UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACEUTICAS

SOBREXPRESION DE TRPM4 Y KCTD5 COMO
BIOMARCADORES DE CANCER DE MAMA TRIPLE
NEGATIVO

Tesis presentada a la Universidad de Chile para optar al grado
de Magister en Bioquimica area de Especializacion en
Toxicologia y Diagnéstico Molecular y Memoria para optar al

Titulo de Bioquimico por:

Nicolas Armando Diaz Véliz

Director de Tesis: Dr. Oscar Alejandro Cerda Arancibia

Santiago-CHILE
Julio 2019



UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACEUTICAS

INFORME DE APROBACION DE TESIS DE MAGISTER

Se informa a la Direccion de la Escuela de Graduados de la Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacéuticas que la Tesis de Magister y Memoria de

Titulo presentada por el candidato

NICOLAS ARMANDO DIAZ VELIZ

Ha sido aprobada por la Comisién de Evaluadora de Tesis como requisito para
optar al grado de Magister en Bioquimica, Area de Especializacion:
Toxicologia y Diagnostico Molecular y Titulo de Bioquimica, en el examen

publico rendido el dia

Director de Tesis:

Dr. Oscar Cerda Arancibia

Comisién Evaluadora de Tesis:

Dr. Mario Chiong

Dra. Lilian Jara

Dra. Carmen Romero




“A medida que la ciencia se vuelve mas abstracta y en
consecuencia mas lejana de los problemas, de las
preocupaciones, de las palabras, de la vida diaria, su
utilidad aumenta en la misma proporcidédn (..). El poder de la
ciencia se adguiere gracias a una especie de pacto con el
diablo: a costa de una progresiva evanescencia del mundo
cotidiano. Llega a ser monarca, pero, cuanto lo logra, su

reino es apenas un reino de fantasmas”

Ernesto Sabato, Uno y el Universo (1945)

Para y por mi,
mi familia, mis amigos,
mis amigos del laboratorio

y mi Asuka



FINANCIAMIENTO
Esta tesis fue financiada por el Nacleo Milenio de enfermedades asociadas a

canales i6nicos (MINICAD) y el Proyecto FONDECYT Regular 1160518 del Dr.

Oscar Alejandro Cerda Arancibia.



FINANCIAMIENTO

INDICE GENERAL

INDICE DE TABLAS

INDICE DE FIGURAS

ABREVIATURAS

RESUMEN

SUMMARY

INTRODUCCION

HIPOTESIS

METODOLOGIA

Cultivo celular

Extraccion de RNA
Tratamiento con DNasa |
Retrotranscripcion

Disefio de partidores

gPCR

Electroforesis e inmunoblot
Inmunohistoquimica

Ensayo de inmunofluorescencia

INDICE GENERAL

Vi

VIii

11

12

12
12
12
13
13
13
15
16

16



Estadistica

RESULTADOS

Determinacion de condiciones de ensayo qPCR

Expresién diferencial de mRNA de TRPM4 Y KCTD5 en lineas celulares
modelo de cdncer de mama

TRPM4 y KCTD5 se expresan de forma diferencial en lineas de cancer de
mama a nivel proteico.

La expresion de TRPM4 y KCTD5 aumenta en determinados subgrupos de
pacientes de cancer de mama.

Diferencia en niveles proteicos de TRPM4 y KCTD5 en lineas celulares son
detectables por Inmunofluorescencia.

TRPM4 y KCTD5 se sobrexpresan a nivel proteico en tumores triple
negativo.

DISCUSION

CONCLUSIONES

BIBLIOGRAFIA

17

18

18

20

22

24

30

32

34

40

41



INDICE DE TABLAS

Tabla 1.- Resumen de tipos de cancer de mama.

Tabla 2.- Partidores seleccionados para qPCR.

19



INDICE DE FIGURAS

Figura 1.- Eficiencia de PCR para genes blanco.

Figura 2.- mMRNA de TRPM4 y KCTD5 se expresan

diferencialmente en lineas celulares de cancer de mama.

Figura 3.- Expresion proteica diferencial de

TRPM4 y KCTD5 en lineas celulares de cancer mama.

Figura 4.- mMRNAs de TRPM4 y KCTD5 se sobrexpresan

en pacientes de cancer de mama.

Figura 5.- Expresion de mRNA de TRPM4 y KCTD5

no se correlacionan con edad y estadios clinicos.

Figura 6.- mMRNAs de TRPM4 y KCTD5 se sobrexpresan

en tumores agresivos.

Figura 7.- Localizaciéon y niveles de TRPM4 y KCTD5 varian

entre las lineas celulares MF10A, T47D, MDA-MB-231 y MCF7.

Figura 8.- Expresién de TRPM4 y KCTD5 en tejido tumoral.

19

22

23

26

27

29

31

33



Abreviaturas
BTB: Bric-a-Brack, Tram Track, Broad
cDNA: Acido desoxirribonucleico complementario
Ct: Ciclo Umbral
DMEM: Medio Dulbecco Eagle Modificado
DPBS: Amortiguador Dulbecco Fosfato Salino
EDTA: Acido etilendiaminotetraacético
ER: Receptor de Estrogenos
FBS: Suero Fetal Bovino
FISH: Hibridacion fluorescente in situ
HER2: Receptor 2 del factor epidérmico humano
IHQ: Inmunohistoquimica
KCTD5: Domino de Tetramerizacion del Canal de Potasio 5
KLHL22: Proteina similar a Kelch 22
mRNA: Acido ribonucleico mensajero
MTORCL1: complejo diana de rapamicina en mamifero 1
PgR: Receptor de Progesterona
PIC: Cocktail de Inhibidores de Proteasas
PMSF: Fenil Metil Sulfonil Fluoruro
gPCR: Reaccién en cadena polimerasa cuantitativa
RAC1: Sustrato 1 de la toxina botulinica C3 relacionado con el Ras
RNA: Acido ribonucleico
RSB: Buffer reductor

Vi



RT: Retrotranscripciéon

SDS-PAGE: Electroforesis en geles de Poliacrilamida con Dodecilsulfato de Sodio
SDS: Dodecilsulfato de Sodio

SE: Suero Equino

TBS: Tris Salino Tamponado

Tris: Tris (Hidroximetil) aminometano

TRP: Receptor de potencial transitorio

TRPM4: canal catidnico receptor de potencial transitorio subfamilia M miembro 4

Vil



RESUMEN

El cancer de mama es una de las principales afecciones en mujeres chilenas,
afectando a 32/100.000 mujeres y con una tasa de mortalidad de 14,5, lo que vuelve
necesario la busqueda de mejoras en la deteccion e identificacion rapida y precisa.
El cancer de mama se puede clasificar respecto a distintos parametros, tales como
el cuadro clinico de la enfermedad o las propiedades histolégicas del tumor, pero
uno de los métodos con mayor utilidad por su valor prondstico y predictivo es la
tipificacién por los siguientes biomarcadores proteicos; Receptor de Estrogeno,
Receptor de Progesterona, el Receptor 2 de factor Epidérmico Humano y la proteina
Ki-67, todos detectados por inmunohistoquimica. Su patron de expresién permite
identificar el subtipo de céncer, prondstico y terapia correspondiente. Uno de los
problemas que comparten todas las tipificaciones de cancer de mama es su limitada
precision; carcinomas con los mismos marcadores no responden de igual manera a
la terapia, debido a que la clasificacién existente no es lo suficientemente precisa.
Es por esto por lo que la identificacion de nuevos biomarcadores moleculares que

permitan tipificar con mayor precision los distintos carcinomas es necesaria.

Dentro de las proteinas con expresion dispar entre los tejidos sanos y
tumorales se encuentra la superfamilia de canales i6nicos TRP (Receptores de
Potencial Transitorio). La expresiéon de miembros de la superfamilia se ha visto
alterada en distintos canceres, tales como el colorrectal y estomacal. Uno de sus
miembros es TRPM4, un canal de cationes monovalentes regulado por Ca?*,
involucrado en eventos celulares relacionados a la progresion del cancer y que

presenta una expresion esta alterada en distintos tipos de la enfermedad. Una de
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las proteinas reguladoras de TRPM4 es KCTD5, una proteina adaptadora que forma
parte del complejo de ubiquitinacion Cul3, actia como regulador positivo del canal.
En nuestro laboratorio hemos encontrado que KCTD5 participa en la migracioén y
proliferacion celular. Datos provenientes de bases bioinformaticas sugieren que
ambos genes se sobrexpresan en pacientes con temprana mortalidad, lo que
indicaria un posible valor diagndstico de ambas proteinas en esta patologia, por lo
que se propone a TRPM4 y KCTD5 como posibles biomarcadores en cancer de
mama. Para evaluar esto se determinaron los niveles del mMRNA de ambos genes
por medio de RT-gPCR en lineas celulares modelo de cancer de mama,
posteriormente estos datos se compararon con la expresion proteica evaluada por
Inmunoblot. Con el fin de correlacionar los datos obtenidos con lo observado en el
modelo celular con el diagnéstico clinico de los distintos tipos de la enfermedad, se
evaluaron la expresion de sus mRNA en micro arreglos de cDNA de muestras de
tejidos tumorales y tejidos sanos que poseen detallado el historial clinico de los
pacientes. Finalmente, se realizé inmunohistoquimica en muestras de pacientes
para comparar los niveles de expresion de mRNA y proteina en los distintos tipos y
estadios de la enfermedad. Se encontr6 que ambos genes se sobrexpresan a nivel
de mRNA y proteina en diferentes subtipos de la enfermedad, especialmente en los
pacientes triple negativo, que sufren una alta mortalidad en el corto plazo y carecen
de tratamientos especificos. Por lo que tanto, TRPM4 como KCTD5 parecen buenos
candidatos como marcadores para deteccion o posibles blancos terapéuticos

asociados a este subtipo.



