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ABREVIATURAS

A

AKT: Proteina kinasa B

BL1: Fenotipo basal tipo 1

BL2: Fenotipo basal tipo 2
BRCA1/2: Breast cancer type 1/2
BSA: Bovine serum albumin

avp3 integrin: Alpha-v beta-3 integrin

CDI: Carcinoma ductal invasivo
CM: Medio condicionado
CM/BC: Cancer de mama/ Breast cancer
CMF: Citometria de flujo
CS: Condroitin sulfato

D
DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

DS: Dermatéan sulfato

ECM: Extracelular matriz
EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid/ Acido etilendiaminotetraacético
EGFR: Epidermal growth factor receptor
ER/RE: Estrogen receptor/ Receptor de estrogenos
F

FACS buffer: Tampon FACS (BSA al 2 % (p/v), EDTA 4 mM en PBS)



FAK: Focal adhesion kinase/ Kinasa de adhesién local

FBS: Fetal Bovine Serum/ Suero fetal bovino

G
GAGs: Glucosaminoglicanos sulfatados
gBRCAmM: Germline Brca-mutated
gen p53: Gen de la proteina tumoral p53

H

HER2: Human epidermal growth factor receptor 2
HS: Heparan sulfato
HSPGs: Heparan sulfate proteoglycans/ Proteoglicano heparan sulfato
|
IGF1R: Insulin-like growth factor 1 receptor
IHQ: Inmunohistoquimica
ITGB3: Integrin Subunit Beta 3
K
Ki67: Antigeno Ki67/ indice de proliferacion celular Ki67
L
LAR: Fenotipo luminal con receptores de androgenos
M
M: Fenotipo mesenquimal
MARN: ARN mensajero
MDA-MB-231: Linea celular de cancer de mama triple negativo
MET: Mesenchymal-epithelial trasition
MIiARN: Micro ARN

MTOR: Mammalian Target of Rapamycin



MVB: Multivesicular bodies/ Cuerpos multivesiculares
N
No-CM: No medio condicionado
NT4: Neurotrophin 4/ human gene NTF4
P
P/S: Penicillin-Streptomycin/ penicilina-estreptomicina
p/v: Relacion peso/volumen
PBS: Phosphate-buffered saline
PBS/EDTA: Phosphate buffered saline/ Ethylenediaminetetraacetic acid
PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa
PD L1+: Programmed cell death-ligand 1
PI: loduro de propidio
PI3K: Fosfatidilinositol3-kinasa
PR: Progesterone receptor

Q

gPCR: PCR cuantitativa o PCR a tiempo real

R
RA/AR: Receptores de andrégenos
RE: Receptores de estrogenos
RP: Receptores de progesterona

S

SDC1: Syndecan-1
SDC4: Syndecan-4
SIRNA: Small interfering RNA

siSDC1: siRNA de Syndecan-1



siSDC4: siRNA de Syndecan-4

SOC: Standard of care

TNBC: Triple negative phenotypic tumors

v/iv: Volumen/volumen

VE/EV: Extracellular vesicles

Wnt: p-catenin



ABSTRACT

Introduction: Breast cancer is one of the most commonly diagnosed cancers worldwide. 90%
of death are caused by metastasis. It is believed that if we can stop the microenvironment
formation, tumor cells won’t be able to grow into a metastasis.

Objective: Identify or discard SDC1 and SDC4 as a possible targets of NT4 and evaluate the
effect of the composite NT4-Biotin.

Method: We used techniques such as siRNA with the most likely candidates, and studied the
effectiveness of NT4 with the addition of Biotin so we will be able to use it in a future
experiments.

Results: SCD1 and SCD2 were discarded as a possible target of NT4. A protein pull-down
will be needed to find the most likely candidate. NT4-Biotin, has shown its efficacy in the
reduction of the exosomes uptake, but we needed to double the quantity to compare it with the
results of NT4 alone.

KEY WORDS: Breast cancer, metastasis, exosomes, Heparan sulfate proteoglycans (HSPG),

NT4-Biotin, Heparin.
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RESUM

Introduccio: El cancer de mama, es el cancer diagnosticat amb més freqtiéncia al mon. E1 90%
de les morts son degudes a metastasis. Es creu que si s’aconsegueix aturar la formacié del
microambient, les cel-lules tumorals no seran capaces de formar metastasis.

Objectiu: Confirmar o descartar a SDC1 i SDC4 com a possibles dianes del péptid NT4 i
avaluar I’efecte del compost NT4-Biotina.

Metode: Es fan servir tecniques com siRNA dels candidats més prometedors i es comprova la
eficacia del compost NT4 conjugat amb Biotina per la seva futura utilitzacio.

Conclusions: SDC1 i SDC4 es varen descartar com a possibles dianes del NT4. Sera necessari
realitzar un assaig de precipitacio de proteines per trobar el candidat més idoni. EI NT4-Biotina
ha demostrat ser efica¢ en la reduccio de la captaciéo d’exosomes, pero necessitem doblar la
quantitat del compost per a produir el mateix efecte que amb només NT4.

PARAULES CLAU: Cancer de mama, metastasis, exosomas, proteoglica heparan sulfat

(HSPG), NT4-Biotina, Heparina.
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RESUMEN

Introduccion: El cancer de mama es el mas frecuentemente diagnosticado en el mundo. El
90% de las muertes son ocasionadas por metastasis. Se cree que si se consigue frenar la
formacion del microambiente, las células tumorales no seran capaces de formar metastasis.
Objetivo: Confirmar o descartar SDC1 y SDC4 como posibles dianas del péptido NT4 y
evaluar el efecto del compuesto NT4-Biotina.

Meétodo: Se utilizan técnicas como siRNA de los candidatos mas prometedores y se prueba la
eficacia del compuesto NT4 conjugado con Biotina para su futura utilizacién en un ensayo de
precipitacion de proteinas.

Conclusiones: SDC1 y SDC4 se descartaron como posible diana del NT4. Sera necesario un
ensayo de precipitacion de proteinas para encontrar el candidato adecuado. EI NT4-Biotina ha
mostrado ser eficaz en la reduccion de la captacion de exosomas, pero es necesario el doble de
cantidad para producir el mismo efecto que con NT4 solo.

PALABRAS CLAVE: Cancer de mama, metastasis, exosomas, proteoglicano heparan sulfato

(HSPG), NT4-Biotina, Heparina.
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1.INTRODUCCION

El cancer de mama, es el cancer mas frecuentemente diagnosticado en el mundo 2-3ly la
primera causa de muerte por cancer en mujeres en Espafia *4l, Las metastasis, migracion de
las células tumorales del sitio primario al sitio secundario, ocasionan el 90% de las muertes en
el cancer de mama 71, A pesar de los avances y los diferentes tratamientos, la supervivencia
de los pacientes diagnosticados con metéastasis sigue siendo un desafio 2811,

La metéastasis es un proceso que engloba maltiples etapas: [°-81012-19] (véase figura 1).

La 6rgano especificidad, afinidad por determinados 6rgano en el momento de generar
metéastasis, se denomina organotropismo. Esta seleccion del 6rgano diana no es al azar, las
células solamente colonizan aquellos 6rganos con microambientes favorables para su
crecimiento. El cancer de mama sistémico metastatiza en pulmon, hueso, higado y cerebro, los
cuales, no tienen una conexion directa con el tejido mamario. Por lo que, aunque la circulacion
puede explicar una parte de la seleccion, son necesario otros mediadores para completar la
progresion. 610161 Cada etapa viene condicionada por la interaccion de las células tumorales
con el microambiente, el cual, condiciona su seleccion y progresion P68, En esta interaccion,
las vesiculas extracelulares (VE) secretadas por el tumor primario tienen un papel muy
relevante 571 La siembra metastasica puede ser monoclonal (single-cells) o policlonal
(clusters), estos dos modelos se diferencian en nimero, morfologia, sefializacion y mecanismos
de supervivencia. La mayoria de estudios sugieren que los clusters presentan mayor capacidad
para la supervivencia, lo que contribuiria a explicar la heterogeneidad tanto intratumoral como
intertumoral [781314.18-241 ' Depido a que cada tumor es Unico, la medicina personalizada tendré

un papel relevante en un futuro™®l, (Véase anexo Figura suplementaria 1).
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1.2. CANCER DE MAMA

El cancer de mama (CM) no es una Unica enfermedad, sino un conjunto heterogéneo de
entidades con caracteristicas bioldgicas, patoldgicas e implicaciones clinicas diferentes [2°],
Afecta en su mayoria a mujeres, siendo la prevalencia en hombres del 1%,

En los ultimos afios ha habido un cambio de paradigma, ya que se ha demostrado que la
respuesta al tratamiento no viene determinada principalmente por criterios histopatoldgicos,
sino por las caracteristicas moleculares intrinsecas. Por ello, la clasificacion de referencia es la
clasificacion molecular basada en los perfiles de expresién génica, pero su uso es limitado,
debido a su dificultad y a su alto coste economico. Como alternativa se utiliza la clasificacion
IHQ (inmunohistoquimica)*62527-2%1 En funcién de los marcadores inmunohistoquimicos
(RE, RP, HER2 y Ki67) se distinguen 5 subgrupos: luminal A, luminal B HER2+, luminal B
HER2-, HER+ y triple negativo (TNBC) [262° E| de mejor prondstico y con una tasa de

supervivencia mayor es el luminal Al (Véase anexo Tablas A).

