio inicial de les cellules donaria lloc a un augment de la mida dels acini i comportaria
una conseqlent disminucié en el nombre final d'acini; d'igual manera, una menor agregacid

inicial donaria lloc a nombrosos acini perd de mida reduida.

D'acord amb la formula descrita a 'apartat de Material i métodes titulat “Identificacio, recompte i
mesura de colonies” per I'estimacio del diametre que tindria una agrupacio de cel-lules a partir
de I'eficiéncia d'empaquetament i el diametre de les céllules que la formen, es va estimar el
diametre tedric que presentarien els acini en funcié del nombre de cél-lules que els conformen
(Figura 75). Per fer-ho es va tenir en compte que en tots els casos es van sembrar 100.000
céllules en Matrigel amb un diametre mitja de ~28 um per céllula. Es va considerar una

eficiencia de formacié d'acini del 80% amb una eficiéncia d'empaquetament del 100% degut a la
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gran plasticitat que presenten aquestes cellules i la llibertat de moviment previament

observada.
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Gracies a la representacio de la compensacio tedrica estimada entre aquests dos parametres es
va poder observar com la formacié de pocs acini de gran mida podia equivaldre a la formacié de
pocs acini de menor mida. El motiu pel qual es donaria un cas o l'altre seria un augment o
disminucio de l'agregaci6 inicial de les cellules. Donat que l'estimacié té en compte el nombre
de cel-lules inicial sense considerar la proliferacié al llarg dels 14 dies en cultiu, a mesura que les
cellules que conformen els acini proliferen i augmenten en nombre també augmenta la mida

dels acini situant-los per sobre del valor estimat.

Per tal de valorar si les diferencies en el nombre d'acini formats i el seu creixement responien a
una compensacid entre aquestes dues variables o a altres factors interns o externs, es van
representar conjuntament els valors de mida i de nombre dels acini formats. Aixd va permetre
ubicar graficament cada mostra en funcié dels valors que presentava i comparar la seva

disposicié amb la de les altres mostres (Figura 76).

A Donant 1 B Donant 2

(no transduides) (no transduides)

1

Figura 76. Relacié entre I'increment del diametre i el nombre d'acini formats després de 14 dies en cultius
tridimensionals en Matrigel per les cel-lules no transduides (N) provinents de les donants 1 2 en funcié de
la dosi de radiacié rebuda. El nimero que es mostra dins de cada cercle indica la dosi de radiacié ionitzant
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rebuda (0, 0,5, 112 Gy). S'indiquen també els valors obtinguts per les cellules transduides amb Ttag i hTERT
(D) no irradiades. La linia discontinua mostra la compensacié tedrica entre el nombre d'acini formats i
I'increment de la seva mida.

La representacio dels valors obtinguts per les cél-lules no transduides provinents de les dues
donants irradiades a diferents dosi va mostrar una clara disminucio tant en el creixement com
en el nombre d’acini formats en comparacié amb els formats per les cél-lules no irradiades., la
radiacié ionitzant va comportar que els acini formats per les céllules no transduides
presentessin certa similitud amb els acini formats per les cél-lules doblement transduides
(Figura 76). Concretament, en el cas de les cel-lules provinents de la donant 1, les cél-lules no
transduides van formar acini amb un creixement cada vegada menor a mesura que
augmentava la dosi de radiacio ionitzant rebuda, mentre que parallelament es va veure una
lleugera disminucié en el nombre d'acini formats (Figura 76A). Per altra banda, les cél-lules no
transduides provinents de la donant 2 van reduir drasticament el nombre d’acini formats quan
es van exposar a raigs gamma, també van presentar una disminucié en el creixement més o

menys acusada en funcié de la dosi rebuda (Figura 76B).

En conjunt, el patré observat tant en la donant 1 com en la donant 2 sembla indicar que, quan
son irradiades, les céllules no transduides tendeixen a formar acini similars als formats per les

cél-lules transduides amb Ttag i hTERT: menys nombrosos i amb un menor creixement.

La resposta a la radiacié de les cel-lules transduides amb Ttag i hTERT també coincideix en les
dues donants estudiades. En tots dos casos es va observar un augment en el creixement dels
acini formats per cellules irradiades amb 0,5 i 1 Gy, i una brusca disminucié del creixement
acompanyada d'un major nombre d'acini formats per les cel-lules irradiades a 2 Gy (Figura 77).
Les diferencies observades entre els acini formats per les cellules irradiades amb 1 Gy o 2 Gy
semblen respondre a una compensacioé entre l'increment del diametre i el nombre d'acini
formats, ja que tots dos valors coincideixen amb |'estimacié tedrica de relacidé entre aquests

dos parametres.

108



Contribucié de la radiaci¢ ionitzant en el procés de transformacio cel-lular

Donant 1 Donant 2
A (Ttag+hTERT) B (Ttag+hTERT)

diametre

Figura 77. Relacié entre I'increment del diametre i el nombre d'acini formats després de 14 dies en cultius
tridimensionals en Matrigel per les cel-lules provinents de les donants 1 2 transduides amb Ttag i hTERT (D)
en funcid de la dosi de radiacié rebuda. El nimero que es mostra dins de cada cercle indica la dosi rebuda.
S'indiquen també els valors obtinguts per les cellules transduides amb Ttag, hTERT i HRAS (T). La linia
discontinua mostra la compensacié tedrica entre el nombre d’acini formats i l'increment de la seva mida.

D'igual manera que les cellules no transduides irradiades van formar acini similars als de les
cellules transduides amb Ttag i hTERT, els acini formats per les cél-lules provinents de la donant 1
transduides amb Ttag i hTERT i irradiades a 2 Gy van assolir valors d'increment de diametre i
nombre d'acini formats similars als observats en les cellules transduides amb Ttag, hTERT i HRAS
(Figura 77A). En el cas de les cellules provinents de la donant 2 transduides amb Ttag i hTERT ja
van formar acini amb una gran similitud amb els formats per les cel-lules triplement transduides.
En aquest cas, tot i formar globalment menys acini i de major diametre, la resposta a la radiacio
va ser idéntica a la observada per les cel-lules provinents de la donant 1: formar acini més grans
quan s'exposaven a dosis de 0,5 Gy i 1 Gy i formar acini més petits perd nombrosos quan

s'exposaven a 2 Gy (Figura 77B).

En conjunt els resultats semblen indicar que la resposta a la radiacio en termes de formacio
d'acini és completament oposada entre les cellules no transduides i les parcialment
transformades amb Ttag i hTERT. Mentre que les no transduides disminueixen tant el nombre
d'acini formats com el seu creixement, els acini provinents de céllules transduides amb Ttag i

hTERT augmenten el seu creixement a mesura que incrementa la dosi de radiacio rebuda.
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Polaritat dels acini

Gracies a les caracteristiques del Matrigel, i tal com demostra el registre d'imatges en time-lapse
descrit a 'apartat titulat “Formacié dels acini”, les BPECs poden moure’s lliurement dins la matriu
extracellular fet que els hi permet organitzar-se amb les céllules veines. En aquest sentit, diversos
autors han estudiat la posicié que ocupen les cel-lules luminals i mioepitelials dins els acini. Segons
descriuen, els diferents tipus cellulars s'organitzen simulant la disposicid que s'observa a la

glandula mamaria (Petersen et al., 1992; Gudjonsson et al., 2002; Zubeldia-Plazaola et al., 2015).

A les estructures acinars presents a la mama, la disposicié de les céllules respon a una
localitzacio funcional: cél-lules luminals productores de llet es troben encarades a la llum del
tdbul i rodejades de céllules mioepitelials amb capacitat contractil. En el cas dels cultius
tridimensionals in vitro, la polaritzacié dels acini és indicadora de que les cellules mantenen la
capacitat d'ordenar-se simulant la funcid que exercien in vivo. En aquest sentit, la pérdua de
polaritat es pot entendre com una peérdua de la funcionalitat de les cél-lules ja que, en cas de

trobar-se en un ambient fisiologic, no podrien realitzar la seva funcié correctament.

Per tal de valorar la polaritat dels acini formats en cultius tridimiensionals en Matrigel per les
céllules transduides i no transduides provinents de les dues donants i irradiades a diferents
dosis, es va realitzar una immunodeteccié de les proteines citoqueratina 14 i claudina 4,

marcadors especifics de cél-lules mioepitelials i luminals respectivament.

La valoracié de les preparacions es va realitzar amb I'ajuda d'un microscopi confocal. Es va
considerar que els acini presentaven polaritzacié quan s'observava una disposicié periférica de
ceéllules positives per citoqueratina 14, mentre que les cellules internes presentaven marcatge
per claudina 4 (Figura 78A). Per contra es van classificar els acini com a no polaritzats quan les

ceéllules d'un o altre tipus es trobaven en una ubicacié que no els pertanyia (Figura 78B).
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Imatges representatives de la valoracié de la polaritat en els acini formats en cultius
tridimensionals en Matrigel. Es representen diferents plans de I'acinus on s'observa la disposicio de les
cellules positives per citoqueratina 14 en vermell, i positives per claudina 4 en verd A.Exemple d'acini
polaritzat on s'hi pot observar la disposicié periférica de les céllules amb caracteristiques mioepitelials i la
posicié central de les cellules amb caracteristiques luminals. B. Exemple d'acini no polaritzat. S'hi pot
observar la preséncia de cel-lules positives per un o altre marcatge tant en posicié periférica com central.
Barra d'escala 50 pm.

A partir de la valoracid de la polaritat dels acini formats per les céllules no transduides, les
transduides amb Ttag i hTERT i les transduides amb Ttag, hTERT i HRAS provinents de la
donant 1, es va observar com la transduccié no va comportar variacions significatives en la
polaritzacié dels acini ( ). En el cas dels acini formats per les céllules no transduides, es
va observar com, independentment de la dosi de radiacié rebuda, el percentatge d‘acini
polaritzats es mantenia al voltant del 90%. En el cas dels acini formats per les cel-lules de la
mateixa donant transduides amb Ttag i hTERT presentaven un nivell de polaritzacié similar a les
céllules no transduides. Tot i aixf, en aquest cas es va observar una clara disminucié en la seva
polaritat a mesura que augmentava la dosi de radiacié rebuda fins arribar a observar només un

30% dels acini polaritzats en el cas dels formats a partir de cel-lules irradiades amb 2 Gy ( ).
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Figura 79. Percentatge d'acini polaritzats observats als diferents cultius derivats de les céllules de la
donant 1. A l'interior de cada columna s'indica el nombre d'acini analitzats per cada mostra. Diferents lletres
indiquen diferencies significatives entre les mostres (test exacte de Fisher; p<0,05).

En el cas dels acini formats per les cellules provinents de la donant 2 no transduides,
transduides amb Ttag i hTERT i transduides amb Ttag, hTERT i HRAS, tampoc es va observar una
disminucié de la polaritat en funcié dels transgens introduits (Figura 80). Pel que fa als acini
formats per les céllules no transduides no es va observar cap diferencia significativa entre els
acini formats per cél-lules irradiades o per cél-lules no irradiades. Els acini formats per les cél-lules
de la mateixa donant transduides amb Ttag i hTERT van presentar una certa disminucié en la
polaritzacioé dels acini en algunes de les mostres irradiades tot i que les diferencies no van ser

estadisticament significatives (Figura 80).
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Figura 80. Percentatge d'acini polaritzats observats als diferents cultius derivats de les cellules de la
donant 2. A l'interior de cada columna s'indica el nombre d'acini analitzats per cada mostra. Diferents lletres
indiquen diferencies significatives entre les mostres (test exacte de Fisher; p<0,05).