SUMMARY

TRPM4 and KCTDS5 expression as possible Breast Cancer Biomarkers.

Breast cancer is one of the main conditions in Chilean women, affecting
32/100,000 women and with a mortality rate of 14.5. Thus, the improvements in the
detection and rapid and accurate subtype identification are one way of decreasing

this numbers.

Breast cancer can be classified according to different parameters, such as the
clinical parameters related to the disease or the tumor histological properties.
However, one of the most useful methods because of its prognostic and predictive
value is the immunohistochemistry-based typification by protein biomarkers, such as
Estrogen Receptor (ER), Progesterone Receptor (PgR), Receptor 2 of Human
Epidermal Factor (HER2) and Ki-67 protein levels. The expression pattern of these
proteins allows to identify the cancer subtype, its prognosis and corresponding
therapy. One of the problems shared by all types of breast cancer typification is its
limited accuracy. Carcinomas with the same markers do not respond in the same
way to therapy, because the existing classification is not specific enough. Thus, the
identification of new molecular biomarkers is important, since it will allow more

accurate identification of breast cancer subtypes.

Among the proteins with altered expression between healthy and tumor tissue,
there are the TRP channels (Transient Receptor Potential) superfamily. Members of
this superfamily have been reported as altered in different cancer types, such as
colorectal and gastric cancer. One of these channels is TRPM4, a calcium activated
non-selective monovalent cation channel involved in cellular events related to cancer
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progression, such as migration and proliferation. It has been reported that its
expression is altered in different types of the disease. One of the proteins that
regulate TRPM4 activity is KCTD5, an adaptor protein that is part of the Cul3
Ubiquitination complex, acting as a positive regulator of the channel. We have found
that KCTD5 also regulates cell migration and proliferation. Data from bioinformatic
databases suggest that expression of both TRPM4 and KCTDS5 is altered in breast
cancer at different stages, which would indicate a possible diagnostics value of these
proteins. As such TRPM4 and KCTD5 are proposed as possible biomarkers in breast
cancer. To evaluate this, the mRNA levels of both genes were determined by RT-
gPCR in breast cancer model cell lines. Moreover, these data were compared with
the protein expression determined by immunoblot. We also determined the
expression levels of TRPM4 and KCTD5 by RT-gPCR from cDNA arrays of patient
samples of tumor and healthy tissues. Finally, immunohistochemistry was performed
in patient samples to compare the levels of messenger and protein expression in the
different types and stages of the disease. We found that both mRNA and protein
levels of these genes had an increased expression in breast cancer tumor subtypes,
remarkably in triple negative patients, a subtype with a higher mortality rate and no
specific therapy associated. The overexpression of both TRPM4 and KCTD5 in this
subtype opens the possible use of these proteins as biomarkers for an early and

clear detection or as therapeutics targets specific for this subtype.
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INTRODUCCION

El cancer de mama es la principal causa de muerte por cancer en la mujer
chilena, (Prieto, 2011), con una tasa de incidencia estimada de 32 casos por cada
100.000 mujeres (Serra C et al., 2009), y una tasa de mortalidad de 14,5 por 100.000
mujeres en el pais (Ministerio de Salud, 2010). A nivel mundial, se estima que solo
el 75% de las pacientes diagnosticadas sobreviven a los 5 afios desde su deteccion.
El grupo con mayor riesgo corresponde a las mujeres mayores a 45 afos, donde

ocurren mas del 90% de los decesos. (Prieto, 2011).

El cancer de mama constituye un nimero de neoplasias distintas, que
pueden ser clasificadas por diferentes criterios que permiten determinar su posible
tratamiento y prondstico. En la mama existen una serie de alvéolos, estructuras
huecas de pocos milimetros, donde se encuentran las células secretoras de leche.
Estos alvéolos se encuentran agrupados en estructuras llamadas |6bulos, y cada
I6bulo se conecta a un ducto interlobular, que forma estructuras ramificadas al
unirse a otros ductos y que desemboca en el pezén. Todas las estructuras se
encuentran rodeadas de tejido conectivo y tejido adiposo. Tanto los I6bulos como
los ductos se encuentran rodeados por una membrana basal. Histologicamente se
pueden clasificar los diferentes subtipos de cancer; dependiendo del lugar donde se
origina el tumor, el mayor porcentaje de estos es ductal o lobular. Si el carcinoma
presenta proliferacion sin invasion de la membrana basal que lo rodea, se le conoce
como un carcinoma in situ, que tiene buen prondstico, ya que soélo basta la
extraccion del tumor para acabarlo. Sin embargo, la presencia de proliferacion en el

estroma colindante a la estructura de origen es caracteristica de un carcinoma



infiltrante, que tiene una peor prognosis (Bertos y Park, 2011; Pinder y Ellis, 2003).
Los carcinomas ductales y lobulares corresponden al 75% y 15% de los casos
respectivamente (Li et al., 2003) mientras que otros subtipos de cancer, como el
carcinoma mucinoso, tubular, papilar y carcinomas inflamatorios solo corresponden
al 10% de los casos en conjunto (Li et al., 2005). Por si sola esta clasificacion nos
permite conocer tanto el tejido de origen del tumor como su comportamiento
infiltrante a grandes rasgos, pero es imposible predecir el desarrollo que tomara y

la terapia farmacoldgica adecuada para cada paciente.

Una clasificacion mas detallada se obtiene con el andlisis del grado
histolégico, usando la escala de Nottingham. Esta considera tres parametros en el
analisis del tumor; pleomorfismo nuclear, conteo mitético y grado de
desdiferenciacion. En base al nivel de estos parametros se clasifican en G1, G2 y
G3, siendo G1 los tumores bien diferenciados y con bajo grado mitético y G3 los

tumores desdiferenciados y con alta proliferacion (Rakha et al., 2010).

Otro tipo de clasificacidn es la estadificacibn TNM que considera tres
pardmetros principales; el tamafio del tumor (T), la infiltracién en los nodos linfaticos
cercanos al busto (N) y la metastasis a érganos distantes (M). cada uno de estos
pardmetros tienen un puntaje, y la suma de estos permite clasificar al paciente en
cinco estadios que van desde 0 a IV, correspondiendo 0 a carcinomas in situ y IV a
carcinomas metastasicos (Ozsaran y Alanyali, 2013). Tal como la clasificacién
anterior, los paradmetros permiten determinar el desarrollo clinico de la enfermedad,
siendo util en el aspecto quirdrgico, pero no en la determinacion de un tratamiento

farmacolégico especifico ni en el pronéstico.



Un biomarcador es definido como una caracteristica que puede ser medida
objetivamente y evaluada como un indicador de un proceso biolégico normal,
patogénico o0 una respuesta a la intervencion terapéutica. El uso de biomarcadores
inmunohistoquimicos para la clasificacion de los tipos de cancer es Util porque
permite definir el tipo de tratamiento que se les administrara los pacientes (Duffy et
al., 2017). Principalmente, son tres biomarcadores los que se detectan; el Receptor
de Estrogenos (ER), el Receptor de Progesterona (PgR) y el receptor del factor de
crecimiento epitelial HER2. Cabe destacar que cada uno de estos marcadores se
presenta de manera independiente de los deméas. La presencia de ER en el
carcinoma indica su sensibilidad a la terapia con inhibidores de la aromatasay a la
terapia endocrina con moduladores especificos del receptor, tales como el
tamoxifeno, que actlian como agonistas o antagonistas tejido-selectivos. Cuando
PR se encuentra junto a ER se aprecia una mejor respuesta al tamoxifeno y mayor
sobrevida de las pacientes. La presencia de PR en ausencia de ER se ve
relacionada a canceres irresponsivos al tratamiento endocrino, aun asi, estos
marcadores se relaciona con un buen pronéstico (Bartlett et al., 2011; Duffy et al.,
2017). HER2 permite predecir la respuesta a tratamientos anti HER2, los que
constan principalmente en el uso de anticuerpos contra este receptor. Su deteccion,
al igual que la de los biomarcadores tratados anteriormente, es por
inmunohistoquimica y se confirma por FISH (Duffy et al., 2017). Para medir el indice
de proliferacion del tumor se usa como marcador la proteina Ki-67, su deteccion se
asocia a canceres agresivos y se estudia su relacidon con una mejor respuesta a la

quimioterapia. Su valor radica en su utilidad prondéstica, pues aun no se define como



un blanco terapéutico (Duffy et al.,, 2017; Petrelli et al., 2015). Ki-67 no es

recomendado en todas las guias clinicas, como los tres nombrados anteriormente.

