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1. RESUMEN.
En las células troncales tumorales (CTT) reside el potencial de autorenovacion. Las CTT
son mas resistentes a los tratamientos antineoplasicos y mantienen la capacidad de
formar un nuevo tumor, por lo que se han propuesto como la causa de la recurrencia del
cancer. Por otro lado, los genes pro-metastasicos pueden funcionar como reguladores de
CTT. Con base en esta informacién, este trabajo propone que los miRNAs promotores de
la metastasis pueden influenciar el fenotipo troncal tumoral. Para probar esta hipoétesis, las
CTT de lineas celulares de cancer de mama fueron enriquecidas y el potencial
tumorigénico y de auto renovacion en estas células fue validado utilizando diferentes
ensayos in vitro e in vivo. Posteriormente se analizé el perfil de expresion de miRNAs
maduros mediante gRT-PCR. Uno de los miRNAs sobre-expresados en las CTT fue miR-
10b. Este miRNA ha sido reportado como un promotor de la metastasis en cancer de
mama. La inhibicion de miR-10b en CTT produjo una disminucién en el potencial de auto
renovacién y en la expresiéon de marcadores de CTT, mientras que la sobreexpresion
ectopica de mir-10b incrementd ambas caracteristicas. Utilizando un analisis
bioinformatico, encontramos entre los posibles blancos para miR-10b al homdélogo de
fosfatasa y tensina (del inglés PTEN), que es un regulador clave de la via PI3K/AKT
involucrada en varios procesos del cancer. La regulacion de PTEN por miR-10b fue
confirmada utilizando diferentes ensayos funcionales. De manera importante la inhibicién
de miR-10b permite un incremento en la expresion de PTEN (mRNA vy proteina) que es
acompafado de una disminucion en la actividad de la via AKT. El bloqueo de PTEN por
siRNA incrementa la expresion de marcadores troncales, mientras que la inhibicion
farmacologica de la via AKT compromete varias caracteristicas de las CTT. En
conclusion, miR-10b regula el potencial tumorigénico y de auto renovacion de las CTT a

través de la inhibicion de PTEN y el mantenimiento de la activacion de la via AKT.



2. ABSTRACT.
Tumor self-renewal is dependent on a small population called Cancer Stem Cells (CSC).
CSC are resistant to several antitumor treatments and are able to grow new tumors, so it
is postulated that CSC is the origin of tumor relapse. On another hand, pro-metastasis
genes can function as cancer stem drivers. Accordingly, we propose that miRNAs that
function as metastatic promoters may influence the CSC phenotype. To study this, CSC
were enriched from two breast cancer cell lines and CSC features were validated by
several in vitro and in vivo assays. Then, we compared the expression of miRNAs in CSCs
using qRT-PCR analysis. One of the most altered miRNAs was miR-10b, which is a
reported promoter of metastasis and migration. Inhibiting miR-10b expression using
synthetic antisense RNAs on CSC resulted in a decrease in self-renewal and expression
of cancer stem cell markers. Stable overexpression of miR-10b in cell lines promoted
higher self-renewal and highest expression of CSC markers. Bioinformatics analyses
identified several potential miR-10b mRNA targets, including phosphatase and tensin
homolog (PTEN), a key regulator of the PI3K/AKT pathway involved in several cancer
processes. The targeting of PTEN by miR-10b was confirmed using functional assays.
Importantly, miR-10b depletion not only increased PTEN mRNA and protein expression
but also decreased the activity of AKT. Correspondingly, PTEN knockdown increased
stem cell markers, whereas AKT inhibitors compromised the self-renewal ability of CSCs
and breast cancer cell lines overexpressing miR-10b. In conclusion, miR-10b regulates the
self-renewal of the breast CSC phenotype by inhibiting PTEN and maintaining AKT

pathway activation.



3. INTRODUCCION

3.1 Cancer de mama en México y el Mundo.

El cancer de mama es la neoplasia maligna en mujeres con mayor incidencia en el
mundo y mortalidad en México. GLOBOCAN publicé que en 2015 hubo 1,790,861 casos
de cancer de mama en el mundo, en donde 23,764 pacientes correspondieron a México,
con una mortalidad de casi el 30%, lo que situa a éste padecimiento como la segunda
causa de muerte por enfermedad en nuestro pais solo después de las enfermedades

cardiovasculares [1, 2].

En México, la mortalidad debido a la enfermedad se ha reducido en los ultimos 20
afos, debido a que el sistema de salud publica mexicana ha incorporado estrategias en la
deteccion y diagndstico temprano como las revisiones ginecoldgicas con una periodicidad
frecuente, acompafiadas con mastografias. Esto ha permitido la deteccién en estadios
temprano de la enfermedad, pero al mismo tiempo se ha implementado un mejor abordaje
de los tratamientos debido al desarrollo de esquemas de tratamientos personalizados, los
cuales se han basado en la clasificacion de cinco principales subtipos, definidos por la
expresion de receptores celulares como receptor de estrogenos (ER) receptor de
progesterona (PR) y el receptor 2 de factor de crecimiento epidermal (HER2), asi como el
grado de progresion tumoral 1 o 2. Esta clasificacion ha impactado en el diagndstico,

pronéstico y tratamiento de la enfermedad [3, 4].



3.2 Reincidencia tumoral.

Uno de los problemas en el tratamiento con mayor relevancia es que en el 23% de
las pacientes que reciben un tratamiento con base en quimioterapia y radioterapia, en el
tiempo muestran reincidencia en el crecimiento de tumores en alguna zona local o distal;

a este proceso se le conoce como recurrencia.

Las células tumorales que forman estos nuevos tumores son altamente
resistentes a los tratamientos previos, lo que reduce a un 20% la esperanza de vida a 10

afos en las pacientes recidivas [5].