112



Contribucié de la radiaci¢ ionitzant en el procés de transformacio cel-lular

En resum, la polaritat dels acini no van presentar diferencies significatives entre aquelles cel-lules
no transduides i les transduides amb Ttag i hTERT o amb Ttag, hTERT i HRAS. Tot i aixi, a mesura
que incrementava la dosi de radiacié rebuda, es va observar una disminucié de la polaritat de les
cellules parcialment transformades (transduides amb Ttag i hTERT) en una de les donants.
Aquest fet suggereix que la capacitat d'organitzar-se per formar acini polaritzats es manté fins i
tot en aquelles céllules transduides amb Ttag, hTERT i HRAS pero es pot veure afectat per la

exposicio a radiacioé ionitzant.
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Perfil d’expressio genica
Els métodes que es basen en la caracteritzacié del comportament o I'estudi del fenotip de les
cellules en cultiu permeten determinar si presenten caracteristiques tipiques del procés de

transformacio. Un d'aquests métodes es basa en 'estudi de I'expressio génica, la qual pot canviar

com a resultat d'alteracions en el genoma.

Per tal d'estudiar el perfil d'expressid génica dels diferents cultius es va utilitzar el metode d'Analisi
Predictiu de Microarray o PAM (de les sigles en angles de Prediction Analysis of Microarray). Tot i que
existeixen diferents versions del PAM que contenen diferents grups de gens, en el present analisi es
va estudiar el nivell d'expressid de 50 gens biomarcadors (PAM50) especificament escollits per
caracteritzar mostres de cancer de mama (Perou et al., 2000; Serlie et al., 2001; Parker et al.,

2009; llista de gens detallada a I'Annex).

La utilitzacié d'aquesta metodologia per estudiar I'expressid genica dels cultius cellulars permet
obtenir informacié referent a la similitud d'aquestes mostres experimentals amb les tipologies amb
que es classifica el cancer de mama. Tot i que el resultat del PAM50 per se no déna informacio dels
nivells d'expressié de cadascun dels biomarcadors, aquesta informacié és necessaria per poder fer
la classificacio. En el present estudi, ens hem servit de les dades obtingudes per poder quantificar
els nivells d'expressié dels 50 gens de forma individualitzada per cada mostra i comparar-los entre
elles. Aquesta informacio és de gran interés per veure quins gens es veuen alterats al llarg del
procés de transformacié experimental, independentment de si els canvis afecten o no a la

classificacié del subtipus intrinsec de cancer de mama.

Resultats del PAM50

La transduccié de les BPEC amb Ttag, hTERT i HRAS pretén modificar I'expressié génica de les
céllules epitelials mamaries de forma controlada per tal de que presentin caracteristiques
tipiques de cél-lules tumorals. Aquests elements genetics no s'inclouen directament dins la llista
de gens analitzats pel PAM, tot i aixi, la transformacié experimental pot comportar canvis en el
nivell d'expressié génica daltres gens que si es contemplen en aquest analisi. De la mateixa
manera, se sap que la irradiacié de cel-lules també pot comportar canvis en els nivells d'expressié
bé per la mutacid de gens o de regions reguladores de I'expressid o bé per lalteracid que

aquestes comporten sobre I'expressié de gens relacionats. Per tal de valorar si la transformacio
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experimental de les BPEC o la seva irradiacié va donar lloc a alteracions géniques tipiques
d'algun dels subtipus en els que es pot classificar el cancer de mama es va analitzar el perfil
d'expressié dels biomarcadors descrits al PAM50 dels diferents cultius de BPEC utilitzats.
Concretament, tant per la donant 1 com per la donant 2, es va analitzar RNA de cél-lules no
transduides, transduides amb Ttag i hTERT i transduides amb Ttag, hTERT i HRAS, aixi com RNA de
céllules no transduides i transduides amb Ttag i hTERT extret 8 setmanes després d'haver-les
exposat a 0,5, 112 Gy de radiaci¢ ionitzant de tipus y. Per tal de disposar de controls externs, es
van afegir mostres d'RNA provinents de cellules MCF10A i MCF7. Aixi doncs, es van analitzar un
total de 55 gens (50 biomarcadors + 5 gens control) en 20 mostres, totes elles per triplicat (taula

de les mostres incloses a I'analisi a I’Annex).

Per dur a terme I'analisi d’expressié genica es va quantificar el nombre de transcrits de cadascun
dels 55 gens inclosos al PAM mitjangant el Sistema d'expressié genica nCounter NanoString
(Geiss et al., 2008). A partir dels valors obtinguts es van calcular diferents parametres diagnostics
entre els quals es troben el subtipus intrinsec de cancer de mama, el risc de recaiguda (ROR) o la
taxa de proliferacid que presenta cada mostra. Els algoritmes utilitzats en el meétode de
diagnostic PAM per calcular els diferents parametres es troben patentats (numero de

patent: EP 2297359 B1; Perou et al., 2013).

L'analisi per determinar el subtipus intrinsec de cancer de mama consisteix en puntuar els
diferents subtipus (Basal, Her2, Luminal A, Luminal B i Normal) en funcié del nivell d'expressié de
d'un conjunt especific de gens que presenta la mostra. El subtipus que obté una puntuacié més
alta és el que s'assigna a la mostra analitzada, tot i aixi, la resta de puntuacions rebudes pels altres

subtipus també sén d'interés per la interpretacio dels resultats.

Els resultats obtinguts van indicar una gran similitud entre les mostres de la donant 1 i de la
donant 2. En tots els casos I'analisi va classificar les mostres en primera opcié com a subtipus
intrinsec Basal (Figura 81) amb excepcid de la mostra control MCF7 que es va classificar com a
subtipus Her2/Luminal coincidint amb la classificacioé d'aquest tipus cellular feta per altres autors
(Perou et al., 2000; Prat i Perou, 2011). El fet que totes les mostres, tant abans com després de
ser transduides i/o irradiades, es consideressin com mostres tumorals era esperable ja que les
mostres analitzades provenien de cultius in vitro enlloc de teixit mamari sa, que és el tipus de

mostra que es va utilitzar per determinar el subtipus normal. Aquest resultat indica que el cultiu
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in vitro de les cél-lules derivades de teixit mamari sa altera el perfil d’expressié génica de forma

prou significativa com perque I'analisi PAM les identifiqui com a un subtipus de cancer de mama.
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Figura 81. Puntuacions de les diferents mostres pels diferents subtipus intrinsecs de cancer segons
I'algoritme utilitzat al PAM.

Tenint en compte les puntuacions obtingudes en segona posicid, es va observar com les
cellules no transduides tant de la donant 1 com la donant 2 es van classificar majoritariament
com a subtipus Normal mentre que les cellules transduides amb Ttag i hTERT o Ttag, hTERT i

HRAS van obtenir una puntuacié més elevada en el subtipus Her2.

El parametre risc de recaiguda (ROR) permet valorar la probabilitat de reaparicid d'un tumor.
Com major és el ROR major és la probabilitat de que el tumor reapareixi comportant un pitjor
pronostic. L'analisi del ROR en les diferents mostres analitzades va mostrar una clara similitud
entre les céllules derivades de les dues donants (Figura 82). En tots dos casos es va observar un
increment estadisticament significatiu del ROR en les cél-lules transduides amb Ttag i hTERT i les
transduides amb Ttag, hTERT i HRAS respecte les cél-lules no transduides. Tot i aixi, no es van
observar diferencies pel que fa a les cél-lules irradiades respecte les mostres homologues no
irradiades. La taxa proliferativa (proliferation score) reflecteix la capacitat de divisié de cada
mostra en funcid de gens implicats en la proliferacid. D'igual manera que el ROR, la taxa
proliferativa també va presentar un increment en aquelles cél-lules transduides amb Ttag i hTERT
o Ttag, hTERT i HRAS respecte les no transduides de forma molt similar en les dues donants
(Figura 82). Tanmateix, en el cas de les cellules no transduides i irradiades a 2 Gy, es va observar
una disminucié de la taxa proliferativa en comparacié amb els nivells que presentaven les altres

dosis, especialment la donant 1.
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Figura 82. Representacié dels valors de ROR-S i Proliferation Score obtinguts a partir de l'analisi d'RNA dels
diferents cultius de BPECs analitzats amb el PAM. Comparacions aparellades amb Kruskal-Wallis (p<0,05).

En resum, considerant conjuntament els parametres aportats per I'analisi PAM es van poder
distingir les cél-lules no transduides de les transduides amb Ttag i hTERT o amb Ttag, hTERT i HRAS
en funcié dels parametres subtipus, ROR i taxa de proliferacié perd no es va observar cap efecte

en la puntuacié d'aquests parametres a causa de I'exposicié a radiacié ionitzant.

Efecte de la transduccio sobre I'expressid génica dels biomarcadors

A partir dels valors d'expressié de cadascun dels 50 biomarcadors inclosos en el PAMS50, es van

analitzar les alteracions en el perfil d'expressid de cadascun dels gens entre les diferents mostres.
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Els nivells d'expressié de les cél-lules no transduides provinents de les dues donants presentaven
un 98% de similitud (54 dels 55 gens analitzats). Pel que fa a les cél-lules transduides amb Ttag i
hTERT les alteracions en I'expressid génica entre les dues donants se centraven en els nivells
especifics d'expressié de cadascun dels biomarcadors. Concretament, 53 dels 55 gens (96%) es
van veure alterats en el mateix sentit a les dues donants (augment o disminucié respecte les
ceéllules no transduides). Per Ultim, les cellules transduides amb Ttag, hTERT i HRAS de les dues
donants van presentar els mateixos nivells d’expressio en 43 dels 55 (78%) gens analitzats. En
conjunt, aquests analisi comparatiu va posar de manifest la similitud en el perfil d'expressié

génica entre les céllules provinents de les dues donants en cadascun dels casos analitzats.

Pel que fa a les alteracions especifiques observades com a consequencia de la transduccié amb
els diferents transgens, en totes dues donants es va observar un gran canvi en el perfil
d'expressio en aquelles cél-lules transduides amb Ttag i hTERT o amb Ttag, hTERT i HRAS respecte
les no transduides, mentre que les diferéncies observades entre les cél-lules transduides amb
Ttag i hTERT i les transduides amb Ttag, hTERT i HRAS van ser minimes (Figura 83A). Per tal
d'identificar quins eren els gens alterats a causa de la transduccié amb els diferents elements
genics, Unicament es van seleccionar aquells gens significativament alterats respecte les cel-lules
no transduides (p<0,05; FDR<5%) i que presentaven uns nivells d'expressié amb un log,(FC)
superior a 1 o inferior a -1. Aixo implica que per considerar un gen amb expressié disminuida ha
de presentar com a minim la meitat d'expressié que el control, mentre que per ser considerat
amb expressié augmentada ha de presentar com a minim el doble d'expressié que el control

(llista de gens alterats detallada a I'’Annex).