Existen carcinomas que no presentan ninguno de los tres principales
biomarcadores usados en la clinica, llamados triple negativos, que tienden a tener
un comportamiento agresivo y rapida evolucion, estos pacientes no tienen una
terapia especifica y tienden a tener una menor sobrevida que los pacientes que

presentan los otros biomarcadores (Kim et al., 2017).

La clasificacion molecular aborda el perfil de expresién génica de los tumores
usando la técnica de micro arreglos con lo que se han identificado cinco tipos
principales de cancer: Luminal A, Luminal B, Sobrexpresion HER2, Tipo Basal y
Tipo Normal. Estos grupos varian levemente entre las distintas publicaciones
descritas (Weigelt et al., 2010), y se han visto relacionados con parametros como la
sobrevida y sobrevida sin recurrencia (Sgrlie et al., 2001), siendo identificado el tipo
Luminal A como el subtipo con mejor prondstico, mientras que los tipos Basal y

Sobrexpresion HER2+ presentan el prondstico mas pobre.

Por esta clasificacion se observo que tumores ER positivos se dividen en dos
subtipos con comportamientos distintos; Luminal A y Luminal B, que tiene un
prondstico mas pobre. Los problemas de la clasificacibn molecular son su alto costo,
el comportamiento de los tumores no siempre es igual al descrito por su clasificacién,
su valor prondstico respecto a recidiva es limitado y es complejo obtener muestras

con la calidad suficiente para la realizacion de la técnica (Weigelt et al., 2010).



Para disminuir los errores de cada una de las tipificaciones por separado, se
han buscado correlaciones entre cada una de las diferentes clasificaciones; los
tumores lobulillares tienden a presentar ER+/PgR+ y los ductales ER-/PR- (Li et al.,
2005), mientras que los subtipos moleculares han sido relacionados de forma
bastante clara con los distintos biomarcadores inmunohistoquimicos usados en la
clinica, exceptuando el subgrupo Tipo Normal, que presenta los mismos
biomarcadores que el subtipo Luminal A. También se han asociado con el grado
Nottingham mas comudn en el que son detectados estos tumores (Tabla 1) (Dai et

al., 2015; Engstrgm et al., 2013).

Tabla 1.- Resumen de distintos tipos de cancer de mama.

Subtipo IHQ Grado Pronéstico Prevalencia
Luminal A [ER+|PR+] HER2- KI67- 1|2 Bueno 23,7%
Luminal B [ER+|PR+] HER2- KI67+ 213 Intermedio 38,8%

[ER+|PR+] HER+ KI67+ Pobre 14%
Sobrexpresién
- - + 0
HER? [ER-|PR-] HER2 2|3 Pobre 11,2%
Basal [ER-[PR-] HER2-, 3 Pobre 12,3%
marcador basal +
Tipo Normal [ER+|PR+] HER2- KI67- 1/2]3 Intermedio 7,8%

El problema de los distintos tipos de clasificacion es que agrupan a
carcinomas de diferente comportamiento y prondstico como iguales. Las
clasificaciones consideran los tumores como un tejido homogéneo pero en estos
existen poblaciones celulares clonales distintas, con diferentes patrones de
expresion y respuesta al tratamiento, por lo que no todas las células cancerigenas
se comportan ni responden de la misma manera (Bertos y Park, 2011). Por esto, es

necesaria la identificacion de nuevos biomarcadores proteicos que permitan, en



conjunto con las clasificaciones ya existentes, la identificacion precisa de los
subtipos tumorales heterogéneos de forma rapida y a bajo costo, con un alto valor

pronadstico y predictivo.

Un tipo de proteinas que participa en procesos celulares desregulados en
cancer son los canales ionicos; tales como la migracion, proliferacién e invasion
(Déliot y Constantin, 2015), también han sido identificados como actores en
mecanismos del avance de la enfermedad como la angiogénesis (Munaron, 2015)
y metastasis (Stock y Schwab, 2015). Distintos miembros de la superfamilia de
canales ionicos presentan diferencias de expresion proteica entre tejido sano y
tumoral, y esto se ha relacionado directamente en algunos casos con parametros
como la supervivencia de los pacientes, o la posibilidad de recidiva, Esto junto a su
participacion en distintos procesos celulares relacionados al cancer, los convierte
en buenos candidatos en la busqueda de nuevos biomarcadores y blancos
terapéuticos (Lastraioli et al., 2015), incluso proponiéndose el uso de ciertas drogas
gue tienen como blanco terapéutico diferentes canales idnicos aprobadas para otras
patologias como posible tratamiento en cancer (Kale et al., 2015). Los Receptores
de Potencial Transitorio (TRP) son una superfamilia de canales i6nicos expresados
en distintos tipos de tejidos, donde su actividad anémala se ha visto ligada con
variadas patologias (Montell, 2001). La gran mayoria son canales de i6nicos no
selectivos para Na* y K*, con selectividad para Ca?*. En mamiferos, esta
superfamilia contiene 28 miembros y se ven agrupados en 7 subfamilias: TRPC,
TRPV, TRPM, TRPA, TRPPP, TRPML y TRPN (Ferrandiz-Huertas et al., 2014).

Participan en distintos procesos celulares que se relacionan en el desarrollo del



cancer, tal como la proliferacion, migracién e invasion, demostrado tanto en modelos
celulares como in vivo (Chen et al., 2014; Liberati et al., 2013). Ha sido reportado
que miembros de la superfamilia TRP presentan niveles de expresion alterada en
distintos tipos de cancer (Lehen’kyi y Prevarskaya, 2011), y en algunos casos se ha
relacionado con parametros de importancia clinica como la sobrevida, correlacion
con grado histologico y metastasis (Park et al., 2016; Santoni y Farfariello, 2011).
Por ejemplo, se ha observado que TRPM7 regula la sobrevida celular de las células
en cancer de estbmago (Kim et al., 2012), en cancer de vejiga el mismo gen se
encuentra sobreexpresado, mientras que TRPM5 Y TRPMS8 se expresan en menor
proporcién que en el tejido sano (Ceylan et al., 2016). Se ha explorado el rol de
TRPM7, TRPM8, TRPV6 y TRPC6 en el desarrollo del cancer de mama y su utilidad
como biomarcadores (Guilbert et al., 2009; Ouadid-Ahidouch et al., 2013). Sin
embargo, se necesitan mas estudios para lograr hacer un avance significativo en su
uso para la identificacion de los distintos subtipos en los que se ven involucrados.
Lo anterior los hace interesantes como grupo en la busqueda de nuevos

biomarcadores.

Un miembro atipico de la superfamilia TRP es TRPM4, que junto a TRPM5
se diferencia de los otros miembros al ser impermeables a Ca?*, aunque su actividad
es regulada por la concentracion intracelular local del catiébn, son permeables a
cationes monovalentes (Venkatachalam y Montell, 2007). TRPM4 regula procesos
tales como la formacion de adhesiones focales, migracién, invasion celular y
reparacion de heridas (Céaceres et al., 2015), se ha identificado como regulador de

la contractibilidad en lineas celulares del musculo detrusor (Hristov et al., 2016) y



también esta implicado en los procesos de proliferacion celular, por la via de [3-
catenina (Armisén et al., 2011). La expresion de TRPM4 se ve alterada en distintos
tipos de cancer; en cancer colorrectal su expresion se ve disminuida (Sozucan et
al., 2015), en linfomas de células B su sobrexpresion se relaciona a tipos de cancer
con pobre sobrevida (Palareti et al., 2016; Suguro et al., 2006), en cancer cervical
se ha visto implicado en la carcinogénesis (Narayan et al., 2007) y es una de las
proteinas involucradas junto a cofilina en la invasion de células de melanoma
(Morales Rojas, 2017). Se ha detectado que la expresion de este canal aumenta en
la mayoria de los distintos tipos cancer de prostata, como el independiente de
andrégenos (Schinke et al., 2014), pero no en aquellos tipos con mejor prondéstico
(Ross-Adams et al., 2015). Por otra parte, TRPM4 afecta la migracién celular en
modelos de cancer prostatico (Holzmann et al., 2015), en esta misma linea se ha
observado que es uno de los reguladores de la transicion epitelio-mesenquimal
usando lineas celulares modelo (Sagredo et al., 2018) y se ha reportado como un
biomarcador asociado a recurrencia bioquimica luego de remover la préstata (Berg

et al., 2016).