Diferentes factores pueden asociarse a la disminucion de la sobrevida de los
pacientes con reincidencia, por ejemplo la ausencia o baja expresién de tres receptores
hormonales (ER/PR/HER2), un gran tamafio en la masa tumoral, un corto intervalo de
tiempo entre el diagndstico inicial con la aparicion de recurrencia local y la evasiéon de la

mastectomia [6].

A nivel celular, la recurrencia puede ser explicada por la heterogeneidad entre las
células tumorales producida por diferencias genéticas, epigenéticas, influencia del
microambiente y cambios celulares reversibles [7, 8]. Bajo el principio de que es posible
explicar que tras la exposicion de agentes antineoplasicos algunas células perecen,

mientras que otras resisten a los estimulos de muerte.

La heterogeneidad celular indica que las células obedecen a una jerarquia
funcional, dentro de la cual cada célula puede tener diferentes capacidades de
crecimiento, expresar diferentes marcadores de diferenciacién, etcétera. Dentro de esta
diversidad celular, existe una poblacién con alto potencial de auto-renovacion y una

capacidad parcial de diferenciacion, a estas células se han denominado células troncales



tumorales (CTT) y mas recientemente células iniciadoras tumorales (CIT). Las CTT son
mas resistentes a los tratamientos convencionales contra el cancer, como quimio y radio
terapia, por lo que se ha propuesto que estas células pueden soportar los esquemas
basicos de tratamiento tradicional y posterior a ello cuentan con la capacidad de iniciar un
nuevo crecimiento tumoral heterogéneo por lo que se ha propuesto que pueden ser la

causa. de la reincidencia tumoral [9].

3.3 Células Troncales Tumorales.

El crecimiento y diferenciacion de los 6rganos adultos estd controlado por las
células troncales normales (CTN), que pueden auto-renovarse al dividirse de manera
simétrica, lo que trae como consecuencia la produccién de dos células troncales idénticas
lo que asegura el mantenimiento de la poza normal de CTN. Por otro lado, las estirpes
celulares mas diferenciadas son generadas a través de una division asimétrica, por la cual
se conserva una célula troncal hija y simultdneamente se genera una célula progenitora

mas diferenciada y comprometida a ciertas funciones [10].

En la glandula mamaria adulta es posible distinguir dos principales estirpes
celulares: 1) células epiteliales luminales, capaces de generar estructuras secretoras de la
mama como ductos y Iébulos; 2) células mioepiteliales, cuya funcion contractil le da forma
y sostén a la mama [11, 12]. Las CTT se distinguen de las células troncales adultas por la
pérdida en el control en los procesos de auto-renovacién y proliferacion, este descontrol
trae como consecuencia un incremento en la produccion de masa celular poco
diferenciada, favoreciendo la aparicion de estirpes celulares con caracteristicas de bajo
potencial tumorigénico, de invasion, progenitoras e incluso metastasicas [9]. Este modelo
pretende explicar el crecimiento y desarrollo tumoral sin dejar a un lado la presion

selectiva que ejercen las diferentes mutaciones que surgen durante la carcinogénesis y el



desarrollo tumoral. Las principales caracteristicas de las CTT son resumidas en la figura

1.
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Figura 1. Heterogeneidad tumoral y principales caracteristicas del fenotipo troncal tumoral. Las
células tumorales muestran diferencias morfo-fisiolégicas entre si, este principio establece la
heterogeneidad tumoral, dentro de estas diferencias es importante resaltar que solo las CTT tienen
capacidad de auto renovacion y de dar origen a nuevos tumores heterogéneos. Ofras
caracteristicas de las células troncales tumorales son un alto potencial clonal y la resistencia a
diferentes estimulos de muerte como el estrés celular, agentes quimioterapéuticos y radioterapia.



Las células troncales tumorales se caracterizan por las siguientes propiedades:

Alto potencial tumorigénico. Uno de los modelos mas utilizados en la carcinogénesis es
el crecimiento de células tumorales en ratones inmunocomprometidos, para asegurar el
correcto crecimiento tumoral las células son inoculadas en dosis de cientos de miles. Sin
embargo, el primer reporte que hace referencia a CTT fue presentado en 2003 por Al-Hajj,

en él se reporta que 200 células tumorales humanas con fenotipo CD44+/CD247°

son
suficientes para producir tumores mamarios en ratones NOD/SCID, por el contrario para
las poblaciones sin separar son necesarias al menos 50 000 células [13]. Estos resultados
han sido demostrados por diferentes grupos de investigacion, incluso se ha comprobado

que las lineas celulares contienen este tipo de CTT y que 100 células con inmunofenotipo

CD44+/CD24™3°/EpCAM+ son suficientes para la induccién tumoral [14].

El descontrol en la regulacion en las CTT puede estar relacionado a la exacerbada
activacion de vias de auto renovacion como Wnt/-catenina, Notch, Hedgehog, and TGF-
B/BMP, que en conjunto llevan a una incrementada capacidad tumorigénica de las CTT

[15].

Expresion de genes de troncalidad. Actualmente se conoce que las células
troncales embrionarias y adultas se caracterizan por la expresion de genes como los de
los factores de transcripcion OCT3/4, SOX2, KLF4, y c-MYC, cuya expresion exoégena
puede inducir en células diferenciadas como fibroblastos a la pluripotencia (iPSCs) [16].
Este mismo grupo de genes se encuentran sobreactivados en tumores poco diferenciados

que se caracterizan a la vez por mal prondstico y alto contenido de CTTs [17].

La relevancia de la expresion de estos genes en el desarrollo del tumor esta
apoyada, en que la inhibicién por knock out de NANOG o SOX2 es suficiente para

bloguear la capacidad tumorigénica en diferentes modelos [18, 19]. Por otro lado, c-MYC



tiene funciones oncogénicas ampliamente descritas. Se estima que c-MYC se encuentra
sobre expresado en cerca del 50% de los tumores humanos. En muchos contextos la
activacion de c-MYC es suficiente para producir tumorigénesis a través de la evasion del

arresto proliferativo, de la apoptosis y de la senescencia [20].