Pel que fa a les céllules transduides amb Ttag i hTERT es van detectar 42 gens amb expressio
alterada respecte les cel-lules no transduides, 32 dels quals estaven alterats a les cél-lules tant de
la donant 1 com de la 2, mentre que només hi havia 3 gens exclusivament alterats a la donant 1
7 a la donant 2 (Figura 83B). Pel que fa a I'analisi dels gens significativament alterats en les
cél-lules transduides amb Ttag, hTERT i HRAS, la major part d'aquests ja ho estaven en les cél-lules
transduides només amb Ttag i hTERT. Concretament, 29 dels 37 gens alterats en la donant 1 a
causa de la transduccid amb Ttag, hTERT i HRAS ja estaven alterats en aquelles cel-lules
transduides Unicament amb Ttag i hTERT; en el cas de la donant 2, 13 dels 14 gens alterats amb la
transduccié dels tres elements génics ho estaven préviament amb la transduccié amb Ttag i

hTERT. Els pocs gens exclusivament alterats en les cel-lules transduides amb tres elements (8
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gens alterats en la donant 1; 1 gen alterat en la donant 2) no van presentar cap coincidéncia

entre les dues donants (Figura 83B).
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Figura 83. Diferéncies d'expressié entre les mostres no transduides (N), transduides amb Ttag i hTERT (D) i
transduides amb Ttag, hTERT i HRAS (T). A. Heatmap expressid N vs D vs T. B. Diagrames de Venn amb area
proporcional on es comparen els gens amb expressio alterada (log2(FC)>1 o loga(FC)<-1) a les dues donants
entre les céllules D i les N (diagrama superior) i els gens alterats entre les T i les N (diagrama inferior)
excloent les alteracions ja presents entre D i N.

En el cas concret de les cellules transduides amb Ttag i hTERT de les dues donants, per tal de
coneixer l'efecte dels 32 gens que presentaven canvis d'expressio respecte les cel-lules no
transduides (Figura 83B), es va consultar quina era la funcié de cadascun dels gens alterats. En
funcié del seu paper a nivell cel-lular, es van classificar en les diferents habilitats biologiques de
les cel-lules tumorals definides per Hannahan i Weinberg el 2011. Vint-i-vuit dels 32 gens (87,5%)
comunament alterats a les cél-lules transduides amb Ttag i hTERT de les dues donants podrien

estar implicats en 7 de les 10 categories definides per Hannahan i Weinberg (Figura 84; Taula 8).
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Figura 84. Classificacio dels gens alterats en les cél-lules transduides amb Ttag i hTERT en les dues donants

segons la relacié amb les principals caracteristiques involucrades en la progressi¢ del cancer descrites per
Hanahan i Weinberg el 2011.
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Taula 8. Gens comunament alterats a les céllules transduides amb Ttag i hTERT en les dues donants.
Llegenda: Expressio augmentada (A ), expressid disminuida ('V); proliferacio sostinguda (@), evasié dels
supressors de creixement (@), evasio del sistema immunitari (®), inflamacioé derivada del tumor (@),
activacié de la invasié i la metastasi (@), induccio de I'angiogénesi (@), mutacions i inestabilitat gendomica
(@), resisténcia a la mort cellular (@), desregulacié energética (@).

Gen Expressi6  Hallmark Funcio

ANLN A [ ] Participacio en la formacié de I'anell contractil i la migracié en certs tipus cellulars.
BIRC5 A o0 Paper en la proliferacié cel-lular i la prevencié de I'apoptosi.
CCNB1 A o Paper essencial en el control de la transicié G2/M del cicle cel-lular.
Participacié en la inhibicio de la resposta immunitaria; la sobreexpressid
D274 A o pacio en a mnibicio @ Pos P
permetria evadir el sistema immunitari.
D4 v o Glicoproteina de membrana involucrada en l'activacio de la resposta immunitaria.
CDCo6 A o Regulacié primerenca de la replicacio del DNA.
CDCA1 A () Correcte funcionament del centromer durant la divisio cel-lular.
Paper essencial per la funcionalitat del cinetocor i la correcta segregacio
CENPF A e p P greg
dels cromosomes.
CEP55 A (] Finalitzacio de la mitosi i la citocinesi.
ESR1 A [ Receptor relacionat amb vies de senyalitzacié anti-apoptotiques.
Activitat exonucleasa en les vies de reparacié per desaparellament de
EXO1 A [ ) ) L .
bases i en la recombinaciéo homologa.
FGFR4 A o Receptor de membrana involucrat en la transduccié de senyal mitogenic.
FOXA1 A [ ] Regulacié del metabolisme cel-lular i inhibicié d'elements pro-apoptotics.
Possible implicacié en processos anti-apoptotics i I'evasié dels supressors
GPR160 A o0 P P pop P
de tumors.
KIF2C A () Participacié en la despolimeritzacié dels microtibuls durant I'anafase.
KNTC2 A () Paper en l'estabilitzacié de la unié entre el cinetocor i els microttbuls.
MELK A o0 Inhibidor d'elements pro-apoptotics i participacié en la proliferacié cel-lular.
MIA A [ ] Mediador de la capacitat invasiva i migratoria en melanoma.
MKI67 A o Paper en l'organitzacio de la cromatina i la proliferacié cel-lular.
MMP11 A @ Participacié en la ruptura de la matriu extracel-lular.
Rol en la supervivéncia cel-lular i la progressié del cicle cel-lular, migracid i
MB A @ @@ oS prog E
invasio.
NAT1 A [ ] Acetilacié d'arilamines i substrats d'hidracina; relacié amb cancer colorectal.
ORC6L A [ ) Subunitat del complex ORC involucrat en linicide lafase S, la segregacié i la citocinesi.
Inductor de la mort cel-lular; inhibidor de la proliferacid i la produccid
PDCD] v eeo core - pibicior 9¢ 1@ pre o1 prodt
de citoquines; regulacié negativa i evasié del sistema immunitari.
PGR v o Participaci¢ en la disminuci¢ de la proliferacio.
SFRP1 v o Implicacié en la regulacio de la via de Wnt.
Regulacié de l'expressio de gens relacionats amb creixement, apoptosi i
UBE2C A 00 o
angiogenesi.
UBE2T A o0 Paper en la degradacié de BRCAT; relacié amb metastasi en cancer de prostata.
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Efecte de la radiacio sobre I'expressio génica

A diferencia de la transduccid amb vectors lentivirals, I'exposicié a radiacié ionitzant pot
comportar l'alteracio dels nivells d'expressié dels gens de forma aleatoria. Ara bé, com major és la
dosi, major s'espera que sigui el nombre de casos on la reparacié del dany sigui illegitima i es
produeixin alteracions en el genoma que acabin donant lloc a diferéncies en els nivells

d’expressié génica.

Tenint en compte només aquells gens significativament alterats respecte les ceéllules no
irradiades (p<0,05; log,(FC)>1 o log,(FC)<-1) es va observar com els gens amb expressié alterada
a causa de la radiacié van ser majoritariament exclusius d'una o altra donant (Figura 85), fet que

concordaria amb la idea que les alteracions generades per la radiacié son aleatories.

Gensalterats a 0,5 Gy Gensalterats a 1 Gy Gens alterats a 2 Gy
No transduides 5 o 3 22
Ttag + hTERT 4 {
O Donant 1 Donant 2

Figura 85. Gens comunament alterats en les céllules de la donant 1 i la donant 2 en funcié de la dosi de
radiacio rebuda.

En el cas de les cellules no transduides provinents de la donant 1 no transduides es va observar
un total de 16 gens alterats a causa de la radiacio, mentre que pel que fa a les céllules no
transduides provinents de la donant 2 van ser 32 els gens alterats (Figura 85). En tots dos casos,
aproximadament un 50% de les alteracions estaven relacionades amb caracteristiques tipiques
de les cellules tumorals definides per Hannahan i Weinberg el 2011 (8 de 16 en la donant 1; 15
de 32 en la donant 2). L'elevat nombre de gens involucrats en el procés tumoral suggereix que
els canvis d'expressié genica que es mantenen alterats 8 setmanes després de I'exposicid
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aportarien alguna avantatge a les cellules. De fet, en el cas de les céllules no transduides
provinents de la donant2, 12 dels 32 (38%) gens alterats en alguna de les dosis també es
trobaven alterats a les céllules d'aquesta mateixa donant transduides amb Ttag i hTERT i
coincidien amb la seva tendéncia (augment o disminucio de l'expressid). Aquest fet suggereix
que la radiacié va generar alteracions diferents a la transduccio, pero al llarg de les 8 setmanes
post-irradiacié es van seleccionar positivament aquelles cel-lules que, com en el cas de les

transduides, presentaven alteracions en gens relacionats amb el procés de transformacio.

En el cas de les cél-lules transduides amb Ttag i hTERT, es van observar molt poques alteracions
degudes a l'exposicié a radiacié ionitzant (Figura 85), probablement perque ja presentaven un
nombre important d'alteracions respecte les cellules no transduides i perqué en l'analisi PAM50
només sanalitzen 55 gens. Aixo dificultaria que les alteracions que poguessin afectar
aleatoriament a aquestes cel-lules milloressin la seva capacitat de creixement com en el cas de

les cél-lules no transduides.

En conjunt, els resultats obtinguts a partir dels gens alterats a causa de la radiacio reafirmen el fet
que, a diferéncia de la transduccid amb Ttag i hTERT, la radiacid produeix alteracions géniques
aleatories i, per tant, canvis en I'expressié génica també a l'atzar. Tot i aixi, els canvis d'expressio
que romanen alterats 8 setmanes després de I'exposicié no semblen aleatories ja que es mantenen

preferentment aquelles alteracions que aporten algun avantatge biologic per la cél-lula.
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Obtencid i cultiu de les BPEC

La radiaci6 és un agent mutagénic ampliament utilitzat en procediments tant
medico-diagnostics com en el tractament d'algunes malalties com el cancer. El dany infligit per
I'exposicio a radiacio ionitzant sobre les cellules depén de la dosi rebuda (Vilenchik i Knudson,
2003). Per altra banda, la transformacié tumoral de les céllules sanes és un procés gradual en
qué s'acumulen multiples alteracions (Hanahan i Weinberg, 2011). En el present treball es
planteja estudiar la contribucié de la radiacié ionitzant en el procés de transformacié cel-lular
experimental . Per tal d'analitzar si I'exposicié a dosis moderades de radiacié és capag¢ d'induir
canvis en el genoma de les céllules de la mama que condueixin a una transformacié maligna
d'aquestes, es va estudiar la susceptibilitat de cellules parcialment transformades a esdevenir
plenament transformades a causa de l'exposicid a radiacié ionitzant. Aquesta analisi es va
realitzar en cellules derivades de teixit mamari sa cultivades seguint les condicions descrites pel
grup de Robert Weinberg (Ince et al, 2007). S’havia descrit que aquest métode permetia
mantenir en cultiu la poblacié de cellules epitelials mamaries amb caracteristiques luminals,
responsables de la major part dels tumors originats a la mama. Aixi doncs es va decidir estudiar
I'efecte que pot tenir la radiacié sobre aquestes cél-lules donada la seva importancia en aquest

tipus de cancer.

En el mateix estudi es va descriure la induccié d'un procés de transformacio experimental en
cel-lules epitelials mamaries amb caracteristiques luminals, revelant que les cél-lules obtingudes
eren capaces de formar tumors amb gran similitud als adenocarcinomes mamaris humans (Ince
et al., 2007). Davant d'aquests resultats es va desenvolupar un model experimental per estudiar la
transformacié radioinduida en cel-lules derivades de teixit mamari sa basat en el model descrit

per Weinberg i el seu equip.