Una de las proteinas asociadas a TRPM4 identificada en nuestro laboratorio
es KCTD5 (Dominio de Tetramerizacion de Canal de Potasio 5). Esta corresponde
a una proteina de 25 kD, con un dominio BTB que permite su interaccion especifica
con la E3 RING ubiquitin ligasa Cullin 3 (Bayon et al., 2008), KCTD5 actua dirigiendo
el complejo al reconocer proteinas blanco que seran ubiquitinadas (Rutz et al., 2015).
Esta modificacion post-traduccional puede tener diferentes consecuencias, como la

degradacion proteosomal, modificacion en interacciones proteicas o regulacion del



trafico de proteinas (Swatek y Komander, 2016). Por medio de ensayos de
sobrexpresion, silenciamiento de KCTD5 en presencia de TRPM4 en un modelo
heterdlogo, descubrimos que KCTD5 es un regulador positivo de la actividad del
canal, y por ensayos de inmunoprecipitacion confirmamos que ambas proteinas

interacttan (Rivas y Diaz, en preparacion).

KCTD5 pertenece a la familia KCTD, una serie de proteinas con dominio BTB
(Liu et al., 2013). KCTD12 es uno de los miembros mas estudiados de esta familia,
y se ha encontrado que puede facilitar la oncogénesis en distintos tipos de cancer
(Zhong et al., 2017) y la desdiferenciacion celular que lleva a la recidiva en cancer
colorrectal (Li et al., 2016). Se ha sugerido el uso de miembros de esta familia como
biomarcadores, KCTD12 en cancer gastrointestinal al relacionarlo con la sobrevida
sin recidiva (Hasegawa et al., 2013) y KCTD20 en cancer de pulmén, donde se
promueve la proliferacion e invasion en el modelo celular, y se correlaciona con
menor sobrevida y metastasis a linfonodos en pacientes (Zhang et al., 2017). En
nuestro laboratorio hemos observado que KCTD5 regula la proliferacion y migracion
en distintos modelos celulares, lo que podria sugerir un rol similar a los descritos en

KCTD12 y KCTD20.

Al realizar un andlisis de expresion de mRNA de KCTD5 y TRPM4 en
distintas bases de datos (Mizuno et al., 2009; Ringnér et al., 2011) se observan
diferencias en la expresién al comparar tejidos sanos con los distintos tejidos
tumorales clasificados, incluso leves diferencias entre estos, encontrandose grupos
de pacientes clasificados de la misma manera tradicional con diferentes niveles de

expresion de ambos genes. A su vez se observa en algunos de los subgrupos que



la alta expresion de ambas proteinas se correlaciona con los casos con peor
sobrevida y sobrevida sin recidiva. Todos los datos recopilados indican que por su
rol en el contexto celular, los niveles de expresion alterados de estas mismas
proteinas o miembros cercanos de sus familias proteicas y su relacion regulatoria,
TRPM4 y KCTD5 son buenos candidatos como posibles biomarcadores en cancer

de mama, enfermedad que sugieren los datos obtenidos por micro arreglos.
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HIPOTESIS
La sobrexpresion de TRPM4 y KCTD5 en cancer de mama se relaciona con los

subtipos mas agresivos de la enfermedad.

Objetivo General

Determinar los niveles de expresion de TRPM4 y KCTD5 en distintos tipos de cancer

de mama.

Objetivos Especificos

Evaluar expresiéon de mRNA de TRPM4 y KCTD5 en distintos modelos celulares de

cancer de mama.

Comparar los niveles de mRNA de TRPM4 y KCTD5 entre las lineas

celulares T47D, MDA-MB-231 y MCF7.

Determinar los niveles de mRNA de TRPM4 en muestras clinicas.

Evaluar los niveles de mRNA de TRPM4 en muestras comerciales
TissueScan™, que contienen cDNA proveniente de tejidos sanos y tumorales, con

su historial clinico detallado.

Determinar relacion entre expresion de mRNA de TRPM4 v su expresién proteica.

Comparar expresion del mRNA de TRPM4 en Array de muestras de cDNA
con la expresion proteica en muestras de tejidos tratadas por IHQ para la deteccion

de las proteinas.
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METODOLOGIA

Cultivo celular

Las lineas celulares MCF7 y MDA-MB-231 se cultivaron en medio DMEM/F12
suplementado con suero fetal bovino (FBS) al 10% v/v. La linea celular T47D se
cultivd en medio DMEM alto en glucosa (Thermo Fisher Scientific) suplementado
con FBS (GE Healthcare) 5% v/v. La linea MCF10A se cultivd en DMEM/F12
(Thermo Fisher Scientific) suplementado con Suero Equino (HS) (Corning Life
Sciences) 5%,10 pug/mL de Insulina (Sigma), 20 ng/mL Factor de Crecimiento
Epitelial (EGF) (Gibco) y 0,5 pg/mL de Hidrocortisona (Sigma). Todos los medios
fueron suplementados con 100 pg/mL de penicilina, 100 ug/mL de estreptomicina 'y

ajustados a pH 7,4. Las células se mantuvieron a 37°C y 5% de CO:a.

Extraccién de RNA

Se extrajo RNA total desde las lineas celulares MCF7, MDA-MB-231, T47D
y MCF10A usando el RNeasy Mini Kit (Qiagen) de acuerdo con las indicaciones del
fabricante. Se cuantific6 el RNA en un espectrofotometro de microplaca Epoch
(Biotek), y se determin6 su pureza por la razén Abs260/Abs280 y su integridad se

por electroforesis en gel de agarosa 1,2 %p/p formaldehido 0,6 %p/v.

Tratamiento con DNasa |

Se incub6 1 pg de RNA con DNasa | (libre de RNAsa) (Thermo Fisher
Scientific) por 30 minutos a 37°C, posteriormente la reaccion se detuvo agregando
acido etilendiaminotetraacético (EDTA) a concentracion final de 5 mM, incubando

por 10 minutos a 65°C.
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Retrotranscripcion

Se tom¢ el producto del tratamiento con DNasa y se le agregaron hexameros
aleatorios 1000 ng/pl (Thermo Fisher Scientific), ANTPs 1mM, 20 U del inhibidor de
RNasas RiboLock (Thermo Fisher Scientific) y 200 U de Transcriptasa Reversa
RevertAid (Thermo Fisher Scientific). Se incubd a 25°C por 10 minutos, seguido de
1 hora a 42°C y finalmente 10 minutos a 70°C. En caso de no realizarse

inmediatamente qPCR con el cDNA obtenido, se almaceno a -20°C.

Disefio de partidores

Se disefiaron partidores especificos para la amplificacion de RNA mensajero
de TRPM4 y KCTD5 humanos. Para el disefio se tomaron en cuenta parametros
como el largo del amplicon generado, la diferencia de temperatura de fusion entre
los pares de partidores, la especificidad de apareamiento con la secuencia blanco,
su porcentaje de composicion GC, la amplificacion de secuencias que abarcaran
una zona interexdnica para excluir la amplificacion genémica y la formacion de
posibles estructuras secundarias intra o intercatenaria en las condiciones de
temperatura y concentracion de sales en las que se llevaron a cabo las reacciones
de PCR. Estos analisis se hicieron in silico usando las herramientas web Primer-
BLAST (Ye et al., 2012) y Beacon Designer (Premier Biosoft International, Ltd.). Los
partidores para 3-actina fueron obtenidos de la literatura (Liu et al., 2018). Todos los

partidores fueron adquiridos en Integrated DNA Technologies.

gPCR
Se realizé PCR en tiempo real de los genes de interés TRPM4 y KCTD5,

como control interno se amplificd un gen constitutivo; B-actina. Para la deteccion de
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la reaccion se usé el SensiMix™ SYBR® Hi-ROX Kit (Bioline) siguiendo las
instrucciones del fabricante, con SYBR Green como reportero de la amplificacion, y
ROX como referencia pasiva. Los ensayos se llevaron a cabo en el equipo
StepOne™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems), bajo las siguientes
condiciones: 10 minutos a 95°C, seguidos 40 ciclos de 95°C por 15 segundos y
60°C por 1 minuto, subsiguiente a esto se realiz6 una rampa de desnaturalizacion
empezando en 60°C, incrementando gradualmente la temperatura 0.3 °C hasta

95°C. Cada reaccion fue llevada a cabo junto a los controles negativos necesarios.