Particularmente en la mama adulta humana, se han caracterizado diferentes
poblaciones de células con capacidades troncales, siendo el inmunofenotipo
CD442"°CD24°°EpCAM, la poblacién que soporta en mayor medida la diferenciacién a
todos los linajes de este érgano [21]. Un perfil semejante puede ser utilizado para
enriquecer la poblacion de CTT en tumores mamarios descrito como
CD443"°CD24°°EpCAM’. Una alta proporcién de células con estas caracteristicas
coincide con una mal prondstico y un perfil pro-metastasico [22]. Sin embargo, muchos
grupos de investigaciéon han optimizado la obtencion de CTT al utilizar algunos otros
marcadores cuando la expresion de CD44 es frecuente o incluso ubicua, por ejemplo en
muestras de subtipo basal, entre los marcadores mas utilizados estan EpCAM, CD133,

CXCR4 y PROCR.

Habilidad de formar esferas cuando se siembran en medios condicionados. En
condiciones de cultivo ausentes de sustrato sélo las células con capacidad de auto
renovacién son capaces de proliferar y de formar estructuras 3D, estas células poseen un
perfil de expresion relacionado a células progenitoras y troncales, por lo que este ensayo
se utiliza para modelar y enriquecer poblaciones de CTT [23]. Las células enriquecidas en
estos sistemas frecuentemente presentan la activacion de vias de auto renovaciéon como

NOTCH, Hedgehog, WNT, P53 y HER2.

Alta resistencia a quimioterapéuticos convencionales y a la radiaciéon. La gran
mayoria de las poblaciones troncales de cancer descritas, normales o tumorales se

caracterizan por una incrementada capacidad para expulsar los farmacos desde el citosol
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hacia fuera de la membrana celular. Esto impide que los quimioterapéuticos tengan efecto
dentro de las CTT y aumenta la disponibilidad para el resto de las células [24]. La
exclusion de farmacos por las CTT se explica por la sobreexpresién de casetes
transportadores con union a adenosina (ABC), estos utilizan ATP para expulsar moléculas
en contra de gradiente de concentracion, algunos de ellos son sustrato-especificos como
ABCA3 hacia las antraciclinas, mientras que otros pueden reconocer multiples blancos
como ABCC1, que es capaz de transportar antraciclinas, mitoxantrona, alcaloides de
vinca, imatinib, epipodofilotoxinas, camptotecinas, colchicina, saquinivir entre otros [25-

27].

Oftra via de detoxificacion favorecida en las células troncales es la oxidaciéon
irreversible de aldehidos enddgenos y exdgenos catalizada por enzimas de la super
familia de genes de las Aldehido Deshidrogenasa, formada por 19 proteinas conocidas,
La incrementada actividad enzimatica de las proteinas de esta familia caracteriza a las

poblaciones progenitoras y troncales normales y tumorales en diferentes tejidos [28, 29].

Las especies reactivas de oxigeno (EROs) mejor conocidas como ROS (por sus
siglas en inglés reactive oxigen species), son producto de diferentes procesos fisioldgico-
celulares. La acumulacion de estas especies esta relacionada con el envejecimiento y
dafo al DNA. Las células troncales y progenitoras mantienen un estricto control de los
niveles de EROs a través de una sobre regulacion en el control antioxidante y del
metabolismo de glutation, esta caracteristica se mantiene en las células troncales
tumorales y puede contribuir a la resistencia a farmacos y a la radiacion, ya que estos
sistemas funcionan a través de la induccion de EROs que pueden producir muerte
celular. Sumado al mecanismo de eliminacion de EROs se ha demostrado que la

magquinaria de diferentes sistemas de reparacion de DNA y de la via de P53 se encuentra



incrementada en poblaciones troncales, comparada contra el resto de las células del

mismo tejido [30, 31].

3.4 Larelacion entre CTT y metastasis.

La metastasis es un proceso complejo que requiere la diseminacién de células
tumorales. Las células metastasicas deben resistir largos periodos de estrés, tanto al
invadir el sistema circulatorio, como al invadir microambientes extranos. Por otro lado,
para consolidar el crecimiento tumoral, es necesario que mantengan la capacidad de
autorenovacion, estas caracteristicas sefialan una relacion entre las células iniciadoras de

la metastasis y las CTT [32].

Sumado a esto, se ha observado que las células tumorales diseminadas en
médula ésea poseen un fenotipo troncal tumoral [33]. Mientras que los marcadores mas
comunes para la identificacion de CTT, como CD44 y ALDH, han sido ampliamente

relacionados con un incremento en el potencial mestastasico [34, 35].

Estudios de expresiéon génica global sefala que las CTT de mama poseen una
firma génica que correlaciona con un incremento en la capacidad metastasica y un mal
pronostico de sobrevida [36]. Entre los genes descritos se encuentran diferentes
promotores de la TEM como vimentina, snail y twist. Estos datos se apoyan en el hecho
de que la sobreexpresidbn de promotores metastasicos como RhoC incrementa

directamente la proporcién de células positivas a ALDH [37].
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Regulacion de la expresion génica y fenotipos celulares.

En todas las células las caracteristicas fenotipicas son resultado de un control
preciso de la regulacion en la expresién génica, es decir los fenotipos celulares se
controlan en un primer nivel por la seleccién de genes activos y la cantidad de cada
transcrito producido en un momento y espacio especifico. Por otro lado, un segundo nivel
de control depende de la tasa de traduccion de estos mensajeros a proteinas y de las
modificaciones postraduccionales de estas proteinas que pueden definir su funcion y vida

media, todos estos mecanismos cooperan para producir diferencias entre cada célula [38].

La expresion génica es controlada principalmente en dos niveles: el primero
depende de la disponibilidad espacial de las secuencias de DNA y es regulado por la
estructura de la cromatina; el segundo depende de la expresion y activacion de los

Factores de Transcripcidn especificos para cada gen o grupo de genes.

Estructura de la cromatina.