L'Us de les BPEC per establir un model de transformacié experimental sobre el que estudiar
l'efecte de la radiacié ha presentat certes dificultats tecniques (per la gran dedicacid que
requereix el manteniment de les BPEC) i econdmiques (pels ~700€/L que costa del medi WIT).
Tot i aixo, I's d'aquesta metodologia presenta multiples avantatges. El medi WIT no se
suplementa amb serum com la majoria de medis de cultius sind que té una formulacié detallada
que permet tenir un control absolut dels suplements utilitzats. A diferéncia d'altres condicions
de cultiu, el medi WIT i la superficie Primaria permeten l'obtencié d'un cultiu mixt de cél-lules

epitelials mamaries amb un enriquiment de céllules amb caracteristiques luminals (~20%)
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mantingut al llarg del temps en cultiu, tal com mostren els recomptes de cél-lules positives per
citoqueratina 14 i claudina 4. En aquest sentit, altres estudis han descrit metodes per mantenir
en cultiu cellules epitelials mamaries amb caracteristiques luminals. Ethier i col-laboradors van
cultivar céllules positives pel marcador tipic del llinatge luminal citoqueratina 19 durant 2-3
passatges abans no adoptessin una morfologia tipicament senescent (Ethier et al., 1993). De
forma similar, Péchoux i col-laboradors van descriure un medi de cultiu, el CDM6, que permetia
perllongar en cultiu les céllules fins a 7 passatges (Péchoux et al, 1999). Per altra banda,
Matouskova i col-laboradors van cultivar les cellules epitelials mamaries sobre una monocapa de
céllules feeders pero, tot i que la proporcié de céllules amb caracteristiques luminals va
incrementar fins a un 90%, tampoc van poder-les cultivar durant mes de 6-7 passatges
(Matouskova et al., 2000). Aixi doncs, a diferéncia d'altres métodes de cultiu, el medi WIT i la
superficie Primaria han permés mantenir en cultiu cellules epitelials mamaries amb
caracteristiques luminals durant més de 20 passatges, inclis després de multiples infeccions

amb particules lentivirals i la seva posterior seleccio.

Alguns autors han descrit una disminucié al llarg del cultiu dels marcadors moleculars utilitzats
per distingir els diferents llinatges de cellules epitelials mamaries (Hines et al., 2014; Zubeldia-
Plazaola et al., 2015). En aquest sentit, els percentatges de cel-lules positives per citoqueratina
14 i claudina 4 s’han mantingut constants al llarg del temps en cultiu i tampoc es va observar
canvi en el nombre de cellules que no presentaven els marcadors analitzats, que es va mantenir

al voltant del 5% en tots els cultius analitzats.

L'establiment d'un cultiu mixt on hi conviuen cél-lules epitelials mamaries de diferents llinatges
permet estudiar la disposicié de les céllules en tres dimensions i comparar-la amb la histologia
que mostren a la mama. En aquest sentit, I'estudi dels acini formats en Matrigel ha permés
demostrar mitjancant el time-lapse que aquests es formen per agregacié de diferents cél-lules
veines durant les primeres hores i que, transcorregudes dues setmanes de constant proliferacio,
els acini formats presenten una clara polaritzacié. Aquests resultats estan d'acord amb els
obtinguts per altres autors en estudis similars on s’ha observat la posicié periferica de les cél-lules
amb caracteristiques mioepitelials rodejant les cél-lules amb marcadors luminals concordant
amb la posicié que adopten aquests tipus cellulars en els acini de la glandula mamaria
(Barcellos-Hoff et al, 1989; Gudjonsson et al., 2002). Recentment s’ha descrit que durant el

cultiu in vitro dels acini es produeix un moviment intern de les cél-lules a l'interior dels acini
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juntament amb un moviment rotatori constant d'aquests (Wang et al, 2013). Aquest fet
suggereix que, al llarg de les setmanes en cultiu, les céllules haurien migrat per l'interior de

I'acinus per organitzar-se en funcié de les interaccions amb les cel-lules adjacents.

Per tal d'avaluar el correcte creixement del cultiu cellular es va analitzar la seva cinéetica de
creixement aixi com la presencia de proteines indicadores d'estres cel-lular com p16. Durant les
primeres setmanes en cultiu les cellules derivades tant de la donant 1T com de la donant 2 van
presentar una aturada en el creixement acompanyada d’'una morfologia clarament senescent. En
concordanca, es va detectar la preséncia de p16 mitjancant Western blot durant el periode previ
a l'estasi. Un cop superada aquesta aturada en el creixement, no es va detectar 'expressié de p16
ni tant sols després d'exposar les céllules a radiacio ionitzant. Aquests resultats coincideixen amb
els obtinguts anteriorment tant per aquest mateix grup com per altres autors durant el cultiu de
céllules epitelials mamaries on s’ha observat una forta aturada en el creixement que Unicament
superen aquelles cellules que presenten la metilacié del promotor de p16 (Brenner et al., 1998;

Foster et al., 1998; Huschtscha et al., 1998; Feijoo et al., 2016).

Referent a I'tis de p16 com a marcador indicador de senescéncia, de forma similar a I'observat en
aquesta tesi, Brenner i collaboradors van descriure el 1998 com I'expressi¢ de p16 per part de
cellules epitelials mamaries humanes augmentava durant els passatges 3 i 4 en cultiu pero era
practicament indetectable a partir del passatge 5. En el mateix estudi van demostrar que el
silenciament de p16 es devia a la metilacio del promotor recuperant l'expressié de p16 després
de tractar les cél-lules amb 5-aza-2'-desoxicitidina, un inhibidor de la metilacid del DNA (Brenner
et al., 1998). Aixi doncs, cal tenir en compte que la presencia de p16 en el cultiu és transitoria i
fugac. Si bé en els estudis de caracteritzacié del cultiu de BPECs, Weinberg i col-laboradors van
utilitzar aquest marcador en extractes proteics extrets abans de I'aturada del creixement (dia 21
en cultiu), potser van fer-ho quan encara no s'havia iniciat la seva expressié (Ince et al., 2007). La
segona comprovacid que van realitzar va ser l'analisi de metilacié del promotor de p16
confirmant que efectivament no estava metilat. Ara bé, en el treball no s'especifica quan es va
dur a terme aquesta analisi podent-se haver realitzat en algun moment previ a I'aturada en el
creixement on la inactivacié de p16 no s’hauria produit. De tota manera, d'acord amb els
resultats anteriorment obtinguts per aquest grup, en un cultiu post-estasi es pot trobar un 40%

de céllules amb el promotor de p16 intacte (Feijoo et al, 2016). Per tant, la presencia d'una
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poblacid que no presenti el promotor de p16 metilat no és motiu suficient per argumentar que

en el cultiu no s’ha silenciat p16 .

Un cop acceptat que el manteniment de les BPECs durant llargs temps en cultiu comportaria
inevitablement la inactivacié de p16, es va decidir iniciar el procés de transformacié experimental
un cop passat aquest procés de seleccié de les cellules que presentaven p16 silenciat. Es va
considerar una estrategia encertada tenint en compte que, tal i com van observar Holst i
collaboradors, el teixit mamari de 7 de 15 pacients sanes (~54%) presentaven cél-lules epitelials
mamaries amb el promotor de p16 metilat, suggerint que probablement una bona part de la
poblacié de dones presentava cél-lules a la mama amb aquest tipus d'alteracié (Holst et al.,, 2003).
A més, es tracta d'una alteracié que no és exclusiva de la mama. Gonzalez-Zulueta i
collaboradors van observar sis dels 10 pacients amb cancer de colon presentaven silenciament
de p16 en cellules sanes de la capa mucosa del colon (Gonzalez-Zulueta et al., 1995). Aixi
doncs, si bé I'is de céllules de cultius post-estasi comporta afegir el silenciament de p16 com
una alteracié addicional en el model de transformacié experimental, aquesta és una alteracio
que es pot trobar de manera fisioldgica en algunes cel-lules de diferents teixits, inclosa la glandula

mamaria sana.

Pel que fa a teixit tumoral, segons un estudi publicat per Geradts i collaboradors, un 37% del
total de tumors analitzats presenten nivells indetectables de p16 destacant una gran variabilitat
entre els tumors de diferent origen, sent el cancer de mama un dels tipus on s'observa un
percentatge més elevat de silenciament (Geradts et al, 1995). Concretament, Herman i
collaboradors van observar que 5 dels 16 pacients amb cancer de mama analitzats (31%)
presentaven metilacio del promotor de p16 (Herman et al., 1995). Brenner i col-laboradors van
observar una disminucié de l'expressié de p16 en 11 de les 23 pacients amb cancer de mama
analitzades (48%) (Brenner et al., 1996). Aixi mateix, 43 dels 87 pacients amb cancer de mama
(49%) analitzats per immunohistoquimica per Geradts i Wilson no van presentar una expressio
de p16 (Geradts i Wilson, 1996). Indubtablement doncs, el silenciament de p16 és una de les
modificacions més freqientment observades en neoplasies humanes, especialment en el cancer
de mama (Brenner et al., 1998). Per tant, el silenciament de p16 degut al cultiu en un estudi on
es pretén estudiar la transformacié cel-lular, no suposa un escenari gaire diferent al que es pot

trobar en condicions in vivo.
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El simple fet de posar en cultiu les cél-lules provinents de teixit mamari sa comporta certs canvis
en el seu comportament (Baker i Chen, 2012). Un indicador d'aquestes modificacions sén els
canvis observats en el perfil d'expressié genica obtinguts mitjangant el PAM. Les cel-lules no
transduides es van classificar com un dels subtipus de cancer de mama, mentre que quan els
autors de la metodologia analitzen l'expressié de teixit mamari sa, la categoria que rep més
puntuacié és la Normal. Tanmateix, cal destacar que I'analisi PAM no esta dissenyada per distingir
el perfil d’expressié génica de les cellules sanes del de les cellules tumorals i, per tant, segons
dos dels propis creadors del PAM, el resultat obtingut no és inesperat (Therese Serlie i Aleix Prat,

comunicacioé personal).

Un altre parametre que evidencia els canvis causats pel cultiu in vitro és la modulacié del cariotip
al llarg del temps i l'acumulacié de cél-lules amb alteracions numeriques o estructurals (Grigorian
et al, 2010). Tot i aixd, la major part de les cellules no transduides van presentar un cariotip
normal tant durant els primers dies en cultiu (~90%) com després d'haver superat I'estasi (88%

en el cas de ladonant 1;61% en la donant 2).

En conjunt, tot i les dificultats técniques que suposa el métode de cultiu, les BPECs derivades del
cultiu primari de teixit mamari sa semblen apropar-se a les condicions fisioldgiques de les
cellules del teixit mamari sa millor que els models basats en linies cel-lulars establertes, sent un
bon punt de partida per estudiar la contribucié de la radiacié ionitzant en el procés de

transformacié cel-lular experimental.

Establiment del model de transformacid

Per tal d'establir el model de transformacié experimental es van introduir les construccions
géniques Ttag, hTERT i HRAS al genoma de les BPECs amb la intencié de desregular vies
supressores de tumors, prevenir la crisi telomerica i augmentar la proliferacio de les cel-lules. Cap
de les alteracions escollides va ser arbitraria com tampoc ho va ser I'ordre en que es van alterar
cadascun dels elements, donat que tenen un paper crucial en la transicid progressiva de la

cellula sana a la cel-lula tumoral.