En lineas celulares se comparo la expresion relativa de los genes de interés,
normalizados en relacion a la linea celular MCF10A. El mismo protocolo descrito se
usé para muestras de cDNA proveniente de tumores de pacientes en placas
TissueScan™ (BCRT102 Lot#TH25, OriGene), donde la expresion relativa se
normalizé en relacién a muestras de tejido sano. Las curvas fueron analizadas con
StepOne Software V2.3. La expresion relativa fue normalizada a B-actina y esta fue

comprada usando el siguiente modelo de expresion relativa (Pfaffl, 2001)

(E f)Ct muestra (E f)Ct Calibrador
re . re

(Epianco) €t muestra - (Epranco)Ct Calibrador

Expresion relativa =

Donde Ct corresponde al ciclo en que se detecta la sefial y E corresponde a
la eficiencia de la reaccién en las condiciones experimentales, definida como:
E=10"Ym
Donde m corresponde a la pendiente de una curva Ct vs Dilucién de DNA

inicial para cada uno de los genes a amplificar.
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Electroforesis e inmunoblot

Las células fueron lavadas 2 veces con DPBS frio e incubadas por 30 minutos
a 4°C en agitacion con buffer de lisis (NaCl 150 mM, Tris HCI pH 7.4, 50 mM, NaF
5 mM, NP-40 0.5% v/v, Fenil Metil Sulfonil Fluoruro (PMSF) 1 mM y cocktail inhibidor
de proteasas (PIC) 1 mM y se realiz lisis mecanica en hielo. Posteriormente las
muestras fueron centrifugadas por 10 minutos a 4°C a 11.000 g, recuperandose el
sobrenadante y se cuantificd la concentracion proteica total por ensayo Pierce
(Thermo Scientific #23227). Las muestras fueron diluidas en buffer reductor (RSB)
analizadas mediante geles de poliacrilamida en condiciones denaturantes (SDS-
PAGE) a 70 V por 3 horas y transferidas a membranas de nitrocelulosa por medio
de una transferencia humeda a 30 V por 18 horas a 4° C. La membrana se bloque6
con solucién de blogueo (4 % p/v leche libre de grasa en TBS pH 7,5y 0,1 %v/v
Tween 20) por 1 hora a temperatura ambiente. Luego se incub6 con el anticuerpo
primario diluido en solucién de bloqueo a 4 °C toda la noche. Los anticuerpos
usados fueron; anti-TRPM4 Alomone (cat# ACC-044), anti-KCTD5 Origene (cat#
TA501035) y anti-actina Cytoskeleton (cat# AANO1). Posteriormente Se lavo la
membrana 3 veces con TBS-Tween y se procedié a incubar con el anticuerpo
secundario correspondiente por 1 hora a temperatura ambiente. La deteccién del
anticuerpo secundario se realizé con sustrato quimio luminiscente Immunoblot
Pierce ECL y esta sefial quimio luminiscente se detecto utilizando el equipo Alliance

Mini HD9 WL. Imagenes fueron analizadas usando el software ImageJ.
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Inmunohistoquimica

Se realizé inmunohistoquimica para TRPM4 y KCTD5 de tejido normal y tumor
invasivo de cancer de mama fijados en formalina y parafina (FFPE). La recuperacién
antigénica de los tejidos fue llevada a cabo por digestién enzimética, incubando con
tripsina al 0.05% p/v a 37 °C por 20 minutos y seguido por 10 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente, las preparaciones fueron tratadas con peréxido de
hidrégeno 3% v/v durante 20 minutos. El bloqueo se realiz6 con suero de ternera al
10% v/vy Triton X-100 0,3% v/v durante 2 horas y se incub6 con anti-TRPM4 (1:100,
Origene #10H5) y anti KCTD5 (1:100, Abcam #Ab194825) de manera separada por
toda la noche a 4°C. Como control negativo, en una preparacion el anticuerpo
primario fue reemplazado por suero de ternera no inmunizada. El anticuerpo
primario fue detectado utilizando anticuerpo universal biotinilado listo para usar e
IgG ratén/conejo durante 30 minutos a temperatura ambiente (BP-1400, Vector
Laboratories). Posteriormente, usamos un kit ABC de tincibn estandar de
peroxidasa (Cat. #32020, Thermo Scientific™) durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Luego de 3 lavados con PBS, la sefial inmunorreactiva fue detectada con
substrato de peroxidasa DAB (SK-4100, Vector Laboratories). Tras los
procedimientos inmunohistoquimicos, se usoé la solucion de Mayer Hemalum (Cat.

#109249, Merck) como tincion.

Ensayo de inmunofluorescencia
Se incubaron cubreobjetos con fibronectina 5 pg/ml en DPBS (KCI 2,67 mM,
KH2PO4 1,47 mM, NaCl 138 mM, NazHPO4-7H20 8,06 Mm, pH 7,4) por 1 hora. Las

células fueron incubadas por 18 horas en los cubreobjetos a 37°C en su medio de
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cultivo. Posteriormente fueron fijadas con formaldehido (PFA) 4% p/v, sacarosa 4%
p/v disuelto de DPBS durante 15 minutos a 4°C y se lavaron por 10 minutos 3 veces
con DPBS. Se permeabiliz6 y bloqued con solucién de bloqueo (4 % p/v leche libre
de grasa en DPBS, Tritébn-X100 0.1% v/v) por 1 hora. Los anticuerpos primarios
usados, anti-TRPM4 Cat# TA500381 OriGene y anti-KCTD5 Cat# TA501035
OriGene, se prepararon en dilucion 1:100 en solucion de bloqueo y se incubaron los
cubreobjetos con estos por 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente, se
realizaron 3 lavados con solucion de bloqueo. Los anticuerpos primarios fueron
detectados con anticuerpos secundarios conjugados a fluoréforos Alexa.
Posteriormente se realiz6 una tincion nuclear con Hoechst 33342 y se monto sobre
un portaobjeto. Se tomaron fotografias usando un Spinning Disk (Olympus IX81) y

el analisis de imagenes se realiz6 con el programa ImageJ.

Estadistica

Los datos de inmunoblot y gqPCR de lineas celulares fueron analizados por
ANOVA de una via, y comparados por test Tukey. Los datos de gPCR para placas
con muestras de pacientes fueron analizados usando la prueba de Kruskal-Wallis y

test de Dunn. Todos los analisis fueron hechos con GraphPad Prism 6.
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RESULTADOS

Determinacion de condiciones de ensayo gPCR

Para cumplir el primer objetivo de este trabajo se tuvieron que estandarizar
las condiciones necesarias para realizar los ensayos de gqPCR de forma
reproducible. Para esto se disefiaron una serie de pares de partidores candidatos
para TRPM4 y KCTD5. Los partidores finalmente usados se seleccionaron en base
a la eficiencia de la reaccion obtenida con estos; en cada ciclo de la fase exponencial
de la reaccion en cadena polimerasa se busca que la cantidad de amplicén sea el
doble al ciclo anterior, esto se define como una eficiencia de 100% o en parametros
de la ecuacion de Pfaffl, una E=2. Para que la reaccidon sea considerada eficiente,
la eficiencia experimental debe ser mayor al 90% y menor al 110%. Para determinar
la eficiencia de cada par candidato de partidores se realizaron curvas con diluciones
de seriadas de cDNA inicial vs Ct, posteriormente los datos fueron analizados por
regresion lineal entre el logaritmo de la dilucion del DNA y el Ct de cada uno de
estos estandares (Figura 1), de la que se obtiene la pendiente respectiva a cada
uno de los pares de partidores con lo que se calcul6 la eficiencia de la reaccion. En
el caso de algunos pares de partidores se realizd este experimento en diferentes
concentraciones, ya que una baja concentracion de estos puede disminuir la
eficiencia de la reaccion. Para descartar candidatos ineficientes de pares de
partidores se analizaron las curvas de temperatura de fusion de las reacciones, para
identificar productos inespecificos o dimeros de partidores que afectasen la

eficiencia, descartando los partidores que presentaran estos fenédmenos. Las curvas
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de eficiencia de los partidores finalmente seleccionados se encuentran en la Figura

1, los detalles de estos se describen en la Tabla 2.

Curva estandar Ct vs Log dilucion DNA

30-
e~ B-actina M =-3,496
5] = TRPM4 m=-3483
4+ KCTD5 m=-3,298
201
O r’= 0,9995
15- r’= 0,9994
r’= 0,948
10+

4 -3 2 -1 0
Log dilucion DNA

Figura 1.- Eficiencia de PCR para genes blanco. Las reacciones se llevaron a
cabo usando las condiciones descritas en la metodologia, y con la concentracion de
partidores descrita en la Tabla 2. La regresion lineal y andlisis de curva se realiz6

con el software Graphpad Prism 6 (n=3).

Tabla 2.- Partidores seleccionados para gPCR.

Blanco Secuencia 5’-3’ Tm °C Eficiencia Amplicén [ ]
_ TGACGTGGACATCCGCAAAG 57,9 250

B-actina 93.2% 205 pb
CTGGAAGGTGGACAGCGAGG 60,2 nM
AGAGTGAACTCTTTCGGGGG 59,02 250

TRPM4 93.7% 64 pb
TCCATGAGGGAAGCTTCGAG 59,17 nM
GGAGCTGCTGGGATTCCTTT 57,6 400

KCTD5 100.9% 168 pb
GTCAGTCTGCACAGTACCCC 57,5 nM
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Expresion diferencial de mRNA de TRPM4 Y KCTD5 en lineas celulares modelo
de cancer de mama

Con el objetivo de determinar si la diferencia de expresion de TRPM4 vy
KCTD5 es un buen indicador como posible biomarcador en el cancer de mama se
evaluo la expresion del mRNA de ambos genes en cuatro lineas celulares modelo
de la enfermedad distintas; MCF10A, T47D, MDA-MB-231 y MCF7. Estas lineas
presentan un patron gendémico y perfiles de expresion muy similares a tumores
primarios; T47D y MCF7 son modelos de carcinoma invasivo luminal ER/PgR
positivos - HER2 negativos, MDA-MB-231 es modelo de carcinoma basal triple
negativo, mientras que la linea MCF10A es usada ampliamente como modelo de

células epiteliales mamarias normales (Kao et al., 2009; Neve et al., 2009).