Dentro de una célula, el DNA permanece arreglado en una topologia tridimensional
y se encuentra enrollado en proteinas de tipo histonas, en un arreglo conocido como
cromatina. La estructura de la cromatina regula la accesibilidad de los factores de
transcripcion a las secuencias de DNA blanco. Las histonas que interactuan con el ADN
sufren diferentes modificaciones post-transcripcionales, por ejemplo, la acetilacion de
histonas produce pérdida de unién histona-histona, produciendo una cromatina laxa que
es permisible a la transcripcion, mientras que la metilacion de histonas puede incrementar
o disminuir la acetilacién. El balance entre estas y otras modificaciones postraduccionales

en las histonas puede controlar la tasa de transcripcion de regiones génicas [39].
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Los factores de transcripcion (FT).

Son proteinas con dominios de union a DNA, estos pueden activar o inhibir la
transcripcion del DNA, generalmente reconocen secuencias con una afinidad de 10°
veces mayor que el resto del DNA, estas secuencias o dominios de unién pueden
utilizarse para clasificar a los FT en familias, por ejemplo las proteinas contenedoras de
cajas MADS, SOX y POU [40]. Los dominios de unién a FT se localizan en la vecindad de
los promotores de cada gen, la unidon de un factor de transcripcién puede estabilizar o
reprimir la unién y la polimerizaciéon mediada por la RNA polimerasa Il, encargada de la
transcripcion de RNA de tipo mensajero, mientras que en ausencia de FT la RNA pol Il no

puede unirse a las secuencias promotoras [41].

Metilacion del ADN.

El ADN de las células puede sufrir modificaciones quimicas en regiones
especificas, una de las mas caracterizadas es la metilacion en los residuos de citosina,
existen evidencias que indican que esta modificacion es frecuentemente variable en
regiones cercanas a los promotores, y estas diferencias correlacion con diferencias de
expresion entre distintos fenotipos celulares, la metilacion del ADN puede evitar la
interaccion de FT con su dominio de union y favorecer la compactacion de la cromatina, lo

cual influye directamente en la tasa de expresion génica de los locus metilados [42].
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Los microRNAs como reguladores pos-transcripsionales de la expresion génica.

Diferentes estudios utilizan los niveles de expresion de mRNA como evidencia de
cambio en los niveles de proteina, incluso como evidencia de su actividad. Sin embargo,
existen una variedad de mecanismos que pueden modificar la cantidad de proteina que se
produce por cada gen transcripcionalmente activo, entre ellas podemos mencionar
elementos en Cis que controlan la estructura tridimensional del RNA y la interaccion del
MmRNA con la maquinaria de traduccién; por otro lado, elementos en Trans pueden
controlar la tasa de traduccion, entre ellos se encuentran proteinas promotoras de la

traduccion y ARNs reguladores [43].

Particularmente, algunos RNAs de tamafio pequefio, pueden regular la expresion
de genes codificantes, basicamente un complejo multi-proteinico llamado complejo del
silenciamiento inducido por RNA (RISC) incorpora estos RNAs y los utiliza para reconocer
otros RNAs blanco por apareamiento de pares de bases Watson y Crick. EI complejo
puede después degradar los RNA blancos o reprimir la traduccion de los RNA
reconocidos. Este mecanismo fue descrito por primera vez en C. elegans y se le dio el

nombre de RNA de interferencia [44].

Los tres principales grupos de RNAI son los siRNA (por las siglas en inglés
de small interfering RNA), piRNA (Piwi-interacting RNA) y miRNA (micro RNA). Los siRNA
son RNAs de 18 a 24 nucledtidos que reconocen sus blancos por un apareamiento
completo siRNA-mRNA y generalmente dirigen la degradacion de esos mRNA por
endonucleasas. Los piRNAs son RNA de hasta 35 nucleétidos, estos interactuan con la
proteina PIWI dentro de una variante de RISC, reconocen y silencian principalmente RNA
de elementos de transposicion. Los miRNAs miden entre 18-25 nucledtidos,

particularmente los blancos de los miRNAs en metazoarios son reconocidos por un
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apareamiento parcial, por lo que un miRNA puede reconocer multiples blancos

generalmente relacionados entre si con un fenotipo o funcion [45].

Biogénesis de miRNAs.

Los miRNAs pueden ser transcritos desde genes individuales con un promotor
propio, o pueden estar contenidos dentro de intrones que son liberados por el splicing de
MRNAs codificantes (miRtrones), generalmente son transcritos por RNA polimerasas de

tipo Il, por lo que se sabe son productos génicos regulables por promotores especificos.

Los transcritos primarios a partir de los cuales se genera un miRNA se denomina
pri-miRNA, este transcrito es madurado al igual que los RNA codificantes, es decir
contiene un capuchén de 7-metil-guanosina en el extremo 5, una cola de poli-A en el
extremo 3’, y en ocasiones poseen intrones. Estos pri-miRNAs y los miRtrones forman
estructuras de doble cadena de tipo horquilla que pueden ser reconocidas por la proteina
DGCRS, esta se encuentra unida a la ribonucleasa DROSHA, que produce RNAs mas
pequenos (70 nt) aproximadamente denominados precursores de miRNAs (pre-miRNAs)
[45, 46], las nuevas estructuras son enviadas al citoplasma celular por proteinas

transportadoras de tipo exportina (5/6) [47].