1.2.1. SUBTIPO TRIPLE NEGATIVO

El subtipo triple negativo (TNBC), representa el 10-15% de todos los casos de cancer de mama.
En comparacion con los otros subtipos, debido a su agresividad, es el de peor pronostico. Se
caracteriza por no expresar ER, ni PR y presentar bajos niveles de expresion de HER2. Este
déficit, lo convierte en no respondedor a terapias hormonales o antiHER2 [1:2527:30-331 '3 sjdo
relacionado con mujeres afroamericanas, mujeres jovenes (<50 afios), portadoras de la
mutacion BRCA1/2 [131-331 | a tasa de supervivencia a los 5 afios es del 11% para aquellos que
han generado metastasis y del 65% para aquellos regionales. !

Basado en su gran heterogeneidad a nivel molecular las clasificaciones mas recientes lo dividen
en cinco subgrupos: fenotipo basal tipo 1, fenotipo basal tipo 2, fenotipo mesenguimal, fenotipo

luminal con receptores de androgenos 25271, (véase anexo Tablas B).
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El actual standard of care (SOC) para los diagndsticos tempranos es quimioterapia
neoadyuvante, seguida de cirugia®®*°. Para los pacientes que sufren recaidas o TNBC
refractario, no hay un régimen estandar de quimioterapia. Aunque es quimiosensible, presenta
baja respuesta al tratamiento, rapidas recaidas y son comunes las metastasis de cerebro y
visceras [12527:3031 Encontrar nuevos tratamientos, tanto para los estadios iniciales como los

avanzados, es un reto en la actualidad 3%,

1.1. VESICULAS EXTRACELULARES (VEs)

Las VEs son un grupo heterogéneo de vesiculas membranosas que incluyen exosomas,
ectosomas y microvesiculas.’>*1 La principal diferencia entre los subtipos de EVs es el origen
21, En el interior de estas vesiculas encontramos diferentes moléculas como proteinas,
miARNs, mARN, ARNSs no codificantes, ADN, y lipidos 71, Su contenido permite a las
vesiculas modificar el microambiente tanto de forma local como a distancia, permitiendo al
tumor primario evolucionar y diseminarse 251 (véase figura 1). Sin embargo, muchos de los

mecanismos utilizados por las EV todavia no se conocen 5171,

1.1.1. EXOSOMAS
Debido a su baja inmunogenicidad y su capacidad para migrar a lugares remotos, los exosomas
han sido propuestos por diferentes estudios, como posibles candidatos para el diagnostico no

invasivo (biomarcadores®*) del cancer y para su tratamiento (nanotecnologia médica) 2571,

1.1.2.  INTEGRINAS
Las integrinas son heterodimeros formados por proteinas helicoidales transmembrana, que
median con la adhesion a la ECM [11.353681 Aynque todavia se desconocen sus funciones
moleculares exactas, se ha relacionado ITGB3 con la resistencia tumoral al estrés y la

progresion metastésica en el cancer de mama triple negativo (TNBC) 61,
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1.1.3. PROTEOGLICANO HEPARAN SULFATO
Los proteoglicanos heparan sulfato (HSPGs) son glicoproteinas unidas de forma covalente a
una o mas cadenas de heparan sultato (HS), un tipo de glucosaminoglicanos sulfatados (GAGS)
[37.38] (véase anexo Figura suplementaria 2 y anexo Tablas C) Cuando los GAGs se encuentran
unidos a proteinas se denominan proteoglicanos £,
Debido a su gran diversidad estructural, el HSPG es capaz de interactuar con una gran
diversidad de ligandos *4% y lo que lo convierte en diana para diferentes tratamientost*l. Las

diferentes funciones que se conocen estan representadas en anexo Figuras suplementarias 3.
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Figura 1. Representacion de la cascada metastasica junto con la comunicacion intercelular

gue se produce a nivel del HSPG, ITGB3 y exosomas. Ampliacién en anexo Figuras

suplementarias 4. Adaptacion basada en [*341 Creado con BioRender.com
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. 3.0BJETIVOS |

Tabla 1. Objetivos principales y secundarios.

1.0BJETIVOS
PRINCIPALES

1. OBJETIVOS

SECUNDARIOS

Estudiar la relacion entre las vesiculas )
extracelulares con la formacion de
metastasis, asi como sus interacciones
a nivel molecular con las células
receptoras. )

(Estudiar los posibles targets de NT4.)
Estudiando el efecto de la down
regulacion de los candidatos méas

factibles (SDC1y SDC4) mediante

SiARN, en un ensayo de captacion
de vesiculas para comparar dicho

_ efecto con el inhibidor. Y,

Valorar la reduccién de metastasis

/" Estudiar todas las proteinas que se
bloqueando la comunicacion

puedan asociar a NT4 y por ello ser
posibles targets. Para ello, sera intercelular, al inhibir la captacion de
necesario evaluar el efecto del DAL )
péptido NT4 conjugado con biotina
para determinar su utilidad en un
futuro ensayo de precipitacion de
\_ proteinas. )

4. MATERIAL Y METODOS

5.1. CULTIVO CELULAR

4.1.1. LINEA CELULAR
MDA-MB-231: Obtenida a partir de una muestra de un derrame pleural de una paciente
caucasica de 51 afios, fallecida a causa de un carcinoma ductal invasivo (CDI) en 1973. Es
comunmente utilizada para realizar estudios in vitro del cAncer de mama invasivo. A esta linea

celular se la conoce como triple negativo (ER -, PR -, HER2 -) [29:30],

4.1.2. CONDICIONES DEL CULTIVO CELULAR
Células MDA-MB-231 se cultivaron en DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)
(Gibco™-Invitrogen™), complementado con 10 % (v/v) de suero fetal bovino (FBS) (Biowest)

inactivado por calor y 1 % (v/v) de penicilina-estreptomicina (P/S) (10.000 U/mL) (Gibco™).



Estas se sembraron en diferentes placas segln el experimento, y se mantuvieron a 37°C y 5%
de CO2 en un incubadora humidificada.

Para el aislamiento de exosomas, se cultivaron células MDA-MB-231 en DMEM
suplementado con FBS al 0,5 % (v/v) y P/S al 1 % (v/v). EI FBS utilizado para el aislamiento
de exosomas se ultracentrifug6 previamente a 100.000 g durante 70 minutos, a 4°C; con la

finalidad de eliminar las vesiculas propias del suero.

4.1.3. DISOCIACION CELULAR
Las células se lavan con PBS (phosphate buffered saline). A continuacion, se afiade TrypLE
Express Enzyme (Gibco, ThermoFisher) y se incuba. Despues se centrifuga. Finalmente se

aspira el sobrenadante y se resuspende el pellet en medio fresco. (\Véase anexo protocolos 9)

4.1.4. CONTEO CELULAR
Una vez resuspendido el pellet de células, se mezclan 10 pL de solucién celular con 10 pL de
Trypan Blue Stain (ThermoFisher). La mezcla se carga en una camara de conteo celular

(Countess-Invitrogen) y se introduce en el contador automatico (Countess 11, Invitrogen).

5.2. OBTENCION DE EXOSOMAS

5.2.1. AISLAMIENTO DE EXOSOMAS
Los exosomas se aislaron mediante diferentes pasos de ultracentrifugacion y el pellet final

obtenido se resuspendié en 200 pL de PBS. (Véase anexo Protocolos 4).

5.2.2. CUANTIFICACION DE EXOSOMAS

La cuantificacion de exosomas se hace siguiendo el método de cuantificacion de proteina del

Kit Pierce BCA (23227), de Thermo Fisher Scientific.