En primer lloc es va induir I'expressi¢ de Ttag amb la finalitat d'impedir 'acci¢ antitumoral de les
proteines p53 i pRb, ja que diversos estudis apunten que la major part de les cél-lules tumorals

presenten mutacions que alteren el correcte funcionament de la via de p53 (Campisi, 2007;
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Song et al., 2007; Muller & Vousden, 2013), de pRb (Sherr, 2000; Goodrich, 2006) o totes dues.
Aquesta primera alteracié va generar un context que va permetre mantenir en cultiu a cél-lules
portadores d'alteracions potencialment oncogéniques. Cal tenir en compte que la successid de
divisions continuades en un context amb p16 inactiu desemboca en una situacié de disfuncié
telomeérica amb l'acumulacié de reorganitzacions cromosomiques i aneuploidies que aixo
provoca. Tot plegat, acabaria impossibilitant I'establiment del model de transformacié en donar
lloc a catastrofe mitotica i/o mort cel-lular. Per aquest motiu la segona alteraci¢ introduida va ser
hTERT ja que permet aturar I'escurcament telomeéric i evitar I'aturada de creixement en cultiu de
les cel-lules parcialment transformades (Bodnar et al., 1998; Quellette et al., 2000; Stampfer et al.,
2001). L'efecte protector de la telomerasa es va comprovar amb sondes telomeériques confirmant
la presencia de seqUéncies telomériques prou llargues als cromosomes de les céllules

transfectades.

Per Ultim, per tal d’'obtenir el cultiu plenament transformat que es va utilitzar com a control de la
transformacié experimental, es va induir I'expressio constitutiva de HRAS per tal de mantenir una
activa proliferacié cellular. En condicions normals, els propis mecanismes de control de la cel-lula
detecten la sobre-activacio de vies de proliferacié provocant una aturada en el creixement (Campisi
et al, 2007; Serrano et al., 1997); és per aquest motiu que l'activacié constitutiva de la via de HRAS es
va induir després d'inhibir I'accié de p53 i pRb amb Ttag. Per confirmar la correcta introduccié del gen
HRAS, es va realitzar una PCR quantitativa que va permetre observar un increment significatiu de
I'expressié daquest gen d'entre 3 i 5 vegades, aixi com un augment en la taxa de divisié en

comparacioé amb les cél-lules control no transduides.

Diversos estudis coincideixen a afirmar que mutacions en el gen RAS només es troben en
aproximadament un 5% dels cancer de mama diagnosticats (Barbacid, 1987; Bos, 1989); fet que
hauria afavorit que alguns autors afirmessin que aquest gen no tenia un paper important en la
progressié del cancer de mama (Dickson et al., 1991). No obstant aixo, von Lintig i col-laboradors
van observar que els nivells proteics de RAS es poden veure alterats per I'augment d'expressid
de receptors de factors de creixement com I'EGFR (de les sigles en anglés de Epidermal Growth
Factor Receptor) o del receptor ErbB2, ja que ambdues proteines sén activadores de la via de RAS.
En el mateix estudi van observar la sobre-expressié d'aquesta via en 11 de les 20 pacients amb
cancer de mama analitzades (von Lintig et al., 2000). Aixi doncs, en el model control de

transformacio experimental s'ha incrementat I'expressié de HRAS, gen que es troba estranyament

132



Contribucié de la radiaci¢ ionitzant en el procés de transformacio cel-lular

mutat en el cancer de mama, perd que comporta canvis a nivells de senyalitzacié cellular comuns

en la major part dels cancers originats a la mama.

En relacio a la tecnica utilitzada per introduir aquestes alteracions, alguns autors han observat
dificultats a I'hora d'infectar les cél-lules epitelials mamaries amb particules virals (Linden et al.,
2008). Un exemple és l'estudi realitzat per McAuley i collaboradors en quée van observar una
major proteccié davant la infeccié viral en aquelles céllules que presenten la glicoproteina de
membrana mucina 1 (MUCT), marcador molecular tipic de les céllules epitelials mamaries
luminals (McAuley et al, 2007). Tanmateix, en el present treball no es va observar un canvi
significatiu en el nombre de cellules amb caracteristiques mioepitelials o luminals en cap dels
cultius transduits amb Ttag i hTERT o Ttag, hTERT i HRAS. El manteniment de les proporcions d’un
i altre llinatge suggereix que el procés d'infeccié no es va dur a terme sobre una part del cultiu,

sind que es va produir en una poblacié cellular representativa de tot el cultiu.

Caracteristiques de les cel-lules transduides amb Ttag i hTERT

El creixement de les cellules no es va veure afectat per la transduccié amb Ttag i hTERT.
Tanmateix, es va observar que el 50% d'aquestes céllules presentaven reorganitzacions
estructurals i numeériques, a causa de la disfunci® telomerica assolida per la falta de p16 i
possiblement magnificat per l'efecte de Ttag. Aquest augment de les alteracions
cromosomiques probablement va ser, juntament amb l'expressié ectopica dels gens transduits,
la causa del canvi en el perfil d'expressid genica observat. En les cel-lules transduides amb Ttag i
hTERT, un 58% dels gens analitzats amb el meétode PAM mostraven canvis en els seus nivells
d'expressid en comparacié amb les cellules no transduides. Tenint en compte l'augment
significatiu del ROR i el Proliferation Score calculats pel PAM en aquelles cellules transduides amb
Ttag i hTERT respecte les no transduides, és molt probable que la transduccié amb Ttag i hTERT
aportés a aquestes cellules caracteristiques oncogeniques. Aquest fet es va confirmar amb els
resultats obtinguts en l'assaig de creixement independent d'ancoratge, en el qual es va observar
que les BPEC transduides amb Ttag i hTERT eren capaces de créixer en suspensio i formar més
colonies i de major mida en agar tou que les seves homodlogues no transduides. Altres autors
han utilitzat aquesta metodologia per estudiar la capacitat tumorigénica de diferents models de
transformacié (Puck i Marcus, 1956; Steinberg i Pollack, 1979; Bertoncello et al., 1982; Franken
et al., 2006). Un exemple és I'estudi realitzat per Elenbaas i collaboradors on es descrivia per

primera vegada un model de transformacié experimental mitjancant Ttag, hTERT i HRAS en cel-lules
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epitelials mamaries humanes (HMECs). En aquest cas, de les 50.000 cél-lules transduides només
amb Ttag i hTERT sembrades en agar tou, Unicament 10 van ser capaces de formar colonies (0,02%),
donant per negatiu el creixement en suspensio d'aquestes cél-lules segons la interpretacié feta pels
propis autors (Elenbaas et al, 2001). Era d'esperar que diferents tipus de cel-lules epitelials mamaries
tinguéssin comportaments diferents un cop transduides amb Ttag i hTERT. Segons Ince i
col-laboradors, les BPECs presenten un potencial tumorigénic molt més elevat que les HMECs (Ince
et al, 2007). Aquest fet podria explicar perque, tot i seguir el mateix procediment experimental,
I'eficiencia de formacio de colonies per part de les BPECs transduides amb Ttag i hTERT observada

en aquest treball fos més elevada que l'eficiencia de les HMECs en les mateixes condicions.

Tot i les diferéncies observades entre les cellules transduides amb Ttag i hTERT respecte les
cellules no transduides, en tots dos casos el cultiu en Matrigel va donar lloc a estructures
tridimensionals que presentaven una disposicid de les cellules amb caracteristiques
mioepitelials i luminals similars als presents a la glandula mamaria en un ~90% dels acini
analitzats. Aquest fet indica que, tot i les reorganitzacions cromosomiques i els canvis en
I'expressid génica observats, les cél-lules parcialment transformades van mantenir la capacitat de

formar acini polaritzats.

En conjunt, 'augment en la proporcié de cél-lules portadores d'anomalies cromosomiques, el
canvi d'expressid genica i l'increment en la capacitat de formar colonies en agar en comparacio a
les cellules no transduides apunten que les cellules transduides amb Ttag i hTERT han iniciat un

procés de transformacio, fet que permet distingir-les de les cel-lules no transduides.

Caracteristiques de les céllules transduides amb Ttag, hTERT i HRAS

A diferencia de les cellules transduides Unicament amb Ttag i hTERT, les cellules transduides
amb Ttag, hTERT i HRAS van veure incrementat el seu creixement en cultiu, tal com era d'esperar
després d'activar constitutivament la via proliferativa RAS. En conjunt, mentre les cel-lules no
transduides requerien 1,78 dies de mitjana (y=0,562x) per assolir un Population doubling, les
ceéllules transduides amb Ttag, hTERT i HRAS aconseguien duplicar la seva poblacié en tant sols
un dia (y=0,984x). De forma similar, Serrano i col-laboradors van observar que la micro-injeccid

del plasmid que conferia expressio constitutiva de HRAS augmentava un 25% el percentatge de
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ceéllules en divisid i amb p16 inactivada, en comparacié amb les cellules que no presentaven

expressio exdgena de HRAS (Serrano et al., 1995).

La reduccié en el temps entre divisions es va veure acompanyada de I'acumulacié d'errors en el
transcurs de la mitosi que es van poder observar mitjangant les analisis citogenétiques. La
proporcié de céllules amb tetraploidia va passar del ~10% en les cél-lules transduides amb Ttag i
hTERT al ~80% en aquelles cellules transduides addicionalment amb HRAS. Mentre que altres
autors que han utilitzat HRAS per transformar cellules en cultiu també han observat algunes
alteracions citogenetiques derivades de l'expressié d'aquest oncogen (McKenna et al, 1990)
(Basolo et al, 1991), no s’han trobat estudis on s'hagi descrit la preséncia de tetraploidies. En el
seu treball, Basolo i collaboradors, després d'induir I'expressié ectopica de HRAS en les cel-lules
epitelials mamaries humanes immortalitzades MCF10A, van observar alteracions en el cariotip
que implicaven la pérdua o trisomia d'alguns cromosomes, perd només el 2% de cél-lules van
resultar tetraploides. Aixi doncs, tot i que I'augment en I'expressio de HRAS va sovint acompanyat
de canvis citogenetics, aquests no acostumen a manifestar-se en forma de tetraploidies. Una
possible explicacié seria que, la inhibicié de p53 i pRb afavoriria l'aparicié de céllules
tetraploides, i I'augment en la proliferacié deguda a la transduccié amb HRAS acceleraria el

procés de seleccié d'aquestes cellules.

L.a major part dels tumors humans sén aneuploides (Weaver i Cleveland, 2008) i es creu que sovint
son originats a partir d'intermediaris tetraploides que han patit pérdues cromosomiques (Ganem et
al., 2007). Diversos estudis centrats en I'acumulacié de cél-lules tetraploides convergeixen en la
hipotesi de que aquestes cellules sén un dels estadis inicials en el procés de transformacio
(Castillo et al, 2007; Sotillo et al.,, 2007). Una de les evidencies experimentals directes més
importants de la relacio entre la tetraploiditzacio i el procés de tumorigénesi va ser aportada per
Fujiwara i collaboradors. Aquests investigadors van generar cél-lules tetraploides mitjangant el
blogqueig de la citocinesi en cellules epitelials mamaries de ratoli p53-negatives i van demostrar
que Unicament aquestes cél-lules, i no les diploides, tenien capacitat de formar tumors en
ratolins immunodeprimits (Fujiwara et al., 2005). Per altra banda, Davoli i de Lange van descriure
la tetraploiditzacié de fibroblasts humans (BJ i IMR90) i cel-lules epitelials mamaries humanes
(184B i 48RS) p53-negatives a causa de la crisi telomerica. Els seus resultats van demostrar com
les cél-lules tetraploides presentaven una major formacié de colonies en agar tou i una millor

eficiencia en la formacié de tumors en ratolins immunodeprimits (Davoli i de Lange, 2012). Per

135



Contribucié de la radiaci¢ ionitzant en el procés de transformacio cel-lular

entendre els resultats d'aquests treballs cal tenir en compte que I' aneuploidia comporta en
general una reduccio de la viabilitat i que aquest efecte que es veu tamponat quan els errors de
segregacio es produeixen en un ambient cel-lular tetraploide (Seton-Rogers, 2017; Sheltzer et al.,
2017). Dewhurst i collaboradors van observar com I'acumulacié d'errors en la segregacié dels
cromosomes provocava la mort o l'arrest del cicle cel-lular a les cel-lules diploides, mentre que les
céllules tetraploides (o quasi-tetraploides) presentaven menys mort i continuaven sent
proliferatives (Dewhurst et al, 2014). Aquests resultats van suggerir que la tetraploidia dota a les
cellules tumorals precursores d'una major tolerancia davant la inestabilitat genomica facilitant la
generacié d'aneuploidies i I'evolucio cap a un cariotip complex (Rasnick, 2002). En conjunt, els
diversos estudis coincideixen en afirmar que l'alta frequéncia de cél-lules tetraploides en els
tumors indica que aquest procés és un esdeveniment avantatjos a I'hora d'iniciar la tumorigenesi
(Coward i Harding, 2014). Aixi doncs, el fet que les BPECs transduides amb Ttag, hTERT i HRAS
presentessin un cariotip majoritariament tetraploide apunta a que el procés de transformacio

experimental que es pretenia induir s'estava produint.