Una vez en el citoplasma los pre-miRNAs son reconocidos por un complejo
transactivation-responsive  RNA-binding protein 2 (TARBP2)/AGO2/DICER1, Ia
ribonucleasa DICER ahora produce un ultimo RNA de doble cadena con ambos extremos
sobresalientes, que contiene las estructuras miRNA-miRNA* [48]. Por ultimo, el complejo
inductor del silenciamiento mediado por RNA (RISC) separa el duplex miRNA-miRNA*,
cualquiera de las hebras libres puede ser cargada en este complejo y sera utilizado como

guia de en el reconocimiento de mRNAs que seran silenciados por diferentes
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mecanismos, la hebra restante puede ser cargada o degradada por otro complejo RISC

[49]. Estos mecanismos se resumen en la figura 2.
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Regulacion del mRNA mediada por un miRNA

Figura 2. Biogénesis de los microRNA. Los microRNAs son transcritos como unidades individuales
en pri-microRNA. Esta estructura se fragmenta mediante el complejo Drosha, a continuacion se
genera al precursor del microRNA(pre-microARN) el cual es exportado desde el nucleo al
citoplasma mediante la exportina 5. Esta molécula recibe un segundo corte realizado por Dicer
formando asi al microARN maduro. Esta estructura se une al complejo RISC/Ago y de esta manera
el microARN es capaz de reprimir la expresion.
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Mecanismos de silenciamiento dirigidos por miRNAs.

Una vez que los miRNAs maduros son cargados en el complejo RISC pueden
controlar la expresion de genes en un nivel postranscripcional. La hebra cargada es
utilizada como molde para el reconocimiento de RNAs mensajeros por apareamiento de
pares de bases, aun cuando un miRNA es pequefio, no €s necesario un apareamiento
completo entre miRNA y mRNA (excepto en vegetales), se sabe que las bases 2-8 en un
sentido 5’ del miRNA pueden ser suficientes para el reconocimiento de un mRNA blanco,
esta secuencia se denomina semilla (seed sequence), pero en ocasiones el

reconocimiento puede ser incluso por un apareamiento total [30, 45].

La secuencia de reconocimiento en el mRNA se denomina Elemento de
reconocimiento de mRNA (MRE). Los MRE se situan generalmente en la regién 3’ no
traducible (3’'UTR), pero en excepciones existen en otras regiones del mRNA como 5

UTR y el marco de lectura abierto [50].

Es importante senalar que los miRNA solo reconocen como blancos a ciertos
MRNAs, sin embargo, las funciones cataliticas que regulan la traduccién son realizadas
por las proteinas del complejo miRISC, entre las principales proteinas del complejo

encontramos a la familia delas proteinas Argonauta y las GW182.

Las proteinas de la familia Argonauta interaccionan con los miRNAs a través de
tres dominios: PAZ, MID y PIWI, que a la vez reconocen los fragmentos 5 terminal, la
porcion central y el 3’ terminal del miRNA. En metazoarios se han identificado cuatro
proteinas de esta familias denominadas AGO1 al AGO4, todas participan en mecanismos
de silenciamiento, sin embargo, solo AGO2 posee funciéon de endonucleasa, por lo que

generalmente es parte del complejo RISC de los RNAI [51, 52].
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Otro grupo de componentes de RISC es la familia GW182 (conocidas como
TNRCG6A, B, C). Este complejo funciona como puente de interaccion entre las proteinas
AGO vy los reguladores rio debajo de la via, la unién de GW182 a un RNA induce el

bloqueo de la traduccién y/o la inestabilidad y degradacion de éste [53, 54]

Los mecanismos de silenciamiento dirigidos por miRNAs son muy diversos, pero
pueden dividirse en tres principales niveles: 1) inhibicién de la traduccion 2) induccién de

la inestabilidad de los mMRNAs 3) Captura o degradacién del mensajero en los cuerpos P.

El primer mecanismo de accion de los miRNAs descrito fue la inhibicion de la
traduccidn, sin la degradacion del mMRNA [45], en este mecanismo las proteinas AGO2 (y
tal vez AGO1, 3, 4) reconocen y bloquean la funcién de factores de inicio de la traduccion
o el cap de 7-metil guanosina [45, 55]. Un segundo mecanismo propuesto es la represiéon

de la formacion del complejo ribosomal por la captura de la subunidad 408S [56].

En el caso de la induccion de la inestabilidad de los mRNAs, cada blanco
reconocido por el complejo RISC puede perder la cola poliadenilada, debido a la
interaccion y secuestro de PABP por GW182 o con otras proteinas accesorias de RISC
como PAN2-PANS3; en ambos casos el mMRNA puede ser desadenilado por la accién de
CCR4-NOT [57, 58]. Posterior a la desadenilacién, los mRNA blancos pierden estabilidad
y pueden ser capturados por el complejo DCP1-DCP2 y degradados por la exonucleasa

5-3' XRN1 [59]

Por dltimo, algunos blancos reconocidos son trasladados a los cuerpos P,
mediante las proteinas GW182, donde los mRNAs son almacenados para posteriormente

ser traducidos, silenciados o desestabilizados por los mecanismos ya mencionados [60].
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Los microRNAs en el control de procesos fisiologicos y patolégicos.

A la fecha se han identificado 2865 miRNAs maduros en el genoma humano. Se
estima que éstos tienen la capacidad para controlar al menos 60% del transcriptoma
humano. Diferentes trabajos proponen a algunos miRNAs como reguladores maestros de
diferentes procesos celulares, dado que un solo miRNA puede reconocer a multiples
blancos, muchos de ellos estan relacionados con procesos celulares especificos. Por
ejemplo, mir-145 ha sido descrito como regulador de pluripotencia, ya que reconoce como
blancos directos tres de los factores de Yamanaka OCT4, SOX2 y KLF4. La expresiéon de
miR-145 en células troncales embrionarias favorece la diferenciaciéon, mientras que su

pérdida puede promover el estado troncal [61].

Por otro lado, los miRNAs pueden formar circuitos de regulacion al interactuar con
otros reguladores de la expresién génica como los FT. Si un factor de transcripciéon
reprime genes con funciones semejantes a los blancos del miRNA que activa, podriamos
hablar de un circuito de alimentacién positiva coherente que produce una represion
coordinada de un conjunto de genes relacionados. En el caso opuesto, un factor de
transcripcién podria activar un miRNA y a genes blanco de este ultimo, en este caso se

hablaria de una alimentacion positiva incoherente.
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MicroRNAs en cancer Onco-miRs, Supresor-miR y metasta-miRs.