5.2.3. TINCION DE EXOSOMAS
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Para los ensayos de captacion de exosomas, los EVs purificados se tifieron con fluorescencia
usando el PKH26 Red Fluorescent Cell Linker Midi Kit (Sigma.Aldrich). (Véase anexo

protocolos 8)

5.3. ENSAYOS IN VITRO

5.3.1. SIARN SDC1 Y SDC4
Al cabo de 24 horas se comprueba que la confluencia es la deseada (60-70%) y se procede a

la transfeccion de los siARNSs. (Véase anexo Protocolos 1).

5.3.2. ENSAYO DE CAPTACION DE EXOSOMAS
Las células se disociaron de la placa con TrypLE™ Express Enzyme (Gibco™), este se
neutralizo con tampon FACS (BSA al 2 % (p/v), EDTA 4 mM en PBS). Las células no viables
se tifieron con ioduro de propidio (P1) (5 pg/mL) y se analizaron en un instrumento

FACSCalibur con FACSDiva integrado. (Véase anexo Protocolos 5).

5.3.3. ENSAYO DE FORMACION DE COLONIAS
Las células se tifieron con cristal violeta y se procedié a su disolucion con acido acético (\Véase

anexo Protocolos 6).

5.3.4. ANALISIS ESTADISTICOS
Todo los datos son paramétricos y fueron calculados utilizando Microsoft Excel software. Las
diferentes concentraciones utilizadas asi como el significado del color de los ensayos estan

reportados en la leyenda de las graficas.

6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. RESULTADOS PREELIMINARES DEL GRUPO
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El objetivo de esta linea de investigacion es identificar la diana del compuesto NT4 relacionada
con la captacién de exosomas, entre los 19 tipos de HSGPs (véase anexo Tablas C). Acorde a
la literatura, los candidatos que se consideran mas probables, son SDC1 (syndecan-1) y SDC4
(syndecan-4). La comprobacion de la regulacion a la baja de Syndecan-1 y Syndecan-4
mediante siARNSs se llevo a cabo mediante la realizacién de una qRT-PCR. Los resultados de
la gRT-PCR se observan en la anexo figura suplementarias 5 y anexo tablas D. Los resultados
mostraron una disminucién a nivel del ARN de las proteinas diana. Por ello, suponemos que
tenemos también regulacion a la baja de SDC1 y SDC4 a nivel de proteina.

Una vez verificado el efecto de siSDCL1 y siSDC4, se procedio a realizar el ensayo funcional
de captacion de vesiculas para comparar el efecto de la disminucion de SDC1 y SDC4 al efecto

conocido de NT4.

6.2. RESULTADOS

6.2.1. ENSAYO CAPTACION DE EVS EN SIARN DE SDC1 Y DE SDC4
Los resultados obtenidos se pueden observar en anexo figuras suplementarias 6 y anexo tablas
E. Los datos se relativizaron al control y se encuentran representados en anexo figuras
suplementarias 7 y anexo tablas F. El protocolo se encuentra descrito en anexo Protocolos 2.
En los resultados, observamos que la regulacién a la baja de Syndecan-1y Syndecan-4 no
mimetizaron el efecto del compuesto NT4 en cuanto a la prevencion de captacion de

vesiculas extracelulares.

6.2.2. NT4-BIOTINA
Para continuar con la identificacion de la diana del péptido NT4, se desea proceder a hacer un
ensayo de pulldown, para precipitar y posteriormente analizar aquellas proteinas que
interaccionen con este compuesto. Para ello, se dispone de NT4 unido a biotina. El ensayo se

basa en la afinidad de la biotina por la estreptavidina, para purificar aquellas proteinas unidas
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a nuestro compuesto de interés mediante una columna de estreptavidina y posteriormente llevar
a cabo un analisis de espectrometria de masas.
Para el estudio del compuesto NT4-Biotina se sigui6 el siguiente esquema:

EVs Uptake:
— g
Repeat NT4-Biotina
vs.
NT4

Discard possible

problems with the Optimum

product (storage, concentration?
use...)

EVs Uptake:
— Different doses of

NT4-Biotin

Toxicity? I
Effect in colony

formaton?

i =
Toxicity essay C::lo?)?:;zl’_? n — Clonogenic

Figura 2. Esquema del algoritmo.

En primer lugar, se debe comprobar que el efecto del compuesto NT4-Biotina es el mismo que
el observado con el compuesto NT4 solo. Para ello, se llevé a cabo un ensayo de captacion de
vesiculas, en el cual se utiliza heparina como inhibidor clasico de HSPG. Los resultados se
pueden observar en Figura 3 y anexo Figuras suplementarias 8. En los resultados observamos,
gue el efecto del compuesto NT4 unido a biotina es mas leve que el del compuesto NT4
original. Tras observar este efecto, decidimos llevar a cabo otro ensayo de captacion de
exosomas con la finalidad de optimizar la dosis a la cual observamos el efecto maximo.

Para ello, se realiz6 un ensayo de captacidbn de exosomas elevando las diferentes
concentraciones del compuesto NT4-Biotina. Los resultados del CMF se muestran en anexo
Tablas H y anexo Figuras suplementarias 9. La representacion grafica se pueden observar en
Figura 3. En los resultados observamos que, la dosis de 20 uM de NT4 conjugado con Biotina
bloquea la captacidén de exosomas hasta los niveles previamente descritos con el péptido
NT4 a 10 uM. De modo que el NT4-Biotina mostré una reduccioén en la captacion de

exosomas, aunque necesité el doble de cantidad para conseguir el mismo efecto que con NT4.
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Esto podria deberse a la multimericidad, la unién de las dos moléculas de biotina al tetramero

del NT4 impide la utilizacion de los cuatro lugares de union. Este efecto se confirmoé de nuevo

mediante un tercer ensayo de captacion de exosomas, descrito en anexo Protocolos 5.

A NT4 vs. NT4-Biotina
12

1
08
06
04
0'2 .

Heparin NT4 30 NT4 25 NTL 0625 NT& B-.ﬂ n VTA l'Lol in ‘JT- Dolﬂ

Relatws o control

EVs Uptake assay

0,50
0,00 ‘
\\o

Q«’g & \ \ é\

Trzatments

Figura 3. (A) Comparacién de la efectividad entre NT4 conjugado con Biotina y NT4

(Anexo tablas G); (B) Ensayo de captacién de exosomas con Heparina y diferentes

concentraciones de NT4-Biotina (Anexo tablas I).

Una vez establecida a 20 uM la concentracion dptima del compuesto NT4-biotina, se procede

a realizar un ensayo de formacion de colonias para observar si este tratamiento previene el

crecimiento clonal a partir de una Gnica célula, simulando asi, un experimento mas préximo al

proceso metastasico. El protocolo se encuentra descrito en anexo Protocolos 6 y los resultados

en la figura 4.1.

NT4-Biotin Clonogenic 2

Frash medun Constioned medam
= = NTL

Figure 4. 4.1.Clonogénico tefiido de cristal violeta: NT4-Biotina 20 uM. 4.2 Clonogénico

grafica: NT4-Biotina 20 uM (Véase anexo Tablas J y K). La primera superior representa las

células tratadas en medio fresco: (A) H20, (B) Heparina, (C) NT4-Biotina 20 uM, y la linea
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inferior representa las células tratadas con medio condicionado (CM): (D) H20, (E) Heparina,

(F) NT4-Biotina 20 pM.

Los resultados en la fila inferior (estimuladas con CM) son, un incremento de la formacion de
colonias en los pocillos control (H20). La heparina, un inhibidor clasico de HSPG no es capaz
de prevenir esta estimulacion, de modo que observamos el mismo incremento de colonias que
el control. En cambio, en los pocillos tratados con NT4-Biotina encontramos una

disminucion de la capacidad de formacién de colonias.

A continuacion, se disolvio el cristal violeta con acido acético al 15% y se cuantificoO mediante
absorbancia. Los resultados se muestran en la figura 4.2. Los resultados muestran que el
tratamiento con heparina no es capaz de prevenir la estimulacion de la formacion de colonias
en afiadir medio condicionado, aunque en los ensayos por citometria si que mostraba la
capacidad de bloquear la captacion de vesiculas. Esta diferencia en los resultados puede ser
debida a que la heparina tiene una baja estabilidad en las condiciones de cultivo celular. En
este caso, si las células sobreviven el tiempo suficiente, una vez degradada la heparina, estas
podrian captar los factores estimulantes del medio condicionado, pudiendo asi, crecer de forma
parecida al control, o con un ligero retraso en el tiempo. En las células tratadas con NT4-
Biotina, al bloquear la formacion de colonias dependiente de vesiculas, deberiamos esperar
niveles parecidos en la presencia o ausencia de medio condicionado. A pesar que este efecto se
dé, y que observemos un namero de colonias similar con o sin CM, debemos tener en cuenta
que se observa una disminucién de la formacion de colonias incluso sin medio condicionado
respecto al control. La causa de este efecto se debe investigar en futuros experimentos,
proponiéndose dos hipotesis:
1. Eltratamiento con NT4-Biotina reduce la viabilidad celular.