Para esto se cultivaron las lineas celulares a una confluencia del 70%-80%,
se sometieron a lisis mecanica y se purifico el RNA total por método de columna de
retenciéon. Posteriormente se determiné su concentracion y pureza por absorbancia.
Solo se realizé retrotranscripcién de las muestras que presentaban una razén
Abs260/Abs280 entre 1.8 - 2 y que no presentaban mas que las bandas
caracteristicas esperadas en la electroforesis en gel de agarosa. Se retrotranscribié
1 pug de RNA total usando hexameros de oligonucledtidos aleatorios como
partidores, obteniéndose cDNA total, del que se realizaron diluciones 1:10, con las

gue se prepararon las reacciones para el PCR en tiempo real.

El analisis de las curvas de amplificacion y fusion fue llevado a cabo con el
programa StepOne™ Software v2.3 (Applied Biosystems), donde se corroboré la

amplificacion de un producto especifico. Los Ct de cada una de las reacciones
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fueron exportados y ajustados al modelo matematico descrito anteriormente, donde
la expresion del mRNA de TRPM4 y KCTD5 de cada linea celular fueron
normalizados a la expresion de B-actina de estas, obteniéndose asi la expresion en
relacion a la expresion de un gen constitutivo. Se eligio B-actina como gen de
referencia por su expresion estable entre tejido tumoral y sano, tanto en el modelo

celular como en muestras de pacientes (Liu et al., 2015; Maltseva et al., 2013).

Tal como se muestra en la Figura 2A el RNA mensajero de TRPM4 se
encuentra sobrexpresado en la linea MCF7 respecto a todas las demas, no

observandose una diferencia significativa entre estas.

En el caso de KCTD5 (Fig. 2B) se aprecian diferencias significativas en todas
las comparaciones, exceptuando entre las lineas MCF10A — MDA-MB-231y T47D-
MCF7. En las dos primeras se aprecia una expresion mayor del mRNA que en las
dos ultimas. Se observa una ligera mayor expresion del mMRNA en MDA-MB-231,
aungue no es significativa respecto a la condicion control. Cabe destacar que la
magnitud de las diferencias observadas es mucho menor que las observadas en la

expresion del RNA mensajero de TRPM4.
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Figura 2.- mRNA de TRPM4 y KCTDS5 se expresa diferencialmente en lineas
celulares de cancer de mama. Niveles de expresion de TRPM4 (A) y KCTDS5 (B)
normalizados a los de B-actina. Los resultados se presentan como el promedio del
Log de las veces de cambio en relaciébn con expresion en la linea MCF10A +
desviacion estandar. Los diferentes simbolos indican diferencias estadisticamente
significativas; * Diferencia significativa con todos, # Diferencia significativa con

MCF10A, t Diferencia significativa con T47D, 1 Diferencia significativa con MDA-

MB-231 (p < 0,05, n=5).

TRPM4 y KCTD5 se expresan de forma diferencial en lineas de cancer de
mama a nivel proteico.

Con el fin de relacionar la expresion de los mMRNA de TRPM4 y KCTD5 con
Su expresion proteica, se evalué de manera semi cuantitativa mediante SDS-PAGE

e inmunoblot identificando estas proteinas en las lineas celulares ya nombradas.
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Figura 3.- Expresion proteica diferencial de TRPM4 y KCTD5 en lineas
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celulares de cancer mama. (A) Inmunoblot representativo de TRPM4 y KCTD5 en

las diferentes lineas de cdncer de mama, se indican los pesos respectivos en kDa.

Como control de carga se utilizé B-actina. Cuantificaciones por densitometria

relativas a B-actina de los niveles de TRPM4 (B) y KCTD5 (C) normalizadas en

porcentaje a la expresion proteica en la linea celular MCF10A. Los resultados se

presentan como el promedio + desviacibn estandar. Asteriscos representan

diferencia estadisticamente significativa respecto a las demas lineas celulares

(P<0,05, n=6).

Los niveles proteicos de TRPM4 (Fig.3B) son similares a los ya indicados por

la expresion de su RNA mensajero; en MCF7 se observa una mayor expresion
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significativa en comparacién a las demas lineas celulares, MCF10A y MDA-MB-231
tienen niveles de expresion similares en ambos casos, pero en T47D aunque no es
estadisticamente significativa su diferencia de expresion de mRNA y proteina en
relacion a MCF10A y MDA-MB-231, se aprecia una disimilitud, ya que su mRNA se
encuentra en un nivel ligeramente mayor que las lineas celulares nombradas, pero

su nivel proteico es el menor de todas ellas.

En el caso de KCTD5 (Fig.3C) se observa que las relaciones de expresion
de mMRNA se mantienen en la expresion proteica; la linea celular MDA-MB-231 tiene
los mayores niveles de KCTD5 respecto a las demas lineas celulares, diferencia
gue es estadisticamente significativa. En las otras lineas celulares no se aprecian
diferencias estadisticamente significativas; MCF7 tiene el menor nivel de la proteina,
la linea celular control MCF10A presenta una expresion mayor y T47D presenta
niveles similares a esta ultima. Cabe destacar que, aunque las diferencias en la
expresion se ven relacionadas, no es asi con las proporciones; el RNA mensajero
de KCTD5 se ve ligeramente incrementado en MDA-MB-231 respecto a las demas
lineas celulares, mientras que su nivel proteico es por lo menos 3 veces mayor a la

condicioén control.

La expresion de TRPM4 y KCTD5 aumenta en determinados subgrupos de
pacientes de cancer de mama.

Se obtuvieron placas TissueScan™, Breast Cancer cDNA Array Il que
contienen 48 muestras distintas de cDNA de pacientes; 5 corresponden a tejido
mamario sano y 43 a tejido tumoral de pacientes de diferentes estadios y subgrupos

de cancer de mama. Cada uno de los tejidos de los que se extrae RNA total esta
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compuesto por lo menos de un 50% de tejido tumoral, y se encuentran clasificados
en base a su perfil de expresién de marcadores bioquimicos (ER/PgR y HER?2)
ademas de adjuntarse el informe del patologo en de cada una de las muestras, que
contiene datos como la edad, estadio clinico de la enfermedad y gradacion
Nottingham. Se realiz6 qPCR de estas muestras con el propésito de detectar
alteraciones en la expresion del RNA mensajero de TRPM4 y KCTD5 en relacion al
gen control B-actina, ya que se observo diferencias en la expresion de los mMRNAs
entre las lineas celulares modelo de cancer de mama y la linea control, y entre si
mismas (Fig.2).

En la Figura 4 se aprecia que mMRNAs de TRPM4 y KCTD5 se encuentran
sobrexpresados de manera estadisticamente significativa en los pacientes con
cancer de mama respecto al tejido sano, y a diferencia de lo observado previamente
en las lineas celulares, hay una mayor magnitud de sobrexpresion del mRNA de

KCTD5 que el de TRPMA4.
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Figura4.- mMRNAs de TRPM4 y KCTD5 se sobrexpresan en pacientes de cancer
de mama. Expresion relativa del RNA mensajero de TRPM4 (A) y KCTD5 (B) en
muestras tumorales de pacientes con cancer de mama. Los niveles de los mRNA
fueron normalizados en relacién con la expresién de [(-actina y posteriormente
comparado a la expresion relativa en tejido sano. Los resultados se presentan como
la mediana del Log de las veces de cambio + desviacion estandar. Los asteriscos

indican diferencias estadisticamente significativas (*P<0,05, n=48).