Tot i el gran canvi en la dotacié cromosomica que comporta la tetraploiditzacié de les cel-lules,
tant el perfil d'expressié genica com els parametres ROR i Proliferation Score obtinguts pel PAM
de les cellules transduides amb Ttag, hTERT i HRAS va ser molt similar al de les cellules
transduides Unicament amb Ttag i hTERT. Tenint en compte que el PAM només quantifica
I'expressid dels principals gens implicats en la classificacio dels subtipus intrinsecs de cancer de
mama, és comprensible que la induccié de I'expressid de HRAS, que comporta basicament un
increment en la capacitat proliferativa, no generi grans canvis en els nivells d’expressié dels gens

clau per la classificacié del tumor.

El creixement en Matrigel de les cél-lules transduides amb Ttag, hTERT i HRAS va donar lloc a acini
en major o menor nombre i mida en funcié de la donant, perd en ambdds casos el ~60% dels
acini van mantenir la seva polaritat, amb les cél-lules amb caracteristiques luminals rodejades de
céllules amb caracteristiques mioepitelials. Aquest percentatge, tot i ser inferior al que s'observa
a les cellules transduides només amb Ttag i hTERT, no és estadisticament significatiu i, en
comparacid amb estudis similars, és relativament elevat. Petersen i collaboradors van
caracteritzar els acini formats en cultius en Matrigel per cellules sanes i cel-lules tumorals. Mentre
que els acini formats per cél-lules de 12 mostres de teixit mamari sa i per dues linies de cél-lules

epitelials mamaries estaven polaritzats, , cap dels acini formats per dues mostres de teixit mamari
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tumoral i per 6 linies cel-lulars carcinogeniques van presentar lumen o polaritat (Petersen et al.,
1992). Tot i que no es va poder valorar la presencia de cavitat central degut a la modificacio de
I'estructura tridimensional dels acini durant el processat de les mostres per microscopia confocal,
si que s'esperava una disminucid de la polaritat a mesura que les cellules adquirien

caracteristiques de cel-lules tumorals.

En aquest sentit, Bissell i collaboradors afirmen que, tot i que la major part de les céllules
tumorals creixen de forma descontrolada en cultius tridimensionals, una petita porcié de linies
cel-lulars derivades de cancer de mama poden respondre a I'ambient ric en laminina que genera
el cultiu en Matrigel, moderant el seu creixement i arribant a formar estructures polaritzades
(Bissell et al., 2002). A diferencia dels treballs realitzats per Petersen i Bissell, en el present estudi
les cellules analitzades provenien de teixit mamari sa i havien estat transformades
experimentalment. Es possible que les céllules transduides amb Ttag, hTERT i HRAS presentessin
un increment en la capacitat tumorigénica, tal com ho demostra el creixement clonal en
suspensio, perd seguissin sent capaces de respondre al contacte amb la matriu extracel-lular
aportada pel Matrigel. Aixo implicaria que aquestes cél-lules, que es comportaven de forma molt
diferent a les cél-lules parcialment transformades en cultius 2D, haurien adquirit la capacitat de

regular el creixement i una capacitat per polaritzar-se en cultius tridimensionals.

D'igual manera que en les cél-lules transduides amb Ttag i hTERT, el canvi més rellevant entre les
céllules parcialment transformades i les céllules plenament transformades va ser lincrement
significatiu de la capacitat de formar colonies en agar. Cal destacar perd que, mentre que en les
céllules derivades de la donant 1 la transduccié amb HRAS va comportar la formacié de més del
doble de colonies, en les céllules derivades de la donant 2 es va observar el major increment en
la mida de les colonies formades. Tot i que s'ha descrit la importancia de la quantificacié de la
mida de les coldnies formades en agar tou per valorar la tumorigénesi in vitro (Bertoncello et al.,
1982), la majoria dels estudis que utilitzen aquesta metodologia Unicament quantifiquen les
colonies formades per un nombre conegut de cellules (Rafehi et al., 2011; Borowicz et al.,
2014). Aquesta metodologia genera dificultats a I'nora d'establir els limits dalld que és
considerat com a colonia ja que el nombre de cel-lules presents a les coldnies un cop formades
és dificilment discernible. Per altra banda, si es valora I'assaig tenint Unicament en compte la
mida de les colonies es pot cometre un error acumulatiu degut a canvis en la mida de les

céllules que les formen, dificultant la comparativa entre estudis realitzats amb diferents tipus
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cellulars. Es per aquest motiu que en el present treball es proposa l'analisi conjunta tant del
nombre com de la mida de les colonies per valorar la capacitat de les cellules de proliferar en

suspensio.

Efecte de la radiacio sobre el procés de transformacio experimental

Un cop caracteritzat el model de transformacio, es va estudiar l'efecte de I'exposicié a dosis
moderades de radiacidé ionitzant sobre els diferents cultius. Per fer-ho, es va analitzar el
comportament de les céllules no transduides i transduides amb Ttag i hTERT vuit setmanes després
d’haver-les irradiat. Les dosis de radiacié utilitzades van afectar de forma diferent les BPECs no

transduides i les cél-lules transduides amb Ttag i hTERT.

Efecte de la radiacio sobre les cél-lules no transduides

En cap cas l'exposicid a radiacid ionitzant va causar canvis rellevants en el creixement de les
céllules no transduides al llarg de les 8 setmanes en que van ser monitoritzades Per tant, el dany
generat per les dosis utilitzades no va tenir un impacte suficientment per aturar el creixement

del cultiu.

Les céllules de les dues donants van mostrar canvis en els perfils d'expressid geénica
completament diferents després d'irradiar-les. Aquest fet es pot atribuir al caracter aleatori de les
mutacions generades en el DNA de les cellules per exposicié a radiacié ionitzant. En general els
canvis d'expressio radioinduits van ser pocs, segurament degut a l'eficient reparacié del dany
durant les 8 setmanes en cultiu entre la irradiacio i I'extraccid d’'RNA. Tot i aix0, gran part de les
alteracions presents 8 setmanes després de I'exposicié a radiacié tenien una estreta vinculacié
amb el procés de transformacio; fet que suggereix que les alteracions que havien persistit

després de tantes setmanes aportaven alguna avantatge a les cel-lules portadores.

Si bé la radiacié no va afectar de forma notable la proliferacié de les cellules no transduides en
cultius en monocapa, el creixement de les cel-lules en cultius tridimensionals en Matrigel si que
es va veure afectat. La mesura de la mida dels acini al llarg dels 14 dies en cultiu va revelar que
havien tingut una proliferacié constant. No obstant aixo, els acini formats per les cél-lules no
transduides exposades a radiaci¢ ionitzant van ser menys nombrosos i de menor increment de la
mida en comparacio als formats per les cellules no irradiades; demostrant aixi que la radiacio
havia tingut un efecte directe sobre la mida dels acini. Aquest fet suggereix una major sensibilitat
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del cultiu en Matrigel a I'nora de detectar canvis en la proliferacié de les cel-lules irradiades en

comparacié amb els cultius 2D.

Els treballs centrats en I'efecte de la radiacié en relaci¢ als cultius tridimensionals en Matrigel sén
escassos. La majoria dels estudis publicats s'han realitzat pocs dies després de l'exposicid a
radiacio i es centren en la diferent resposta dels cultius 2D respecte els cultius 3D; per tant els
seus resultats son dificilment comparables amb els del present estudi (Park et al., 2003; Lin et al.,
2009; El-Ashmawy et al., 2016). Un exemple és I'estudi realitzat per Sowa i col-laboradors on es
va comparar la resposta a la radiacié de cel-lules epitelials mamaries humanes immortalitzades i
que presentaven p16 silenciat (184A1) cultivades sobre superficie adherent i les cultivades en
cultius tridimensionals en Matrigel. ElI cultiu de les céllules en Matrigel durant els 10 dies
posteriors a la irradiacié va mostrar una disminucié dosi-depenent del nombre de cellules
presents al cultiu (Sowa et al., 2010). Cal destacar que en el treball realitzat per Sowa i
collaboradors les cél-lules es van irradiar els cultius en 2D o 3D directament, mentre que en el
present estudi es van mantenir durant 8 setmanes en cultiu adherent per després estudiar el seu

comportament en cultius tridimensionals al llarg de 14 dies.

Tot ila disminucio en el nombre i la mida dels acini formats per les cél-lules irradiades, la polaritat
dels acini formats, amb céllules amb caracteristiques luminals al centre i mioepitelials a la
periféria, no es va veure afectada en cap de les dosis testades. Aixi doncs, I'estudi de I'efecte de la
radiacié en les BPECs mantingudes en cultiu durant 8 setmanes després de ser exposades a
radiacid ionitzant va revelar la capacitat de formar estructures polaritzades per part de les

cél-lules no transduides inclts després de ser exposades a 2 Gy de rajos .

La capacitat de créixer amb independéncia d'ancoratge es va veure afectada per la radiacid
rebuda de manera diferent a les cellules derivades d'una i altra donant, apuntant possibles
diferencies en la seva sensibilitat. Mentre que les BPECs provinents de la donant 1 van manifestar
un augment en la capacitat de formar colonies 8 setmanes després d'haver-les exposat a 2 Gy de
rajos y, perd no quan s'exposaven a dosis inferiors, les cel-lules provinents de la donant 2 no van
incrementar ni el nombre ni la mida de les colonies formades després d'exposar-les a cap de les
dosis de radiaci¢ testades, des de de 0,25 Gy fins a 2 Gy. Una possible explicacio seria que les
céllules obtingudes d'una i altra donant presentessin diferencies interindividuals pel que fa a la

resposta davant la radiacié. Aixi, les céllules derivades de la donant 2 podrien requerir dosis
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superiors a 2 Gy per incrementar la seva capacitat de créixer amb independencia d'ancoratge i
manifestar el mateix comportament que adquireixen les cellules de la donant 1 irradiades amb
aquesta dosi. En altres estudis, utilitzant técniques diferents, també s’han observat diferéncies
interindividuals davant la resposta de cél-lules derivades de diferents pacients exposades a la
mateixa dosi de radiacid (Andreassen et al., 2002; Barnett et al., 2009; Gurtler et al.,, 2014). Un
clar exemple és el treball realitzat per Borras i collaboradors on van comparar la resposta de
céllules considerades radiosensibles amb les cellules radioresistents després d'exposar-les a
2 Gy de rajos . Els seus resultats van demostrar que les cél-lules radiosensibles presentaven una
major persistencia del dany al DNA radioinduit, un increment en el nombre d'elements
cromosomics incomplets amb manca de senyal telomeérica, una reduccié de la viabilitat a les 24 i
48h post-irradiacio, una pertorbacié accentuada del cicle cellular i una major i prolongada resposta
transcripcional; indicant I'existéncia de clares diferencies en la resposta a la radiacié per part de
cellules provinents de diferents individus (Borras-Fresneda et al, 2016). Aixi doncs, la capacitat de
créixer en suspensié de les cellules no transduides es va veure alterada per I'exposicié a radiacid
ionitzant de forma diferent en les dues donants analitzades possiblement a causa de diferencies

interindividuals davant el dany radioinduit.