2. El tratamiento con NT4-Biotina afecta a la funcion de adhesién de la ITGB3.
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En el anexo Protocolos 7 se sugiere un experimento sobre la toxicidad, para distinguir los
posibles efectos mencionados. En este se pretende mantener la adhesion celular a las placas
mediante un recubrimiento de coladgeno, un compuesto de la matriz extracelular independiente
de la ITGB3. De este modo, si el tratamiento con NT4-Biotina redujera el nimero de células,
se descartaria la hipdtesis sobre que este compuesto afecte a la adhesion mediante ITGB3 y se
investigaria el efecto sobre la viabilidad o proliferacion celular.

Es importante tener en cuenta que los efectos adversos admitidos en tratamiento oncoldgico
suelen ser mayores que en el resto de patologias dado que el beneficio supera el riesgo, de

modo que, a pesar que el compuesto mostrara una cierta toxicidad, habria que estudiarlo en

detalle antes de descartarlo.

7. CONCLUSIONES

1. La aplicacion del péptido NT4 previene la captacion de exosomas y por tanto la
comunicacion celular en un modelo de carcinoma de mama.

2. En el estudio preliminar de los posibles factores que interactian con NT4, la down
regulacion de la expresion de dos posibles targets como son Syndecan-1 y Syndecan-4
mediante siARN no demostro reducir la captacion de vesiculas extracelulares. De
modo que SDC1 y SDC4 quedan descartados de los HSPGs candidatos a ser la diana
del compuesto NT4.

3. Con objetivo de identificar el factor diana de NT4 responsable de la inhibicién de la
captacion de exosomas se esta en proceso de realizar el pulldown de proteinas. Para la
realizacion de este ensayo es necesario la conjugacion de NT4 con biotina.

4. EI compuesto NT4 conjugado con biotina es activo in vitro, presentando un efecto

Optimo a la concentracion de 20 puM, el doble que la concentracion requerida para el
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compuesto original NT4. Esta diferencia podria ser a causa de la pérdida de dos de los
cuatro lugares de union del compuesto a la diana, por la conjugacion con la biotina.
5. EIl péptido NT4-Biotina podria ser util para la realizacion de un pulldown en la

identificacion de la diana del compuesto NT4.
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10. ANEXO PROTOCOLOS

MATERIALES DE USO GENERAL:

- Micropipetas de volumen variable: - Tubos Eppendorf de 1.5 mL.

o 1-10 uL. - Pipeteador Pipetus ™

o 20-200 pL. - Pipetas serologicas estériles:

o 100-1000 pL. o 5mL.

- Puntas correspondientes para cada o 10 mL.

micropipeta - Rotulador permanente Staedtler F.
- Placas de cultivo de: - Temporizador.

o 6 pocillos. o 24 pocillos.

REACTIVOS DE USO GENERAL:
- DMEM (Dulbecco’s modified Eagle médium).
- FBS (Fetal Bovine Serum).
- FBS (EVs depleted).

- PBS (Phosphate-Buffered Saline).

FARMACOS
- Heparina: inhibidor clasico de HSPG [*
- NT4, imita los ligandos de union a heparina 14431

- NT4-Biotina.
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1.SIARN SDC1 Y SDC4

Para ello, se preparan 2 eppendorfs por cada condicion: en el primero, se mezlan suavemente
6 ul de Lipofectamine ™ RNAIMAX en 250 ul del medio reducido Opti-MEM®; en el
segundo eppendorf, se diluye el sSiARN correspondiente en 250 ul del medio reducido Opti-
MEM ®. Se debe diluir la cantidad necesaria de siARN para que la concentracion final en los
2 mL del cultivo sea de 100 nM. A continuacién, se combinan las soluciones en un Gnico tubo
y se deja incubar la mezcla 20 minutos a temperatura ambiente. En el tiempo de incubacion,
se retira el medio de las placas y se sustituye por 1,5 mL de medio sin antibiético (para mejorar
la eficiencia de la transfeccion). Finalmente, se agrega la mezcla anterior a cada pocillo y se
mezcla suavemente la placa balanceandola hacia adelante y hacia atrés. Se devuelve la placa
al incubador y se esperan 48 horas para comprobar el efecto del SIARN o proceder a los ensayos

funcionales (ensayo de captacion de vesiculas).

2. CAPTACION DE SIRNA SDC1 Y SDC4 — UPTAKE SIRNA
SDC1Y SDC4

Tras 48 horas de la transfeccion de los siARNs para SDC1 y SDC4, se llevé a cabo un ensayo
de captacion de exosomas. Las células se incubaron durante 3 horas con exosomas marcados

fluorescentemente y posteriormente se analizaron mediante citometria de flujo.

1.1. MATERIALES:

- PBS/EDTA. - FACS buffer.
- Tryple o tripsina. - Tubo de Citometria.
- PBS.

1.2. PROCEDIMIENTO:

Dia 1: Sembrar 300.000 células por pocillo en placas de 6 pocillos.
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Dia 2: Transfectar.
Dia 4: FACS.

1. Afadir los exosomas al medio: preferiblemente, renovamos el tratamiento en el
momento de afiadir los exosomas. Para ello, disolvemos los exosomas en el medio total
que necesitamos para tener la misma concentracion de exosomas en cada condicion. A
continuacion, disolvemos los tratamientos en 2mL de este medio con exosomas y lo
afiadimos a cada pocillo.

2. Incubar 3h a 37°C.

3. Una vez han pasado las 3h (se puede hacer fuera de la campana, no necesitamos
esterilidad), aspirar el medio y lavar con PBS. Aspirar el PBS, y afiadir 200 uL de
Tryple para disociar las células. En este caso, las vesiculas internalizadas son las que
daran sefial de fluorescencia, por tanto, es un marcaje intracelular, no importa qué
solucion de disociacion usemos.

4. Una vez las células estan despegadas de la placa, neutralizar con 800 uL de FACS
buffer (2 % BSA (2gr); 100mL PBS; 4 mM EDTA (1,6 mL EDTA 0,25M)) y recoger
las células en eppendorfs.

5. Centrifugar a 400 g por 5 minutos, aspirar el sobrenadante, resuspender las células en

200 uL de FACS buffer y transferir a un tubo de citometria.

4 N

Heparina

. J

Figura 6. Muestra de la rotulacién de la placa de 6 pocillos.
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3. CITOMETRIA DE FLUJO

El grupo de investigacion utiliza loduro de Propidio como marcador de viabilidad, pero se

podria utilizar otro, siempre y cuando no interfiera con el tinte de los exosomas.

3.1. ANALISIS DE DATOS

El analisis de datos se realiza por seleccion de poblaciones. Estas serian las poblaciones

seleccionadas:

Tabla 2. Estrategia de seleccion de poblaciones para el analisis de captacién de exosomas.

1) FSC-H/FSC-A - Singlets (Células que se encuentran

solas, sin formar clusters)

250K =
200K =

150K =

Comp-FSC-H

100K =

50K =

0"

l‘"' AR REERN REREE RRLRY RRERS B

0 100K 200K

FSC-A

2) SSC-A/FSC-A > Células sin restos

celulares.

Comp-SSC-A

0 100K 200K

FSC-A

3) A-Blue-A/FSC-A - Viabilidad (mediante el loduro

de Propidio)

Comp-A Blue-A

0 100K 200K

FSC-A

El loduro de Propidio marca las células no viables,
accediendo y uniéndose a los &cidos nucleicos del nucleo
de una manera concentracion-dependiente. En cambio, las
células vivas (viables) no presentaran su &cido nucleico

accesible y por tanto no se tefiiran.

4) EYG-A/FSC-A - Intensidad.