Desde el descubrimiento de los miRNAs se han acumulado diferentes evidencias
de la participacion de los miRNAs en el surgimiento, desarrollo y progresion del cancer.
Es importante mencionar que la funcién de un miRNA dependera de los blancos que sea
capaz de silenciar, en ese sentido, cuando un miRNA es capaz de regular genes
supresores de tumor recibe el nombre de onco-miR, y su expresién favorecera el
desarrollo tumoral, varios locus de estos miRNAs se han encontrado amplificados en
diferentes tipos de tumores, lo que favorece su sobre regulacién en cancer y por lo tanto,

la inhibiciéon de genes supresores de tumor [62].

En contraparte los miRNAs que reconocen y silencian oncogenes se les denomina
miR-supresor tumoral, es importante sefialar que muchos de estos miRNAs se encuentran
localizados en sitios fragiles que pueden perderse por la inestabilidad genética en el
cancer, produciendo una baja o nula expresion de estos miRNAs y la sobreexpresion de

los oncogenes blanco [63].

Otro grupo de miRNAs relacionados con la progresién del cancer son metasta-miR
esta formado por todos aquellos que pueden tener una funcién promotora (prometasta-
mMiR) o antagdnica (antimetasta-miR) de la metastasis en cualquiera de los procesos que
conllevan a la cascada metastasica como son la transicion epitelio mesénquima (TEM),

evasion de la apoptosis y promocion de la angiogénesis [64].

Algunos ejemplos de miRNAs reguladores de procesos involucrados en cancer

son listados en la tabla 1.
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Tabla 1. miRNAs relacionados a la progresion del cancer.

OncomiRs y Supresor-miRs identificados en cancer de mama.

miRNA Blancos conocidos Funcion Referencia
OncomiRs
miR-10b HOXD10, RHOC Promocion de la proliferacion, metastasis y [65, 66]
angiogénesis

miR-21 PDCD4, HIF1A, TPM1, Promocion de la proliferacion celular [67-70]
PTEN, TPM3, Maspin,
NCAPG, OXR1, SERPINBS5,
SEC23A, Bcl2

miR-27a/96 ST14,ZBTB10, Myt1, Promocion de la viabilidad y ciclo celular [71]
FOXO01

miR-106a/b AIB1, pRb, p21, BRMS1, Promocion de invasion y metastasis [72,73]
RB1

miR-155 RHOA, SOX1, TP53INP1, Promocion de la proliferacion celular [74-77]
FOX03

miR-221/222 P27, ERa, P57 Promocion de la metastasis [78, 79]

miR-373/520c CD44 Promocion de la metastasis [80]

Supresor-miRs

Familia Let-7

miR-20a/b
miR-17-5
miR-31

miR-34

miR-125a/b

miR-126

miR-145
miR-146a/b
miR-200
family

miR-205

miR-206

H-RAS, HMGA2, Lin-28, IL-6

HIF-1a
AIB1

RhoA, WAVE3, RDX, ITGAS,
Fzd3, M-RIP, MMP16
CCND1, CDK6, E2F3, MYC,
Bcl-2, Notch

EPO, EPOR, ENPEP, CK2-a,
CCNJ, MEGF-9, ERBB-2/3,
HuR, CRAF, MUC1, BAK,
RTKN, CYP24, ERa, ELAVL],
BMPR1B, ETS1, MEGF9
VEGEF, IRS-1, CrK, IGFBP2,
MERTK, PITPNC1

PTKN, ERa, MUC1

NF-kB, STAT3
ZEB1/2, SNAI1/2

ERBB3, VEGF-A, E2F1,

LAMC1, ZEB1/2, HMGB3
Cyclin D1/D2, Cx43, ERa,
SRC-1/2, GATA3, notch3

Prevencion de la proliferacion celular y formacion de
mamoesferas.
Prevencion de la angiogénesis y metastasis

Prevencion del crecimiento celular y metastasis

Decrecimiento de invasidn y metastasis
Prevencion de la migracidn, invasion y metastasis.

Prevencion de la proliferacién celular e invasion.

Prevencion del crecimiento celular, angiogénesis y
metastasis
Prevencion de la proliferacién celular e invasion.

Represion de la expresion de factores de crecimiento
celular
Decremento de TEM y metastasis

Decremento en proliferacion celular, angiogénesis y
metastasis.
Represion de ciclo celular y proliferacion.

(50, 55, 81, 82]

(83]
(84]
(85]

[86-89]

[90-93]

[94, 95]

[96]
[97, 98]

[99-101]
[102-105]

[106-109]
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JUSTIFICACION.

Se desconocen la mayoria de las moléculas responsables del mantenimiento de
las capacidades iniciadoras tumorales. Se ha descrito que estas CTT expresan factores
de transcripcion relacionados a TEM vy pluripotencia [110], que podrian ser clave en este
fenotipo. De manera similar, algunos reguladores de metastasis han sido reportados como
importantes contribuyentes del fenotipo CTT. Por ejemplo, la sobreexpresion artificial de
RhoC incrementa la proporcion de células positivas a ALDH1 [37]. En este sentido otros
reguladores maestros de metastasis podrian ser capaces de mantener el fenotipo CTT.
En particular diferentes metasta-miRs han sido descritos como reguladores centrales de la
invasion tumoral y metastasis, por lo que es importante analizar su posible participacion

en este fenotipo [64].

HIPOTESIS:

Con base a lo anterior, propongo la siguiente hipotesis:

Metasta-miRs especificos contribuyen a mantener el fenotipo troncal de las células

de cancer mamairrio.
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OBJETIVO PRINCIPAL.:

Este trabajo pretende identificar los metasta-miRs reguladores de las capacidades

iniciadoras tumorales, asi como validar su participacion en estos procesos mediante

ensayos funcionales, utilizando como modelo lineas celulares de cancer de mama.

Objetivos particulares.

1.

Identificar la poblacién troncal tumoral y comparar sus capacidades de
clonogenicidad, tumorigenicidad y auto renovacion respecto a la linea celular

completa.