En conjunt, les cellules no transduides d'ambdues donants van ser capaces de reparar el dany
generat per la radiacié ionitzant i mantenir la seva integritat sense veure alterat el seu
comportament. D'altra banda, mentre que el seu creixement en Matrigel es va veure afectat per
la radiacid, la distribucié dels diferents llinatges cellulars dins els acini es va mantenir intacte.
Finalment I'increment significatiu en la capacitat de créixer en suspensio es va poder observar en
les céllules d'una de les dues donants després d'una exposicid a 2 Gy de rajos y. Molt
probablement, les cellules de laltra donant, haurien necessitat dosis més elevades per

aconseguir un creixement en suspensié significatiu respecte les cél-lules no irradiades.

Efecte de la radiacio sobre les cél-lules transduides amb Ttag i hTERT

El creixement en monocapa de les cel-lules transduides amb Ttag i hTERT exposades a diferents
dosis de radiacio ionitzant no es va veure alterat de forma significativa. A part del lleuger
desfasament inicial, el pendent de la recta que reflecteix la taxa proliferativa es va mantenir
idéntic en les cellules irradiades respecte el seu control no irradiat durant les 8 setmanes de

cultiu. Aquest resultat és coherent amb el silenciament de p16 i la inactivacio de les proteines
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p53 i pRb que presenten aquestes cél-lules donat que la inhibicié d'aquests elements permetria

a les cellules irradiades seguir proliferant malgrat el dany radioinduit.

L'exposicid a les diferents dosis de radiacid tampoc va alterar significativament el perfil
d'expressié génica en les cél-lules transduides amb Ttag i hTERT vuit setmanes després d'irradiar-
les. Pocs gens van veure alterat el seu nivell d'expressio a causa de la radiacio, comportant uns
valors de ROR i Proliferation Score similars als de les céllules no irradiades. Donada I'aleatorietat
en els gens alterats per la radiacio, el reduit nombre de gens analitzats en el PAM i el gran canvi
en el perfil d'expressid que ja presentaven les cel-lules transduides amb Ttag i hTERT abans de ser
irradiades respecte les cellules no transduides, és comprensible que no s'observés un gran canvi

en el perfil d'expressié de les cél-lules 8 setmanes després d'haver-les irradiat.

L'exposicié a la radiacid va comportar un augment dosi-depenent en la mida dels acini formats
per les cel-lules transduides amb Ttag i hTERT, suggerint que l'exposicié a radiacid ionitzant
afavoria la formacié d'acini de major mida enlloc de comportar una disminucid com en el cas de
les cél-lules no transduides. En el cas de les mostres de cél-lules transduides irradiades amb 2 Gy,
malgrat no es va observar un increment en la mida dels acini com el que s'observava amb dosis
inferiors, si que es va detectar increment en el nombre d'acini respecte les mostres no irradiades.
Aquest fet suggereix una disminucié de la capacitat migratoria de les cel-lules exposades a 2 Gy
que impossibilitaria la correcta agregacio de les cél-lules durant les etapes més inicials, perd que
no impediria la seva capacitat proliferativa; donant lloc a més acini que els formats per les
céllules no transduides pero d'una mida similar. Aixi doncs, en termes generals, la proliferacié
total de les cél-lules exposades a 2 Gy no s’hauria vist perjudicada ja que 'augment en el nombre
d'acini compensaria la disminucié en la seva mida. En aquest sentit, Petersen i col-laboradors van
demostrar que una de les caracteristiques més evidents en les cel-lules tumorals cultivades en
Matrigel era lI'increment en la mida dels acini formats (Petersen et al., 1992). Per tant, es podria
concloure que les BPECs transduides amb Ttag i hTERT exposades a dosis de radiacié ionitzant
compreses entre 0,5 i 2 Gy presenten un increment dosi-dependent de la mida dels acini

compatible amb I'adquisicié de noves caracteristiques tumorigeniques.

Pel que fa a I'efecte de la radiacié ionitzant sobre la capacitat de formar estructures polaritzades
en Matrigel per part de les cellules transduides amb Ttag i hTERT, es va observar una clara

disminucié dosi-depenent del percentatge d'acini que presentaven polaritzacié en aquelles
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cellules provinents de la donant 1. En primer lloc, donat que la perdua de capacitat per formar
estructures polaritzades és una caracteristica tipica de céllules tumorals, aquest fet confirma
I'increment de la susceptibilitat de les cél-lules parcialment transformades a esdevenir tumorals a
causa de l'exposicio a radiacié ionitzant, ja que cél-lules de la mateixa donant no transduides no
havien vist afectada la polaritat dels seus acini a causa de la radiacié. En segon lloc, el fet que les
cellules transduides amb Ttag i hTERT de la donant 2 no manifestessin cap reduccio en el
percentatge d'acini polaritzats, ni tant sols quan es van exposar a dosis de 2 Gy, confirma les
diferencies interindividuals davant la radiacié entre les dues donants analitzades. Aquests
resultats suggereixen que, tal com ja apuntaven els resultats obtinguts per les cellules no
transduides, les cellules provinents de la donant 2 requeririen dosis majors per manifestar el

mateix comportament que les cellules de la donant 1.

Pel que fa a l'assaig de creixement independent d'ancoratge, les cél-lules transduides amb Ttag i
hTERT de la donant 1 van presentar un increment en el nombre i la mida de les coldnies
formades en agar després de 8 setmanes d'haver-les exposat a 0,5 i 1 Gy de rajos v, la irradiacio
amb 2 Gy no va comportar cap canvi en la capacitat de créixer en suspensié per part de les
céllules parcialment transformades. Aquest fet podria ser degut a que, donada la falta de la
maquinaria necessaria per aturar la progressid cellular i donar temps a reparar el dany
radioinduit, 2 Gy va ser una dosi excessiva que hauria afectat negativament a aquestes cel-lules
impedint que adquirissin una avantatge de creixement en cultius en suspensio. Per altra banda,
en el cas de la donant 2, Unicament aquelles cellules transduides amb Ttag i hTERT exposades a
2 Gy de radiacio ionitzant van manifestar un increment en el nombre i la mida de les colonies
formades en agar, altre cop indicant que les céllules de la donant 2 requerien dosis més

elevades per manifestar els mateixos efectes que les cel-lules de la donant 1.

Augment de la susceptibilitat de les cel-lules transduides amb Ttag i hTERT

Comparant els resultats obtinguts en l'estudi de l'efecte de la radiacié sobre les BPECs no
transduides i les transduides amb Ttag i hTERT, es posa de manifest com I'exposicié a radiacio
ionitzant va afectar de manera diferent a les cél-lules no transduides i les que ja havien iniciat un

procés de transformacio.

L'increment de la mida dels acini formats en Matrigel per les cellules transduides amb Ttag i

hTERT irradiades en contraposicié a la reduccio de la mida dels acini formats per les cél-lules no

142



Contribucié de la radiaci¢ ionitzant en el procés de transformacio cel-lular

transduides irradiades van indicar una resposta contraria per part d'unes i altres cel-lules davant
el dany radioinduit. Per una banda, les cellules no transduides van disminuir el seu creixement
mentre les cel-lules transduides amb Ttag i hTERT que havien iniciat el procés de transformacio
experimental van veure incrementada la mida dels acini formats un cop irradiats, manifestant la

seva susceptibilitat a canvis que desembocarien a la progressié del procés de transformacio.

L'increment de la sensibilitat de les cel-lules transduides amb Ttag i hTERT a veure's afectades per
la radiacid ionitzant també es va posar de manifest en la quantificacié d'acini amb una
organitzacio polaritzada de les cél-lules amb caracteristiques luminals i mioepitelials. En el cas de
la donant 1, amb una sensibilitat més elevada en comparacié a la donant 2 davant I'exposicié a
radiacid, es va observar com les cellules que havien iniciat el procés de transformacié veien
drasticament reduit el nombre d'acini polaritzats en comparacié amb les cellules de la mateixa

donant no transduides.

Pel que fa al creixement independent d'ancoratge, lincrement en el nombre i la mida de les
colonies formades per part de les cel-lules transduides amb Ttag i hTERT de la donant 1 després de
8 setmanes d’haver-les exposat a 0,5 i 1 Gy de rajos y, va demostrar una major susceptibilitat a
incrementar la capacitat de créixer en suspensid respecte les cellules no transduides; ja que
aquestes Ultimes van requerir una dosi de 2 Gy per manifestar un augment en la capacitat de
créixer amb independeéncia d'ancoratge. De la mateixa manera, tenint en compte que les cellules
no transduides de la donant 2 no havien format colonies en agar ni havent-les irradiat amb 2 Gy i
que, un cop transduides amb Ttag i hTERT, van formar colonies en agar tou, es va corroborar el fet
que aquesta donant va requerir una dosi més elevada per manifestar els efectes que presenta la
donant 1. Aixi doncs, les cél-lules transduides amb Ttag i hTERT van requerir una dosi menor per
manifestar un increment en la capacitat de créixer en suspensio.

En conjunt, tot i possibles diferéncies interindividuals, els resultats obtinguts del cultiu de les
céllules no transduides i les transduides amb Ttag i hTERT de dues donants diferents tant en
cultius tridimensionals en Matrigel com en suspensié en agar tou, apunten conjuntament a una
major susceptibilitat a la transformacié radioinduida de les cél-lules transduides amb Ttag i hTERT

respecte les cellules no transduides.

Les cel-lules parcialment transformades irradiades presenten unes caracteristiques similars a les

de les cél-lules plenament transformades utilitzades com a control positiu de transformacio. Més
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concretament, en el cas del creixement independent d'ancoratge, les cellules transduides amb
Ttag i hTERT irradiades van formar colonies que, en algun cas, eren fins i tot de major diametre
que les formades per les cellules transduides amb Ttag, hTERT i HRAS. A més, mentre que el
percentatge d'acini amb polaritzacié de les cellules plenament transformades es va veure
disminuit de forma no significativa, en el cas de les cellules parcialment transformades es va
observar una disminucié estadisticament significativa del percentatge d'acini polaritzats com a
conseqliencia a l'exposicid a radiacié ionitzant. En conjunt, aquests fets suggereixen que
I'exposicid a radiacié no és capag¢ Unicament de completar el procés de transformacié que
havien iniciat les cél-lules transduides amb Ttag i hTERT, sind que aquestes presenten de forma
més acusada algunes caracteristiques tipiques de les cellules tumorals en comparacié a les

cellules transduides amb Ttag, hTERT i HRAS, considerades el control positiu de transformacio.