10° =

10° =3 exos

E 013

Comp-E YG-A

0 100K 200K

FSC-A

Nota: Aqui fijamos la intensidad que
corresponde a células sin exosomas, en las otras
muestras, todo lo que esté por encima seran

células que han captado exosomas.
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Primero hacemos todos los pasos con el tubo de control sin exosomas (H20 NO exos), de este
modo, en el ultimo gate, fijamos la intensidad de las células sin exosomas como punto de
referencia para el resto de tubos. A continuacion, para el resto de muestras, miramos el % de

células positivas para exosomas:

Hacemos todos los pasos anteriores y en el gate
EYG/FSC-A encontramos las células que han captado

exosomas, en este caso, 49,9%.

Comp-E YG-A

0 100K 200K

FSC-A

4. AISLAMENTO EXOSOMAS

Se siembran 4-6 millones de células/placa en placas P150 con medio DMEM (Dulbecco’s
modified Eagle medium) con 0,5% de FBS previamente ultracentrifugado a 100.000 g, 4°C
durante 70 minutos para eliminar los exosomas propios del suero. Tras 48-72 horas se recoge
el medio en Falcons de 50 mL y se centrifuga a 400 g por 5 minutos para eliminar las células
y restos celulares. A continuacion, se pasa el sobrenadante a falcons nuevos y se centrifuga a
12.000g por 20 minutos para eliminar las macrovesiculas y los cuerpos apoptéticos.

Seguidamente, el sobrenadante se pasa a tubos de policarbonato y se centrifuga a 100.000g
por 70 minutos a 4°C. Se aspira el sobrenadante y los exosomas se resuspenden en 10 mL
de PBS y se transfieren a un tnico tubo. A continuacion, los tubos se lavan de nuevo con 10
mL de PBS, de modo que se concentran los exosomas en un Gnico tubo con 20 mL de PBS.
Finalmente, se centrifuga de nuevo a 100.000g por 70 minutos a 4°C vy el pellet final se

resuspende en 200 pL de PBS.
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5. NT4-BIOTIN: EVS UPTAKE

Como vemos en el primer ensayo a diferentes concentraciones, parece que NT4-Biotina 20uM
es la concentracion minima a la que se alcanza el nivel maximo de inhibicién de la captacion
de exosomas. Por lo que a partir de ahora esta, sera la cantidad que se usara como punto de
referencia en los siguientes experimentos.

Realizamos este experimento para volver a comprobar el efecto de esta cantidad en la

inhibicién de la captacion de exosomas.

5.1. MATERIALES:

- PBS - FACS buffer (2 % BSA, 4 mM EDTA en
- NT4-Biotina PBS)

- H20 - Eppendorfs

- Heparina - Pipeteador Pipetus

- TryplE - Pipeta

- Puntas de pipeta

5.2. PROCEDIMIENTO

Dia 1: Sembrar 300.000 células por pocillo en placas de 6 wells.
Dia 2: Tratar con NT4-Biotina 20 uM, H20 y Heparina.

Dia 3:

1. Afadir los exosomas al medio: preferiblemente, renovamos el tratamiento en el
momento de afiadir los exosomas. Para ello, disolvemos los exosomas en el medio total
gue necesitamos para tener la misma concentracion de exosomas en cada condicion. A
continuacion, disolvemos los tratamientos en 2mL de este medio con exosomas y lo
afiadimos a cada pocillo.

2. Incubar 3h a 37°C.
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3. Una vez han pasado las 3h (se puede hacer fuera de la campana, no necesitamos
esterilidad), aspirar el medio y lavar con PBS. Aspirar el PBS, y afiadir 200 uL de
PBS/EDTA, Tryple o tripsina para levantar las células. En este caso, las vesiculas
internalizadas son las que darén sefial de fluorescencia, por tanto, es un marcaje
intracelular, no importa qué solucion de disociacion usemos.

4. Una vez las células estan despegadas de la placa, neutralizar con 800 uL de FACS
buffer y recoger las células en eppendorfs.

5. Centrifugar a 400 g por 5 minutos, aspirar el sobrenadante, resuspender las células en

200 uL de FACS buffer y transferir a un tubo de citometria.

El control es mas importante el primer dia, para
NT4-

Biotin
20 uM

poner a punto el experimento en el citdmetro y ver

la morfologia de las células.

NT4-
Biotin

H20
NO exos

Este pocillo nos sirve para fijar el minimo de intensidad

e\

de lo que después consideraremos células con exosomas.

Figura 8. Muestra de la rotulacion de la placa de 6 pocillos

En resumen, El primer paso que se realizé fue sembrar las células MDA-MB-231 en placas de
6 pocillos (3-10° células/pocillo). Otras caracteristicas a destacar de estas células es que su
crecimiento es uniforme y rapido en medios celulares poco enriquecidos, mutacion del gen p53
y E-cadherina negativo, asi como su afinidad a metastatizar hueso y cerebro en modelos
experimentales (29301,

Después de un dia, se trataron las células con diferentes compuestos durante 24 horas v,
posteriormente, se retird el medio y se afiadié a las células nuevo medio con tratamiento y
exosomas marcados (4 pg/pocillo). Las placas se dejaron en la incubadora humidificada a 37°C

y 5% de CO2 por 3 horas mas.
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Para preparar las muestras para la citometria de flujo, las células se lavaron con PBS (phosphate
buffered saline) y luego se disociaron de la placa con 200 pL de TrypLE™ Express Enzyme
(Gibco™) por pocillo. EI TrypLE™ se neutralizoé con 800 pl de tampon FACS (BSA al 2 %
(p/v), EDTA 4 mM en PBS) y se transfirié a un Eppendorf.

Las muestras se centrifugaron a 400 g durante 5 minutos. Se descartd el sobrenadante y el
sedimento se resuspendi6 en 200 ul de tampdn FACS vy se transfiri6 a un tubo de citometria de
flujo (Falcon). Las células no viables se tifieron con ioduro de propidio (PI) (5 pg/mL) para
excluirlas del andlisis. Las células se analizaron en un instrumento FACSCalibur con
FACSDiva integrado (BD Biosciences) v8.0.1. Finalmente los resultados se procesaron con el

software de analisis FlowJo.

6. NT4-BIOTIN: COLONOGENIC

6.1. PROCEDIMIENTO

- Medio acondicionado: medio recolectado de 48-72 horas de células cultivadas.

Dia 1: Sembrar 500 células por pocillo en placas de 6 pocillos.

Dia 2: Tratar con NT4-Biotina 20 uM, H20 y Heparina. Los 3 pocillos superiores se incubaran
con medio fresco y los 3 pocillos inferiores se incubaran con medio condicionado. Suelen ser
entre 7-10 dias para dejar que se formen las colonias.

Dia 9: Fijar los inhibidores necesarios, en caso que el tratamiento sea de 24h. Para tratamientos
con anticuerpos u otros compuestos de rapida accién, solemos tratar 1h antes de afadir los
exosomas. Se tifie con el cristal violeta quedan los puntos llas de las colonias. Poner acido

acertico para disolver el cristal violeta y poden cuantificar. Cuando mas lila mas células.
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NT4-
Biotin
20 uM

NT4-
Biotin
20uM

NO Medio
condicionado

Figura 9. Ejemplo placa de 6 pocillos con CM y No-CM.

En resumen, se sembraron células MDA-MB-231 en placas de seis pocillos (500
células/pocillo) y se dejaron adherir durante 24 horas. Transcurridas estas horas, el medio se
cambio a medio acondicionado en la presencia 0 ausencia de tratamiento. Se dejé que las
células formaran colonias durante 10 dias, se aspir0 el sobrenadante y se fijaron con
formaldehido durante 20 minutos en agitacion. A continuacion, se retir6 el formaldehido y las
células se tifieron con cristal violeta durante otros 20 minutos en agitacion. Una vez tefiidas, se

procedio a su lavado y secado. Finalmente, se disolvio el cristal violeta en 1 mL de acido

acetico al 15% y se midio la absorbancia de los pocillos.
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/7. NT4-BIOTIN: TOXICITY

NO
Colageno

QOOOOO0,

Figura 10. Representacion de la placa para el ensayo de toxicidad.