Ya gue se estableci6 que ambos genes se sobrexpresan a nivel de RNA
mensajero en tumores de cancer de mama, se relacionaron estos resultados con la
informacion de cada paciente para con el fin de determinar si la expresion de estos
genes es distintiva de diferentes subtipos o etapas del cAncer de mama. Uno de los
pardmetros usados para comparar es la edad de las pacientes, comparando entre
pacientes jévenes (menores a 50 afios) y pacientes viejas (mayores a 50 afios), esta
edad se eligié6 por dos motivos; la mayoria de los decesos ocurre en pacientes
mayores a esta edad, a su vez es la edad promedio donde ocurre un decaimiento

en la produccién de estrégeno y progesterona producto de la menopausia, con lo
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gue podria relacionarse la expresion de los genes de interés con la produccién
hormonal. Como se puede Observar en la Figura 5A no hay diferencias
significativas entre ambos grupos de pacientes, por lo que la expresion de los

MRNAs de TRPM4 y KCTD5 no estaria determinada por estos factores.
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Figura 5.- Expresion de mRNA de TRPM4 y KCTD5 no se correlacionan con
edad y estadios clinicos. Expresion relativa de RNA mensajero de TRPM4 y
KCTD5 en relaciéon con muestras de tumor joven (< 50 afios) y viejo (>50 afios) (A)
y en relacion con los estadios determinados por la clasificacion TNM (B). Los
resultados se presentan como la mediana del Log de las veces de cambio +
desviaciobn estandar. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente

significativas en relacién con el tejido normal (*P<0,05, n=48).
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Al comparar con los estadios determinados por la clasificacion TNM (Fig. 5B),
se observan diferencias significativas en la expresion de mRNA en diferentes
estadios para TRPM4 y KCTD5; TRPM4 se encuentra sobrexpresado en etapas
mas tardias, Il y IV, mientras que KCTD5 se observa mayormente expresado en
etapas mas tempranas, | y Il. Por lo que no se observa una relacion en la

coexpresion de estos genes en relacion con el estadio TNM de la enfermedad.

Finalmente se compardé la expresion de los mRNAs de ambos genes con
pardmetros que describen la naturaleza y comportamiento del tumor; la gradacion
de Nottingham y la clasificacion por biomarcadores proteicos. Con la gradacion de
Nottingham se evalGan tres parametros del tumor; la formacién de tabulos en el
tumor, el indice mitético y el pleomorfismo nuclear, con lo que se determina el grado
del tumor, que puede ir de 1 donde el tejido se encuentra diferenciado, a 3 donde
esta altamente desdiferenciado (Dai et al., 2015). Tanto el mMRNA de TRPM4 como
KCTD5 se sobrexpresan de forma significativa con relacién al tejido normal en los
grupos 2y 3 (Fig. 6A), que representan los tumores con mayor desdiferenciacion e

indice mitético.
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Figura 6.- mRNAs de TRPM4 y KCTD5 se sobrexpresan en tumores agresivos.
Expresion relativa del mMRNA de TRPM4 y KCTD5 en muestras de pacientes con
relacion a su gradacion Nottingham (A) y su clasificaciébn por Biomarcadores
proteicos (B). Los resultados se presentan como la mediana del Log de las veces
de cambio * desviacibn estandar. Los asteriscos indican diferencias

estadisticamente significativas en relacion con el tejido normal (*P<0,05, n=48).

Al relacionar los datos de expresiéon de RNA mensajero con la clasificacion
por biomarcadores proteicos de uso clinico ER, PgR y HER2 se observa que tanto
TRPM4 como KCTD5 se sobrexpresan de forma significativa respecto al tejido
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normal en los mismos subtipos de cancer; ER-PgR+/ HER2- y en los canceres triple
negativos, observandose el mayor nivel de cambio en la expresion en este ultimo
subtipo (Fig. 6B). Cabe destacar que los pacientes que presentan estos altos
niveles de ambos mRNA son los mismos. Otro punto que notar es que KCTD5 se
ve sobrexpresado en todos los distintos tipos de cancer en algun nivel y al observar
Su expresion respecto a la gradacion Nottingham se puede apreciar un incremento

gradual en directa relacién con la misma.

Diferencia en niveles proteicos de TRPM4 y KCTD5 en lineas celulares son
detectables por Inmunofluorescencia.

En el uso clinico los biomarcadores proteicos son los que tienen mayor poder
pronéstico y diagnostico, junto con la determinacién de las distintas terapias
asociadas a algunos de estos biomarcadores. Los niveles relativos de estos se
detectan por IHQ, por lo que como aproximacién en las lineas celulares de cancer
de mama se detectaron los niveles de TRPM4 y KCTD5 por inmunofluorescencia,
para evaluar si es posible la deteccion de los niveles por medio de esta técnica simil
a IHQ, y si los niveles detectados de proteina se relacionan con los detectados por

inmunoblot.
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TRPM4 KCTD5 Merge

MCF10A

T47D

MDA MB 231

MCF7

Figura 7. Localizacion y niveles de TRPM4 y KCTD5 varian entre las lineas
celulares MCF10A, T47D, MDA-MB-231 y MCF7. Marcaje por
inmunofluorescencia de lineas celulares de cancer de mama. Las células fueron
tefiidas con Hoechst (Azul) y marcadas anti KCTD5 mAb (verde) y anti TRPM4 mAb

(rojo). Barra blanca representa 20 uym.

En la Figura 7 podemos observar que KCTD5 tiene una localizacion
perinuclear-citoplasmatica similar en cada linea celular. Se pueden observar
diferencias en la expresion entre las diferentes lineas; la sefial de mayor intensidad
de fluorescencia se observa en la linea MDA-MB-231.
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TRPM4 tiene mayor variacion en los niveles observados, no siendo
detectable en T47D. Se pueden apreciar diferencias en la ubicacién del canal entre
las distintas lineas celulares; tanto en MCF10A, MDA-MB-231 y MCF7 se observa
la presencia del canal en membrana, aunque en las dos primeras se aprecia un
patron tipo sabana, diferente al de MCF7 donde el canal delimita el contorno celular,

contactos célula-célula y posibles adhesiones focales.

TRPM4 y KCTD5 se sobrexpresan a nivel proteico en tumores triple negativo.

Ya que la mayor sobrexpresion a nivel de RNA mensajero de ambos genes
fue en pacientes triple negativo, se obtuvieron muestras de tumor primario triple
negativo y se le realiz6 IHQ contra TRPM4 y KCTD5 tal como se realiza en la clinica

con otros biomarcadores proteicos.

En el tumor se detecta sobrexpresion de TRPM4 y KCTD5 (Fig. 8), y se
observan dos tipos de comportamiento dependiendo del corte analizado del tumor;
en algunos se observa un mayor nivel de expresion de TRPM4 que KCTD5 (Fig.

8B) y la relacién inversa (Fig. 8C)
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Figura 8. Expresin de TRPM4 y KCTD5 en tejido fumoral. Tincién
inmunohistoquimica de TRPM4 y KCTD5 en tejido mamario normal (A) y Tumoral

primario (B y C). Barra negra representa 50 ym.
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DISCUSION

En las diferentes lineas celulares modelo de cancer de mama se observo que
varia la expresion relativa tanto de TRPM4 como de KCTD5. El mRNA de TRPM4
se expresa de manera similar en las lineas celulares MCF10A, T47D y MDA-MB-
231, pero en la linea MCF7 este aumenta en promedio unas 100 veces en relacion
con el modelo de tejido normal. La expresion proteica de TRPM4 sigue un patrén
similar, siendo mayor en MCF7 que en el resto de las lineas celulares que presentan
niveles similares. Llama especialmente la atencion la diferencia en niveles de
expresion del canal entre MCF7 y T47D; ambas lineas celulares son clasificadas
como modelo del mismo tipo de cancer; carcinoma invasivo luminal A con presencia
de receptores hormonales y ausencia de HER2, pero ha sido descrito con
anterioridad que sus transcriptomas (Yu etal., 2017), y patron de expresion proteica
(Aka y Lin, 2012) difieren de manera significativa. Esta informacion, junto con lo
observado en la expresiéon de mRNA y proteina de TRPM4 implica que aun células
clasificadas de la misma manera respecto a los parametros de uso clinico se
comportan en la practica de forma distinta, dando paso a cuadros clinicos con

diferente desarrollo y tratamiento (Bertos y Park, 2011).

Aungue no hay diferencia significativa en la expresion de TRPM4 a nivel de
MRNA y proteina entre las demas lineas celulares, se aprecia una divergencia entre
los datos; a nivel de mRNA, en T47D el canal parece expresarse ligeramente mas
gue en el control MCF10A, pero a nivel proteico TRPM4 es indetectable en la linea

T47D, lo que podria indicar algun tipo de mecanismo de regulacién postraduccional
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en la expresion del canal, aunque se necesitan otros experimentos para concluir

esto.

La expresion del mensajero de KCTD5 presenta diferencias significativas
entre las diferentes lineas celulares, aunque la escala de estas diferencias es
minima, pudiendo apreciarse que son relativamente similares. Los niveles relativos
de expresion entre mensajero y proteinas son proporcionales en tres de las lineas
celulares; MCF10A, T47D y MCF7, pero no en MDA-MB-231, donde se aprecia una
mayor magnitud en la diferencia de expresion de la proteina que del mensajero con
las demas lineas. Este fendmeno no es extrafio, ya que se ha descrito que KCTD5

puede ser regulado post-transcripcionalmente (Bayon et al., 2008).