Identificar miRNAs candidatos de la regulacion del fenotipo CTT a través de un

perfil de expresion de baja densidad.
Identificar metasta-miRs en estos miRNAs candidatos.

Validar la capacidad de al menos un metasta-miR para controlar el fenotipo

CTT, utilizando ensayos de pérdida y ganancia de funcion.

Identificar los posibles blancos de este metasta-miR y validar los blancos de

mayor interés.

Explorar los efectos de la modulacion de al menos un mRNA blanco en la
regulacion del fenotipo CTT y de las vias de transduccion involucradas en tal

regulacion.
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METODOLOGIA.

Cultivo celular.

Las lineas celulares de cancer de mama utilizadas en este trabajo fueron
adquiridas en la coleccion de la ATCC (American Type Culture Collection, EE. UU.).
Todas las células fueron propagadas en cultivo en monocapa utilizando medio DMEM
(Medio de Eagle Modificado por Dulbecco) (V/V, GIBCO, Bethesda, EE. UU.) para MCF-7,
MDA MB 231 y T47-D, y medio McCoy (V/V, GIBCO, Bethesda, EE. UU.) para la linea
celular SKBR-3. Todos los medios de cultivo fueron suplementados con suero fetal de
bovino Fetal (SBF) al 5% (V/V, GIBCO, Bethesda, EE. U.) e incubadas a 37°C en un
atmosfera humeda con 5% CO, (V/V). Para los ensayos de cultivo 3D o de esferoides las
células fueron sembradas sobre placas de cultivo recubiertas con agarosa 1% en PBS

para mantener a las células en suspension.

Extraccion de RNA total.

El RNA total se extrajo con el reactivo Trizol (Life Sciences, Bethesda, EE. UU.) a
partir de 1x10° de células cultivadas, de acuerdo al proveedor. Para fracciones de células
enriquecidas por citometria de flujo o por separaciones magnéticas 1.5x10° células fueron
lisadas en 350 pl de Trizol, una vez obtenida la fase acuosa el RNA total fue precipitado
utilizando GlycoBlue (Applied Biosystems, EE. UU.), acetato de amonio y etanol, de
acuerdo a las instrucciones del proveedor, cada muestra de RNA fue analizada en
Nanodrop para obtener la concentracion y la pureza del RNA con la relacion 260 nm/280
nm. Se establecid su integridad en geles de agarosa como se ha descrito previamente

[111].
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Sintesis de cDNA y reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR).

El analisis por RT-PCR fue realizado por las variantes siguientes:

Para el analisis de expresion de RNA mensajeros. La sintesis del cDNA se realizd
a partir de 500 ng de RNA total utilizando hexameros al azar y la Transcriptasa Reversa
MMLYV de acuerdo a las instrucciones del fabricante de High Capacity cDNA Transcription
kit (Applied Biosystems, EE. UU.). Las reacciones de PCR a punto final fueron
desarrolladas en 25 ul de volumen y utilizando la polimerasa Amplitag Gold y sus
respectivas instrucciones (Applied Biosystems, EE. UU.), los productos de cada
amplificacion fueron resueltos en geles de agarosa (Applied Biosystems, EE. UU.). Para
las reacciones en tiempo real, se utilizaron volimenes finales de 20 pl de reaccion y las
mezclas maestras MAXIMA SYBR GREEN (Thermo-Fisher, EE. UU.) para oligos sin
marcaje y MAXIMA PROBE (Thermo-Fisher, EE. UU.) para las mezclas comerciales de
oligos y sondas TAQMAN, las reacciones fueron desarrolladas en los equipos VIA7 vy

QUANTUM (Applied Biosystems, EE. UU.).

Para el analisis de expresion de miRNA y RNA RiboNucleares. La sintesis de
cDNA se realiz6 partiendo de 100 ng de RNA total, cada RNA pequenio fue retrotranscrito
utilizando oligonucleétidos en asa especificos y Transcriptasa Reversa MMLV de acuerdo
a las instrucciones del fabricante de microRNA cDNA Transcription kit (Applied
Biosystems, Ca, EE. UU.). Para el analisis de expresion por PCR en tiempo Real se
utilizaron sondas Tagman (Applied Biosystems, Ca, EE. UU.) en presentacion de Arreglo

de baja densidad (TagMan Low Density Assay) o en presentaciones individuales.
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Citometria de flujo y clasificacion celular activada por fluorescencia (FACS).

Para ambas metodologias las células fueron propagadas en cultivo en monocapa,
y disgregadas utilizando accutasa (BD Biosciences), posterior a ello las células fueron
mantenidas en solucién balanceada de Hanks con EDTA 0.1 mM y 0.5% albumina de
suero de bovino. Para el inmuno-marcaje en fresco, las células fueron incubadas en
soluciones con anticuerpos primarios a temperatura ambiente durante 45 minutos. Los
porcentajes de células positivas a cada antigeno fueron determinados por separado y en
triples marcajes utilizando el equipo FACS Aria (Applied Biosystems, EE. UU.) y el
software de analisis FACS Diva (Applied Biosystems, EE. UU.), las poblaciones de interés
fueron seleccionadas con la funcién de clasificador (sorter) partiendo de 1x10’ células,
utilizando un flujo de solucién balanceada de Hanks y recuperadas en la misma solucion
suplementada con suero fetal bovino al 5%. La pureza de las poblaciones fue

determinada después de los primeros 5 minutos de clasificacion.

MACS (clasificacion celular activada por magnetos).

Las células fueron propagadas en cultivo en monocapa, y disgregadas utilizando
accutasa (BD Biosciences), posterior a ello las células fueron mantenidas en solucion
balanceada de fosfatos con EDTA 0.1 mM y 0.5% albumina de suero de bovino. Para el
inmuno-marcaje en fresco, las células fueron incubadas en soluciones con anticuerpos
primarios acoplados a particulas para magnéticas durante 20 minutos a cuatro grados y
posteriormente separadas utilizando el sistema miniMACS y las columnas MS (Miltenyi,

Alemania). La pureza del enriquecimiento fue determinada utilizando citometria de flujo.
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Formacion de colonias en agar suave.