8. TINCION DE EXOSOMAS

Para los ensayos de captacion de exosomas, EVs purificados se tifieron con fluorescencia
usando el PKH26 Red Fluorescent Cell Linker Midi Kit (Sigma.Aldrich). Para ello, la cantidad
necesaria de exosomas se diluyen en 1 mL de PBS, al cual se afiaden 5uL de PKH26
(concentracion final 2uM), se agitan y se incuban 5 minutos temperatura ambiente. La
reaccion se para saturando la mezcla de proteina mediante la adicion de 100 pL de BSA al
10%. A continuacion, los exosomas se lavan en 25 mL de PBS y se centrifugan de nuevo a
100.000g por 70 minutos a 4°C. Se aspira el sobrenadante y se resuspende el pellet en 200

ulL de PBS.
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9. DISOCIACION CELULAR

Una vez llegada a la confluencia celular, se aspira el sobrenadante y las células se lavan con
PBS (phosphate buffered saline). A continuacién, se afiade TrypLE Express Enzyme (Gibco,
ThermoFisher) a la placa y esta se incuba a 37°C hasta la disociacion total de células de la
placa. Después de la incubacion, el TrypLE es inactivado con medio, la solucién celular se
recoge en un Falcon y se centrifuga a 1200 rpm durante 5 minutos (Thermo Scientific,
Megafuge 16R centrifuge). Finalmente se aspira el sobrenadante y se resuspende el pellet en

medio fresco.
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11. ANEXO TABLAS

A. CLASIFICACION IHQ DEL CANCER DE MAMA

Tabla 3. Clasificacion del cAncer de mama en funcién de la expresion de marcadores inmunohistoquimicos. Se estudio la expresion de los
marcadores ER, PR, HER2 y Ki-67. Se compararon la prevalencia, edad, caracteristicas principales, tratamiento, supervivencia, agresividad y
recurrencia. *Paradoja de los tumores triple negativos: a pesar de su alta quimiosensibilidad la supervivencia es baja debido a la alta tasa de no
respondedores!“®! Los datos estan extraidos de las publicaciones entre paréntesis. ER: Estrogen receptor; PR: Progesterone receptor; CM/A:
Capacidad metastasica/Agresividad; QT: Quimioterapia (taxano, antraciclina); TE: terapia endocrina; antiHER2: trastuzumab. ( Adaptado de
[19.26.29.30.46-491y Aunque el valor de Ki67 fluctie en funcion de la fuente, en el Consenso de St. Gallen de 2015, se establecié como punto de corte

el 20% [,

A modo de resumen, podriamos decir que las células liberadas por el tumor primario ‘semillas’, necesitan de los factores solubles* y EVs
liberadas ‘abono’ para preparar el nicho pre-metastasico ‘sustrato’. Ademas, para que se de la formacion de la metéstasis ‘germinacion’ es necesario
reunir una serie de condiciones que en el caso de las metastasis todavia siguen en estudio. Se puede dar el caso de que encontremos células que se
encuentren inactivas en el sitio de metastasis ‘dormant cells’ %1y que al igual que las semillas, cuando se den unas determinadas condiciones

intrinsecas e extrinsecas desencadenantes se producira su germinacion. Asi las células germinaran cuando tengan mayor probabilidad de
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supervivencia. Si lo miramos desde un contexto mas global, el tumor seria como una especie de planta invasora que al ser introducida en el
ecosistema ‘organismo’, altera su funcionamiento. Aunque siempre encontraremos especies que no sobreviviran, otras, al tener mayor capacidad
adaptativa, se adaptaran a ese nuevo nicho ecologico. En funcion de lo dispar que sea la especie del entorno ‘grado de diferenciacion’ las
consecuencias iran desde efectos a nivel local hasta el fallecimiento. Para tratar de controlar esta especie invasora se suele utilizar herbicidas
‘quimioterapia’ y métodos mecanicos ‘cirugia’, pero una vez introducida y superado un determinado umbral sera muy dificil su eliminacién. Por
eso, la mejor estrategia seria intentar evitar su aparicion ‘prevencion primaria’ o una vez que haya aparecido actuar lo mas rapido posible

‘prevencion secundaria’.
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Triple

negativo

HER2 +

Luminal A

Luminal

(HER2-)

Luminal

(HER2+)

B

B

+/1

%

Aparicion

Mujeres jovenes
(<50a)

Mujeres &frica-
americanas

Caracteristicas

TQuimiosensibilidad
1 Proliferacion celular

Mal diferenciado

Se asocia con la mutacion
BRCA1

Tratamiento

QT

Supervivencia

l*

CM/A Recurrencia

- +/1 20-30 | Premenopausia | Mayor tamafio QT+antiHER2 l 1 )
+frecuente  en | 1 Proliferacion celular
mujeres <35a Mal diferenciado
+ - 50-60 | Postmenopausia | Algunos presentan mala | TE (todos) 0 l l
(<20%) respuesta a la QT QT
Bien diferenciado (seleccionados)
RE+ + 10-20 | Postmenopausia | Bien diferenciado TE + QT Intermedia 1
RP+ (>20%)
<20%
RE + Postmenopausia | Bien diferenciado TE + QT + || 1
RP+/- antiHER2
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B. SUBTIPOS DE TNBC

Tabla 4. Subclasificacion del subtipo de cancer de mama triple negativo (TNBC) a nivel

molecular, principales caracteristicas y relacion con su subtipo histolégico. Adaptacion de
[25,27,49]

SUBTIPOS DE TNBC

SUBTIPO HISTOLOGICO

FENOTIPOS CARACTERISTICAS

RELACIONADO

- Carcinoma ductal invasivo
1 Actividad proliferative (Ki67)
(CDI)
Basal tipo 1 (BL1)

- Carcinoma lobulillar infiltrante
Genes del ciclo celular

(Subtipo NOS)
Factores de crecimiento (EGFR,
Basal tipo 2 (BL2)
MET, IGF1R, Wnt)
Transicion epitelio-mesenquimal
Genes relacionados con la - Carcinoma medular o con
diferenciacion celular caracteristicas medulares
Mesenquimal (M)
Mutacion PIK3CA
1 Genes involucrados en la - Carcinoma metaplasico

motilidad y la matriz extracelular

Luminal con
- Carcinoma apocrino o con
receptores de 11 Cantidad de RA
caracteristicas apocrinas
andrégenos (LAR)

Los avances mas recientes en el tratamiento han sido para los subgrupos de TNBC con tumores
PDL1+ y tumores gBRCAmM. Pero los diversos estudios han demostrado que solamente una
fraccidn de estos pacientes responde e incluso aquellos que lo hacen, a menudo, desarrollan

resistencias y recaen. %!
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C. TIPOS DE HSPG

Tabla 5. Tipos de proteoglicanos heparan sulfato. Adaptacion de [37:384043:50-55]

HEPARAN SULFATO PROTEOGLICANOS

Proteoglycan Class Chain type

Syndecan-1 (Sdcl) Transmembrane

Syndecan-2 (Sdc2) HS
Syndecan-3 (Sdc3) HS/CS
Syndecan-4 (Sdc4) HS

Glypican-1 (Gpcl)

Glypican-2 (Gpc2)

Membrane-
Glypican-3 (Gpc3) Bound to the membrane by
bound HS
Glypican-4 (Gpc4) a GPI anchor
Glypican-5 (Gpc5)
Glypican-6 (Gpc6)
Betaglycan (Tgfbr3) Membrane-anchored HS/CS
Neuropilin-1 Transmembrane HS or CS
CD44v3 Transmembrane HS

HS

HS/CS
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D. QRT-PCR

Tabla 6. Resultados qRT-PCR siRNA SDC1y SDCA4.

Sample  Target CT(cycle Average | Standard Normaliza | Standard | ot DINngm -
Name Name threshol) CT deviation tion G cltadeltaC
(Deltact) (Deltact)
231wt | GADPH | 172292576 | 145106335 | 001541785 0
231wt | GADPH | 17,228405
231wt | GADPH | 17202137
231wt SDC1 | 26,0950985 | 56 5925199 | 0,18424395 | 9,0725867 | 0,18488792 0 1
231wt SDC1 | 26,3225689
231wt SDCL | 264598923
231wt SDC4 | 18635191 | 185043112 | 15509618 | 128437805 | 0,12306578 0 1
231wt SDC4 | 184842625
231wt SDC4 | 18,3934803
2315iSDCL | GADPH | 171736584 | 1, 00100 | 0 ononne 0
2315iISDC1 | GADPH | 171970997
2315iISDC1 | GADPH | 171395702
2315SDC1 | SDCL | 329181099 | o ooone | oonrois | 15453013 | 029872213 | 036065465 | 0,0120013
231siSDC1 | SDCL | 32,7610397
231siSDC1 | SDC1 | 32340374
2315iSDCA | GADPH | 17,7990532 | 1 gorcoae™| o oo 0
2315iISDC4 | GADPH | 17,0085598
2315iISDC4 | GADPH | 17,0374084
2315SDCA | SDCA | 26309639 | 50 1oooe | 009910410 | 920370483 | 009019410 | 791832678 | 0004130904
231sisDC4 | SDC4 | 26490263
231sisDC4 | SDC4 | 264710121
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E. CMF- UPTAKE SIRNA DE SDC1 Y SDC4

Tabla 7. Representacion de los gates seleccionados para citometria de flujo (CMF) de

Uptake siRNA SDC1y SDCA4.