La alta expresion de TRPM4 en MCF7 y no en la linea MDA-MB-231 se
contradice con lo inicialmente esperado, TRPM4 ha sido descrito como un
modulador positivo de la proliferacion (Armisén et al., 2011), migracién e invasion
celular (Caceres et al., 2015), mientras que la linea MCF7 se caracteriza por su bajo
potencial invasivoy metastasico (Comsa et al., 2015), contrapunto a la linea MDA-
MB-231, modelo de cancer triple negativo, altamente agresiva en relacion a MCF7
(Gest et al., 2013; Gozgit et al., 2006). Ya que en esta tesis no era parte de los
objetivos determinar los niveles de actividad de ambas proteinas no se puede
descartar que TRPM4 sea uno de los principales actores en estos procesos en
MDA-MB-231, ya que esta presenta una sobrexpresion de la proteina KCTD5,

descrita en nuestro laboratorio como un regulador positivo de la actividad del canal.

35



Al evaluar la expresion a nivel de mRNA y de proteina en conjunto de TRPM4
y KCTD5 se pueden establecer diferencias tanto entre lineas celulares del mismo

como de diferentes subtipos de cancer de mama.

Tanto TRPM4 como KCTD5 se sobrexpresan en muestras de tumores
primarios de pacientes de cancer de mama, este Ultimo en mayor magnitud. Es
mas, se aprecia que en todos los subtipos de pacientes KCTD5 se encuentra
sobrexpresado en alguan nivel. Al relacionar la expresion del mensajero de estos
genes en relacion a otros diferentes parametros de clasificacion del cancer de mama
se puede concluir que tanto TRPM4 como KCTD5 se sobrexpresan en los tumores
MAas agresivos, esto se evidencia por la gradacion Nottingham, donde KCTD5 se
sobrexpresa en G2 y G3, los dos tipos con mayor desdiferenciacion. TRPM4 y
KCTD5 se sobrexpresan en dos subtipos distintos de forma significativa; en tumores
Luminal A (ER+/PgR+ HER2-) y en tumores triple negativos. El subtipo Luminal A
se caracteriza por tener una respuesta mayor que Luminal B al tratamiento
endocrino, mayor expresion de receptores hormonales, menor expresion de genes
proliferativos, y se asocia a una buena prognosis (Ignatiadis y Sotiriou, 2013). Por
lo que es interesante que tanto TRPM4 como KCTD5 se encuentren
sobrexpresados respecto al tejido normal, puesto que ambos estan involucrados en
migracion y proliferacion. Cabe destacar que la expresion de estos genes en los
pacientes no refleja lo observado en las lineas celulares modelo Luminal A; solo
MCF7 presenta sobrexpresion de TRPM4 y ninguna de las lineas sobrexpresa

KCTDS.
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El cancer triple negativo se caracteriza por la ausencia de los demas
biomarcadores proteicos, presenta alta agresividad; esto se traduce en mayor
proliferacion, rapida metastasis y baja respuesta al tratamiento (Cinkaya et al., 2016).
No tiene un tratamiento especifico como otros de los subtipos y es un grupo
heterogéneo respecto a su perfil molecular (Akshata Desai, 2012). En este grupo
los niveles de mMRNA y de proteina detectada por IHQ de TRPM4 y KCTD5 son
mayores a cualquier otro, aunque la expresion no se relaciona del todo con el
modelo celular pues, aunque la linea modelo de este subtipo de cancer, MDA-MB-
231, presenta los mayores niveles de transcrito y proteicos de KCTD5, tiene una

baja expresién de TRPM4.

En las IHQ realizadas a los tumores triple negativos se observa que se
sobrexpresan ambas proteinas, pero se aprecia que hay dos tipos de patrones de
expresion, algunos cortes presentan mayor tincion de TRPM4 que KCTD5 vy otros
presentan la relacion inversa, esto es un ejemplo claro de como la enfermedad
puede tener patrones de expresion diferenciales, ademas hay que considerar el
limitado acceso a muestras de tejido primario con el que se realiz6 este estudio.
Este comportamiento disimil podria relacionarse a otros parametros de clasificacion,
pero solo se tuvo acceso a la informacion correspondiente a la clasificacion por
biomarcadores proteicos. No se observa una distribucion determinada de estas
proteinas, siendo marcado todo el tejido maligno. Una de las limitantes de la técnica
usada es su variabilidad interobservador, lo que disminuye la capacidad de un

diagnéstico claro en casos donde la sobrexpresion no es clara.
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La sobrexpresion de ambos genes en los tumores se puede relacionar con
los roles descritos de estas proteinas a nivel celular. La expresiéon de KCTD5 puede
potenciar los efectos sobre la migracion que ejerce TRPM4 u otras proteinas.
KCTD5 es un adaptador de la E3-RING ubiquitin ligasa Cullin 3, reconociendo
proteinas blanco a ser ubiquitinadas. La sobrexpresién observada, aunque no
significativa, en los distintos subtipos de cancer de mama de KCTD5 de manera
independiente a TRPM4 implica que KCTD5 puede estar regulando diferentes
proteinas que interfieran en procesos proliferativos, invasivos o de resistencia a la
terapia. A la fecha se ha reportado que miembros de la familia KCTD estarian
regulando parte de estos procesos en cancer, como KCTD20 en cancer de pulmon
(Zhang et al., 2017), KCTD12 como regulador del ciclo celular (Zhong et al., 2017)
y cell stemness en cancer colorrectal (Li et al., 2016). En cancer de mama se ha
reportado que KCTD10 seria un regulador positivo de procesos como la secrecion,
migracion y respuesta a factor de crecimiento endotelial vascular (Murakami et al.,
2019). A su vez se ha descrito que KLHL22, otro adaptador de Cullin 3, regula la
oncogénesis en cancer de mama via mTORC1 (Chen et al., 2018), por lo que

KCTD5 podria estar regulando vias similares en la enfermedad.

La sobrexpresion de TRPM4 en el cancer triple negativo se puede relacionar
directamente con la capacidad invasiva de las células tumorales. En lineas celulares
de céancer de mama diferentes canales idnicos relacionados a las dinamicas
celulares de calcio tienen alterada su actividad y/o expresion (So et al., 2018), y
aunque TRPM4 no es un canal permeable a calcio, si es activado por este, uno de

los roles propuestos por nuestro laboratorio para este canal es la regulacion local
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de calcio, por regulacién del potencial local de membrana, al que son sensibles
canales de calcio como TRPC3. Todo este sistema estaria implicado en procesos

de migracion e invasioén celular.

Si bien nuestros resultados sugieren una correlacion entre la expresion de
los MRNAs de TRPM4 y KCTD5 con muestras tipo triple negativo, cabe mencionar
gue una limitacion del estudio es que el nimero de pacientes que corresponden a
dicho subtipo es bajo (n=4), lo que se repite en la deteccion proteica en tumores
(n=1) por lo que para afirmar que tanto KCTD5 como TRPM4 son buenos
marcadores para el uso clinico en este subgrupo es necesario expandir la cohorte.
Sin embargo, la sobrexpresiéon de TRPM4 y KCTD5 en tumores, y su correlacion
con la agresividad, ademas de que se expresen en subtipos sin terapia dirigida
puede dar paso a pensar en ellos como posibles dianas terapéuticas. Ambos genes
se vieron consistentemente sobrexpresados en pacientes triple negativo, lo que los
convierte en buenos candidatos como blanco terapéutico para estos pacientes, que
tienen una baja sobrevida, con tratamientos no efectivos. Farmacos contra TRPM4
y KCTD5 podrian inhibir la migracion y proliferacion celular aumentando las
esperanzas de vidas de estos pacientes. En nuestro laboratorio se disefiaron
péptidos que inhiben el trafico de TRPM4 en modelo celular de melanoma,
inhibiendo su actividad y procesos relacionados al avance del cancer tales como el
ensamble de adhesiones focales e invasion celular (Blanco et al., 2019), pudiendo
retrasar el desarrollo de la enfermedad en conjunto a otras terapias como los
inhibidores de Poly(ADP-Ribosa) Polymerasa y quimioterapia (Caparica et al., 2019;

Okuma and Yonemori, 2017).
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CONCLUSIONES

Tanto en el modelo celular como en muestras clinicas TRPM4 y KCTD5 se
expresan de forma diferencial. Ambos genes se sobrexpresan al comparar el total
de pacientes con controles sanos. Al comparar sus patrones de expresion entre las
lineas celulares modelo y las muestras de pacientes pertenecientes subtipos
clinicos a los que representan hay incongruencias aparentes, exceptuando la
sobrexpresion de TRPM4 en MCF7 y de KCTD5 en MDA-MB-231, por lo que en

este caso, las lineas celulares no son un buen modelo de la patologia.

Tanto TRPM4 como KCTD5 se sobrexpresan en los canceres de mayor
agresividad en relacion a la gradacion Nottingham, en el cancer Luminal Ay triple
negativo, sobre todo en este ultimo, lo que permitiria identificar con mayor precision

en conjunto con los marcadores de uso clinico estos subtipos de cancer.

A su vez, la sobrexpresion de estas proteinas y su rol descrito a nivel celular
permiten pensar en ellas como posibles blancos terapéuticos, esto es
especialmente relevante en los pacientes triple negativos que no poseen terapia

dirigida especifica y tienen un pobre prondstico.
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