Amb la intenci® d'extrapolar els resultats obtinguts in vitro en aquest treball, es proposa
l'existéncia d'una susceptibilitat interindividual a la dosi de radiacidé durant el procés de
transformacié cel-lular, essent una de les principals causes el background d'alteracions géniques
acumulat per les cél-lules de I'individu al llarg de la vida. Aquest resultats posen de manifest la
necessitat de regular encara més l'exposicié a radiacié ionitzant d'aquells persones que, pel seu
bagatge genetic, podrien presentar una major acumulacié de céllules parcialment
transformades. Per aquest motiu és important saber I'abast carcinogenic que té la radiacié per
valorar amb detall quins sén els avantatges que aporta el seu Us en aquests casos i si realment

superen els possibles inconvenients derivats d’aquesta exposicio.
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El medi WIT i la superficie Primaria permeten obtenir un cultiu de céllules epitelials
mamaries heterogeni format tant per cellules que presenten caracteristiques luminals

com mioepitelials, perd no evita 'aturada en el creixement depenent de p16.

La transduccié amb Ttag i hTERT genera un context cellular en procés de transformacio

amb caracteristiques intermédies entre les céllules sanes i les transformades.

Les BPECs de les dues donants analitzades presenten diferents graus de sensibilitat en
resposta a la radiacié. Aquestes diferéncies interindividuals es veuen reflectides tant en

els cultius tridimensionals en Matrigel com en la formacié de colonies en agar tou.

Les BPECs no transduides presenten un augment en la capacitat de créixer en suspensié
després d'exposar-les a una dosi minima de 2 Gy. No s’ha observat un gran canvi en el
perfil d’expressid génica com tampoc s'ha vist afectada la formacio d'acini polaritzats a

causa de la I'exposicié a radiacio ionitzant.
Les BPECs transduides amb Ttag i hTERT presenten una major susceptibilitat al dany

radioinduit que les hi permet manifestar caracteristiques tumorals a una dosi menor que

la requerida per les mateixes cél-lules abans de ser transduides.
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Components Tissue Mix Medium (TMM)
Medi HMEC suplementat amb:
Polymixina B (10.000 U/ml)

Insulina (20.000 ug/ml)

Penicilina (10.000 U/ml)

Streptomicina (10.000 ug/ml)
Amphotecina B (250 ug/ml)

Components Medi de transport
TMM suplementat amb:
FBS (10%)

Components Medi de digesti6 (Tissue Digestum Medium - TDM)
TMM suplementat amb:

FBS (10%)

Hyaluronidasa 1.500 U/ml)

Colagenasa (1.000 U/ml)

Components Congelacié CPM1
WIT suplementat amb:

FBS (15%)

DMSO (10%)

Proves seleccio BPEC resisténcia a la puromicina (marg 2015):

Concentracio puromicina

(ug/mi) Dia 4 Dia7
0,2 Cap efecte Cap efecte
04 Cap efecte Cap efecte
0,6 Cap efecte Poca mortalitat
0,8 Poca mortalitat | Molta mortalitat
1,0 Molta mortalitat Molta mortalitat

Taula S9. Efecte de la puromicina al cultiu de BPECs en funcié de la concentracio.
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A continuacié es descriuen les condicions per cada digestié:
Sall 3 pLtampd 3 10X
3 uL BSA 10X
1 L Sall
4 ug pLOX-TERT
H20 fins a 30 pL
3ha37°C
Purificar producte amb QIAquick Gel Extraction Kit (28706, Qiagen)

Spel 3 ultampd 2 10X

3 ul BSA 10X

1 ul Spel

23 ul de pPLOX-TERT purificat després de la digestid amb Sall
ON a 37°C

SnaBl 4 ul tampd 4 10X
4 ul BSA 10X
1 ul SnaBlI
4 ul pLOX-Ttag
H20 fins a 40ul
2ha37°C
Purificar producte amb QlAquick Gel Extraction Kit (28706, Qiagen)

Sall 4 ultampd 3 10X

4 ul BSA 10X

1l Sall

32 ul de pPLOX-Ttag purificat després de la digestié amb SnaBlI
2ha37°C
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Xbal i Xhol 3 ulde Tampod 2 10x
3 pl de BSA 10x,
1yl Xbali1 ulde Xhol
3 ug pRRL cherry
H20 fins a 30ul
3ha 37°C, guardar a -20°C
SnaBli Xhol 3 ultampd 4 10x
3 ul BSA 10x
1 ul Xhol'i 1 pl SnaBlI
3 ug pRR eGFP
H20 fins 30ul

Digestié de comprovacio de la lligacio:

BamHI 3 plde Tampd 3 10X
3 ul de BSA 10X,
Tyl BamHI
8 ul de pRR Cherry-hTERT o 8 ul de pRR Cherry relligat
H20 fins a 30ul
2h a 37°C, guardar a -20°C

Hpa l 3 ulde Tampo 4 10X
3 ul de BSA 10X,
1yl Hpal
8 ul de pRR GFP-SV40 o 8 ul de pRR GFP relligat
H20 fins a 30ul
2h a 37°C, guardar a -20°C

SnaBl 3yl de Tampd 4 10X
3 ul de BSA 10X,
1 ul SnaBlI
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4 pl de pRR Cherry-hTERT o 8 pl de pRR Cherry relligat
H20 fins a 30ul
ON a 37°C
Purificar producte amb QIAquick Gel Extraction Kit (Cat No 28706, Qiagen)

Sall 3yl de Tampd 3 10X
3 ul de BSA 10X,
1 ul Sall
23 ul de pRR Cherry-hTERT o 8 ul de pRR Cherry relligat
H20 fins a 30ul
2ha37°C

Seqiiencia d'oligonucleotids utilitzats per amplificar els diferents gens per PCR
Ttag

SV40_FW CCAGAAGAAGCAGAGGAAACTA
SV40_RV CCAAGTACATCCCAAGCAATAAC

hTERT

hTERT_FW CTCCATCCTGAAAGCCAAGAA
hTERT_RV AGTCAGCTTGAGCAGGAATG

GAPDH

gapdh_FW AGCCACATCGCTCAGACAC
gapdh_RV GCCCAATACGACCAAATCC

Script macro Fiji/Image)

//v4.0

// QUANTIFICACIO DE NOMBRE | MIDA DE LES COLONIES CRESCUDES EN ANCHORAGE ASSAY
//

//Millores respecte v3.2:

//Elimino el producte de I'Analyse particles que em generava tantes imatges que no guardava.
//Aix0 redueix el volum d'arxius oberts simultaniament i espero poder analitzar més imatges
seguides sense que es bloquegi el programa.

//Glosari:
//waitForUser: apareix una finestra emergent que atura la macro fins que apretes OK.
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//getFileList: fa una llista dels arxius que hi hagi al directori anteriorment seleccionat, en el meu
cas 'dirl"

//listlenght: conta quants arxius hi ha a la llista d'arxius del directori.

//i<list1.lenght: repeteix el loop tantes vegades com arxius tinc a la carpeta. Suposo que es pot
posar un nombre fix.

//i++:no tinc niidea de que fa -_-

waitForUser(("Tros de llondro! Has guardat els resultats obtinguts en la analisi anterior? Si no els
guardes es perdran quan premis OK!");

waitForUser("Has escalat la imatge?  124px =200um  2219,35x1674,19um (1376x1038); 16-
bit; 2,7MB");

f=File.open("/Users/joanrepulles/Desktop/Resultados_macro.xls");
print(f,"Foto" + "\t" + "Area");

dirl=getDirectory("Carpeta on hi ha NOMES les imatges a analitzar (sense altres arxius!)")
run("Set Measurements...", "area mean standard modal min centroid center perimeter bounding
fit shape feret's integrated median skewness kurtosis area_fraction stack limit redirect=None

decimal=0");
//Aqui comenca el loop!

list1=getFileList(dir1);
for (i=0; i<list1.length; i++) {
imgName=getTitle();

MyID=getimagelD();
selectimage(MyID);
run("Duplicate..", "imgName");
MyID1=getimagelD();
selectimage(MyID1);

setAutoThreshold("Minimum dark");
run("Threshold...");

waitForUser("TH");

run("Convert to Mask");

run("Invert");

selectWindow("Threshold");

run("Close");

run("Analyze Particles...", "size=250-Infinity circularity=0.00-1.00 display exclude clear
include");

if (isOpen("Results")) {
selectWindow("Results");
for (j=0; j<nResults; j++) {
a=imgName;
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b=getResultString("Area" j);
print(f, a+ "\t"+ b);
}

}

selectimage(MyID);

run("Open Next");

selectimage(MyID1);

run("Close");

selectlimage(MyID);

}

File.close(f)
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La radiacio s'utilitza actualment en multiples procediments tant amb
finalitats medico-diagnostiques com de tractament. Tanmateix, I'exposicié
a radiacié ionitzant pot causar I'acumulacié de mutacions al DNA de les
cel-lules irradiades que poden promoure la tumorigénesi. La transformacio
tumoral és un procés que en alguns casos pot durar décades abans no es
manifesti, existint estadis intermedis on el procés de transformacio s'ha
iniciat pero encara no ha donat lloc a cel-lules capaces de formar un tumor.
En aquest sentit, en la present tesi doctoral es pretén investigar l'efecte de
radiacio ionitzant sobre cél-lules epitelials mamaries humanes sanes i
parcialment transformades.

La glandula mamaria és un organ sovint exposat a radiacié ionitzant i un
dels teixits que permet amb més facilitat 'obtencié de teixit sa per finalitats
experimentals. Per tal d'estudiar I'efecte de la radiaci6 sobre les cel-lules
epitelials mamaries s’han derivat cultius primaris de BPECs (Breast Primary
Epithelial Cells) a partir de teixit mamari sa provinent de dues donants. Un
cop establert el cultiu, s'ha modificat el genoma d'aquestes cel-lules de
forma dirigida transduint-les amb els elements génics Ttag i hTERT per
obtenir cél-lules en procés de transformacio, i amb Ttag, hTERT i HRAS per
tal de transformar-les completament de forma experimental. Un cop
establerts i caracteritzats, els cultius s’han exposat a dosis de radiacié
ionitzant d'entre 0,25 i 2 Gy i s'ha valorat I'adquisicié de caracteristiques
tumorals degudes a I'exposici6 a la radiacié. Concretament, s’ha estudiat
I'efecte de radiacio en la capacitat de créixer amb independéncia d'ancoratge,
la formacio d'estructures organitzades en cultius tridimensionals en
Matrigel i el perfil d’expressié genica de les cel-lules sanes i parcialment
transformades.

Les cél-lules parcialment transformades van presentar un increment de la
capacitat de formar colonies en agar 8 setmanes després d'irradiar-les amb
0,5 Gy o 2 Gy, en funcio de la donant. En una de les dues donants també es
va observar una disminucié de la capacitat de formar estructures
tridimensionals polaritzades per part de les cel-lules parcialment
transformades i irradiades. En conjunt, els resultats obtinguts han
demostrat una resposta amb diferent grau de sensibilitat per part dels
cultius derivats de les dues donants analitzades, suggerint possibles
diferencies interindividuals davant la resposta a la radiacié. De manera més
important, en les dues donants es va observar una major susceptibilitat davant
la transformacio radioinduida per part d’aquelles cél-lules que havien iniciat
el procés de transformacié de forma experimental, requerint menys dosi
que les cél-lules no transduides.
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