E. siRNA SDC1

D. siRNA SDC4
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F. RESULTADOS NUMERICOS DE UPTAKE SIRNA DE SDC1

Y SDC4

Tabla 8. Resultados numéricos de Uptake siRNA SDC1y SDCA4.

Réplica 1

Réplica 2

Standard

siRNA SDC1

SiRNA SDC4

1,102941176

1,108823529

‘35

52

1,179245283

‘ 1,100628931

‘ 1,141093

% positive | Relative to control | % positive Relative to
deviation
cells cells control

Ctrl - 0
Ctrl - PI 0,52

Ctrl + 34 1 31,8 1 1 0

H20 36,2 1,064705882 34,4 1,081761006 1,073233 | 0,01206
Heparin 25,2 0,741176471 25,2 0,79245283 0,766815 | 0,036258

0,053955

‘ 1,104726 ‘ 0,005794



G. NT4 VS. NT4-BIOTINA

Tabla 9. Comparacion entre NT4 y NT4-Biotina en el ensayo de captacion de EVs. De cada

condicion se hicieron 2 tubos (tubo Ay tubo B).

Relative to Relative to
Tube Standard
Control [l NI control (Tube Mean
B deviation
A) B)
H,0 14,4 13,85 0,960289 1,039711 1 0,05616
Heparin 8,22 0,513357 0,593502 0,55343 [MoNeLLeyak
NT4 10 pM 4,34 0,246209 0,313357 0,279783 [MoNoLZLk]
NT4 2,5 pM 0,599278 0,56426 [MONoZIclsyi:
NT4 0,625 pM 9,26 0,581949 0,668592 (Nsyly il 0,061266

7,76 0,548736 0,560289 | 0,554513 [ReNe[0HEGLe)

NT4-Biotin 10 pM

10,8 0,750903 0,779783 | 0,765343 WAz YV

NT4-Biotin 2,5 pM

10,3 0,713357 0,743682 0,72852 UNOPALYX

NT4-Biotin 0,625 pM

8,3 0,529242
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H. CMF- UPTAKE NT4-BIOTINA A DOSIS ALTAS

Tabla 10. Representacion de los gates seleccionados para Uptake NT4-Biotin a dosis mas

altas.

| . !

'-j; TR R R R m -— '.;: R H‘

A. Control PI B. H,O NO exos

¢F .
“ —— ﬁ "! = _'.I - aay= e - M -

= & o g

C. H0 D. NT4-Biotina 5uM

——

\

'E',' S— E-:F’ B __;_ R &E“
E. NT4-Biotin 10 uM F. NT4-Biotin 20 uM

G. NT4-Biotin 40 uM
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|. RESULTADOS NUMERICOS DE UPTAKE NT4-BIOTIN
A DOSIS MAS ALTAS

Tabla 11. Resultados numéricos de Uptake NT4-Biotin a dosis més altas. Los datos se

encuentran representados respecto al control positivo (H20) y fueron calculados utilizando el

software FlowJo.

Relative to control

H0 24,3 1
Heparin 10 mg/mL 14,4 0,592592593
NT4-Biotin 5 pM 20,2 0,83127572
NT4-Biotin 10 pM 14,2 0,58436214
NT4-Biotin 20 pM 8,29 0,341152263
NT4-Biotin 40 pM 10,1 0,41563786

J. RESULTADOS DEL ESPECTROFOTOMETRO

Table 12. Resultados del espectrofotémetro a 595 nm. Ensayo clonogénico o de formacion

de colonias: NT4-Biotina 20 pM.

H-O Heparin NT4-Biotin 20 uM
Fresh medium 0,073
Conditioned medium 0,079
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K. RESULTADOS RELATIVOS AL CONTROL DEL
ESPECTROFOTOMETRO

Table 13. Resultados relativos al control del espectrofotometro a 595 nm. Ensayo

clonogénico o de formacion de colonias: NT4-Biotina 20 puM.

H.O Heparin NT4-Biotin 20 pM
Fresh medium 1 1,22222222 0,57936508
Conditioned medium 2,4047619 2,15873016 0,62698413
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12. ANEXO FIGURAS SUPLEMENTARIAS

1. MEDICINA PERSONALIZADA

MEDICINE TODAY

A B c D
" YES
‘ Metastasis/

a \ ’ S |£ Relapse? .
’ L t NO EFFECT

Genomics  FUTURE MEDICINE

i/ 1N
A ’ B c ANVIY o E ’ F
S RLETY,
ranscriptomics  t C t t t Metastasis/

...... Relapse?

= gl
L 1L
I I v

Figura 11. Comparativa en el disefio del diagndstico, tratamiento y seguimiento entre (1)
la medicina actual y (2) la medicina del futuro. En la imagen superior (1), se ejemplariza
como: C. Todos los pacientes reciben un tratamiento estandar, sin tener en cuenta las
caracteristicas del huésped como las especificas del tumor. En la imagen inferior (2) se
representa el funcionamiento de la medicina personalizada. B. Se tomara una muestra
multiregional del tumor y se clasificara asistido por imagen e histologicamente; C. Se realizara
un perfil in situ del tumor, ya que cada tumor es Gnico a nivel genético, epigenético y molecular;
D. Mediante la inteligencia artificial se integraran los diferentes diagndsticos; E. Se le recetara
un tratamiento individualizado, esto permitird, integrarlo tanto en el estilo de vida del paciente
y como en su condicién inmune previa. F. Se hara un seguimiento para comprobar si sea curado
la enfermedad o si ha producido metastasis. En el caso de producir metastasis sera necesario

volver a realizar los pasos anteriores. Adaptacion de 11
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2. REPRESENTACION DE LA ESTRUCTURA DE LOS HSPGs

HS chain rotein core
Transmembrane domain
Cwoplasmic domain

Syndecan- 1 Syndecan- 2 Syndecan- 3 Syndecan- 4

Glypican-1 Glypican- 2 Glypican- 3 Glypican- 4 Glypican- 5

A

Figura 12. Representacion de la estructura de HSPG. (A) El dominio citoplasmatica de los
sindecanos contiene dos regiones invariables (verde) y una region variable (amarilla). La region
variable es diferente para cada uno de los 4 tipos de sindecanos, su funcion es desconocida,
excepto en sindecano-4. (B) Los glipicanos se encuentran anclados a la membrana mediante

GPI (glycosylphosphatidylinositol). Adaptacion de [38:435455],
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3. ACTIVIDADES BIOLOGICAS MODULADAS POR LA
INTERACCION DE HEPARAN SULFATO CON PROTEINAS

CELL
. RECOGNITION | INFLAMMATION

Tor  agall TR
C r,“"n-'*‘ O MA ]
Us, . e i @ o ssene
Ry, . | W
4 | / |
CHL am e HEPARAN | .- 4 CELL
PROLIFERATION 9 SULFATE DIFFERENTIATION

...................... ( erotEN ) AT
- - R awoorrons

> ¢ * Y Y
" i ) 4p
c,?,“ H ~€‘9/0~

" DEFENSE CELL
MECHANISM = MIGRATION

Figura 13. Diferentes actividades biolégicas moduladas por la interaccion de heparan

sulfato con proteinas, tanto en células como en tejidos. Adaptacion de [¥7:38431
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4. CASCADA METASTASICA'Y COMUNICACION

INTERCELULAR A NIVEL DE HSPQG,

ITGB3 Y EXOSOMAS

Site of Metastasis

Primary Tumor Site

(1) Invasion
. 2) Imrlvauﬁon « ‘
#

Imegnn \\

t Exmvanﬁon
(3) Circulation
Inlore-lh.llu
__~ communication

'
'
'
'
'
'

s

Q ®

Pre-metastatic niche

A i (5)Colonization
" moense
Endosomal escape
. Tumor cell ¥ [ Macrophage —‘ Platelet (active) Epithelium HSPGs
3y Extracellular «
Neutrophil
eutrophi & . vesicles ® Platelet (inactive) =S8 Fibroblast 7Gas3
.
oo ¢ Tumor-secreted Extracellular
Teell ® * factors matrix @R prax @8@ Dynamin
Created in BioRender.com

bio

Figura 14. Representacion de la cascada metastasica junto con la comunicacion

intercelular que se produce a nivel del HSPG, ITGB3 y exosomas. Ampliacion Anexo

figuras suplementarias Basado en [1314174156] ‘Incluso en las fases iniciales del tumor primario

las células cancerosas pueden pasar a la circulacion y diseminarse a 6rganos secundarios. Este

proceso se puede ver representado en la figura: (1) Invasion local por las células liberadas por

el tumor primario, (2)Intravasacion dentro del torrente sanguineo o linfatico (3) Circulacion y

supervivencia al shear stress de la circulacion, las células tumorales obtienen proteccion frente

al sistema inmune mediante el reclutamiento de plaquetas, neutréfilos, etc; (4) Extravasacion

al nuevo territorio, los factores secretados por el tumor pueden activar células del estroma
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incluso del bazo y de la médula 6sea y facilitar la formacién del nicho pre-metastasico
(microambiente); (5) Colonizacion y formacién de metéastasis en el 6rgano distante. Las EV
pueden liberar su contenido principalmente mediante tres mecanismos: fusion directa,
interaccion con la superficie molecular e internalizacion. Las vesiculas extracelulares activan
ITGB3 interacciona con el proteoglicano heparan sulfato (HSPGs), activando una kinasa de
adhesion local (FAK) y permitiendo la captura de las vesiculas extracelulares y su
internalizacion mediante endocitosis. Una vez dentro de la célula estas vesiculas pueden tomar

diferentes vias.

5. RESULTADOS QRT-PCR

231 siRNASDC1 231 siRNA SDC4

1
0,5
0,25
0,125
0,0625
0,03125
0,015625
0,0078125

0,0039063

Figura 15. Regulacion a la baja del ARN de SDC1 y SDC4 producida por sus

correspondientes siARN, analizado mediante gqRT-PCR. Esta es una técnica cuantitativa,
en la cual los datos son recogidos durante la fase de crecimiento exponencial de la PCR. De

esta forma se pretende monitorizar la eficacia de la transfeccion.
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6. ENSAYO DE CAPTACION DE EVS DE SIRNA SDC1/SDC4

10* o exos
052

GA
EYGA
£vGA

EYGA

T T T T T
T T T T T 0 50K 100% 10K 200K 250K
[ 20K 100K 150K 200K 250K
FSC.A I FSC.A

Figura 16. Ensayo de captacion EVs de siRNA SDC1 y siRNA SDC4 (Anexo tablas E). (A)

Control PI, (B) Control +, (C) H20, (D) Heparina, (E) sSiRNA SDC1, (F) siRNA SCDA4.

7. GRAFICA DE LOS RESULTADOS DE UPTAKE SIRNA DE

SDC1 Y SDC4
EVs Uptake siRNA SDC1 and SCD4
14
1,2
1
0,8
0,6
0,4
0,2
0
Ctrl + H20 Heparin siRNA SDC1 siRNA SDC4

Figura 17. Representacion gréafica del ensayo de captacion de EVs de siRNA SDC1 y

SCD4. (Anexo tablas F).
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8. COMPARACION ENTRE NT4-BIOTINA Y NT4

NT4 VS. NT4 Biotina

09
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
03 BNT4
0,2 H NT4-Biotin
: B

0

10uM 2,5uM 0,625 uM

Figura 18. Comparacion de la efectividad entre NT4 conjugado con Biotinay NT4.

9. CMF DE LA CAPTACION DE EXOSOMAS EN CELULAS
TRATADAS CON NT4-BIOTINA

CorpE VG4
CompE ¥G-A

Comp-E YG-A

T T T T T T T T T
o 50K 1cox 190K 200K 260K ¢ 80K 100% 160K 200K 260K ° 0K 1oox 180K 200K 200K

FSC.A FSC-A FSC-A

CorpE oA
Comp.E YG-A
CompEYGA

— T T T T - - - . - D O RN B
0 SOK 100K 10K 200K 250K H SOK 100K 150K 200K 250K o 0K IcOX  MOK 200K 200K

FSC-A FooA FSCA

Figura 19. Citometria de flujo (CMF) de la captacion de exosomas en células TNP tratadas
con NT4-Biotina (Anexo tablas H). (A) Células tratadas con el solvente (H20) sin incubar con
exosomas, fueron usadas como control negativo; y (B) cél-lules tratadas con el solvente (H20)
e incubadas con exosomas, se usaron como control positivo. Los tratamientos a probar fueron:
(C) NT4-Biotin 5 uM, (D) NT4-Biotin 10 uM, (E) NT4-Biotin 20 uM, (F) NT4-Biotina 40
HM.
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10. ADAPTACION DE LA CLASIFICACION DE TUMORES DE

MAMA DE LA OMS

Tablel. World Health Organization Classification of Tumours of the Breast 2012

{summarized)

Epitelial tumours
Microinvasive carcinoma
Invasive breast carcinoma
Invasive carcinoma of no special type
Invasive lobular carcinoma
Tubular, Cribriform and Mucinous carcinoma
Carcinoma with medullary features
Carcinoma with apocrine differentiation
Carcinoma with sinet-ring-cell differentiation
Invasive micropapillary carcinoma
Metaplastic carcinoma of no special type
Rare types
Carcinoma with neuroendocrine features
Secretory carcinoma
Invasive papillary carcinoma
Acinic cell carcinoma
Mucoepidermoid carcinoma
Polymorphous carcinoma
Oncocytic carcinoma
Lipid-rich carcinoma
Glycogen-rich clear cell carcinoma
Sebaceous carcinoma, Salivary gland/skin adnexal type tumours
Epithelial-myoepithelial tumours
Pleomorphic adenoma
Adenomyoepithelioma
Adenoid cystic carcinoma
Precursor lesions
Ductal carcinoma in situ
Lobular neoplasia
Intraductal proliferative lesions
Usual ductal hyperplasia, Columnar cell lesions, Atypical ductal hyperplasia
Papillary lesions
Intraductal pailloma, Intraductal papillary carcinoma,
Encaspulated papillary carcinoma, Solid papillary carcinoma
Benign epithelial proliferations
Sclerosing adenosis, Apocrine adenosis
Microglandular adenosis
Radialscar/complex sclerosing lesion
Adenomas

Figure 20. Adaptacion de la clasificacion de los tumores de mama de la OMS. Imagen

extraida del articulo 71,

Mesenchymal tumours

Nodular fasciitis

Myofibroblastoma

Desmoid-type fibromatosis

Inflammatory myofibroblastic tumour

Benign vascular (hemangioma, angiomatosis, atypical vascular lesions)

Pseudoangiomatous stromal hyperplasia

Granular cell tumour

Benign peripheral nerve-sheath tumours (Neurofibroma, Schwannoma)

Lipoma, Angiomiolipoma

Liposarcoma, Angiosarcoma, Rhabdomyosarcoma, Osteosarcoma

Leiomyoma, Leiomyosarcoma

Fibroepithelial tumours

Fibroadenoma

Phyllodes tumor (benign, borderline, malignant, periductal stromal
tumour-low grade)

Hamartoma

Tumours of the nipple

Nipple adenoma

Syringomatous tumour

Paget disease of the nipple

Malignant lymphoma

Diffuse large B-celllymphoma

Burkittlymphoma

T-cell lymphoma
Anaplasticlarge cell lymphoma,

ALK-negative

Extranodal marginal: B-cell

Follicular lymphoma

Metastatic tumours

fMALT type

AL

Tumours of the male breast
Gynaecomastia
Carcinoma

Invasive carcinoma,in situ carcinoma
Clinical Patterns
Inflammatory carcinoma

Bilateral breast carcinoma Lyon, France: IARC, 2012
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11. SUPERVIVENCIA PROMEDIO DE 5 SUBTIPOS DE
CANCER DE MAMA

19 m
Lo se—somn—x
08 —]
2 p<0.01
:
T 06
o ——x
o X X x X
04
X
0.2
0 - v T -
0 24 48 T2 96

survival months

Figure 21. Supervivencia de 5 subtipos de cancer de mama. Imagen extraida del articulo
581, Triple negative=basal like (red), Luminal B HER2+= normal breast like (green), Luminal

B HER2- = Luminal B+C (light blue), HER2+ (pink)
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“ Algun dia encontraremos lo que estamos buscando.

O quizds no.

Quizds encontraremos algo mucho mejor. ”

Julio Cortazar
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