Los ensayos de formacion de colonias en agar suave fueron desarrollados de
acuerdo a lo publicado por Borowicz. y colaboradores [112]. Brevemente, las células
fueron disgregadas utilizando accutase (BD Biosciences, EE. UU.) y sembradas a
densidad clonal en una matriz semisdlida de agarosa de bajo punto de fusién al 0.5% en
un medio DMEM (V/V, GIBCO, EE. UU.) suplementado con Suero Bovino Fetal (SBF) al
5% (V/IV, GIBCO, , EE. UU.), previamente las cajas de cultivo fueron preparadas con una
matriz inferior de agar al 1% suplementado con las mismas condiciones, las células fueron

incubadas a 37°C en un atmdsfera humeda con 5% CO, (V/V).

Ensayo de formaciéon de mamoesferas.

Los ensayos fueron realizados de acuerdo al protocolo propuesto por Dontu [23],
brevemente, las células fueron disgregadas hasta obtener células individuales utilizando
accutase, posteriormente contadas y sembradas a densidad de 2000 células por ml de
DMEM: F12 (1:1), libre de suero y suplementado con B27 (invitrogen, EE. UU.), 20 ng/mL

EGF rh.

Ensayos de cicatrizacion de herida.

5x10° células de cada linea se sembraron en cajas de 35 cm de didmetro. 24
horas después se realiz6 una rasgadura en linea recta utilizando una punta de
micropipeta de 200 pl que sefiald el didametro de cada caja, se lavé con PBS 1X y se
incubo por 48 horas con medio de cultivo al 5% de SBF. Se contaron todas las células

que invadieron la linea en cada condicion, después de 24 y 48 horas.
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Ensayos de tumorigénesis en ratones nu/nu.

Todos los experimentos fueron realizados de acuerdo a los procedimientos de
operacién estandar, aprobados por el Comité de Uso y Cuidado de Animales de la
Universidad Auténoma Metropolitana, México. Los ratones Nu/Nu fueron comprados y
mantenidos en la Unidad de Produccion y Experimentacion Animal (UPEAL-UAM,
México). Las células cancerosas fueron inyectadas por via intradérmica en la espalda de
los ratones a diferentes dosis (10 000, 50 000, 100 000 y 200 000 células), utilizando
como vehiculo una mezcla 1:1 de PBS y matrigel reducido en factores de crecimiento
(BD, Bioscience, EE. UU.). Los resultados de los ensayos de tumorigénesis fueron
utilizados para calcular la abundancia de CTT en las lineas celulares utilizando el
programa ELDA de acuerdo con las instrucciones de los autores Hu y Smith [113]

Sobre expresion de microRNAs e Inhibicion de miRNAs por AntimiRs en lineas
celulares.

Las secuencias de pre-miR-10b en doble cadena fue sintetizada por IDTX y
clonada en el vector BLOCK-IT Pol Il miR-RNAi Expression Vector Kit (Invitrogen, EE.
UU.). La construccion miRNA-10b y la construccién control sin blancos (Scrambled)
fueron transfectadas utilizando Lipofectamina-2000 (Invitrogen, EE. UU.) y las células con
sobreexpresion estable fueron obtenidas después de dos rondas de seleccion con
blasticidina 5 mg/ml (Invitrogen. EE. UU.). Para la inhibicién de miRNAs, las células fueron
sembradas a confluencia de 80% y posteriormente transfectadas con RNAs sintéticos
(AntimiRs, Life Technologies, EE. UU.) utilizando lipofectamina 2000 durante 4 horas, 24

horas después del experimento las células fueron analizadas.
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Ensayos de genes reporteros para la identificacion de elementos de respuesta a
miRNAs.

Las secuencias de los MRE en los mRNA de los genes PTEN, PIK3CA, y HOXD10
fueron sintetizadas dentro de secuencias de 50 nucledtidos y posteriormente insertadas
entre los sitios de restriccidon Spel y Hindlll del vector pMIR-Report (Ambion, EE. UU.). 20
000 células MCF-7, SKBR-3 o T-47D fueron transfectadas con los vectores de expresiéon
de expresion de miR-10b o miR-Scrambled (100 ng por pozo) o con los antimiR, 24 horas
después estas células fueron co-transfectadas con las construcciones en pMIR-Rerporto
(50 ng por pozo) y los vectores pLR-SV40 renilla luciferasa (10 ng por pozo ) utilizando el
agente Escort (Sigma-Aldrich, EE. UU.). Los lisados celulares fueron preparados
utilizando el amortiguador de lisis pasivo (Promega, EE. UU.) 48 horas después de la
segunda transfeccién y la actividad de las luciferasas fue determinada utilizando el

Ensayo Reportero Dual Luciferasa (Promega, EE. UU.).

Extraccion de proteinas totales y Western blot.

Para este trabajo, se utilizaron proteinas totales, los extractos fueron obtenidos por
lisis de al menos 1.5x10° células (para fracciones enriquecidas) y hasta 5x10° células
(para lineas estables) utilizando el amortiguador RIPA (Amortiguador de radio
inmunoprecipitado) y los inhibidores de proteasas y fosfatasas (Santa Cruz
Biotechnology). Las proteinas se cuantificaron utilizando un micro-método de Bradford.
10-50 pg de proteina, se separaron en un gel de poliacrilamida al 12% en condiciones
desnaturalizantes y fueron transferidas a membranas de PVDF. Se incubaron con los
anticuerpos primarios y secundarios correspondientes. El anticuerpo unido se detectd
utilizando quimioluminiscencia mediante el sistema INMOBILON WESTERN CHEMILUM
HRP SUBSTRATE (Millipore, EE. UU.).
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Analisis densitomeétrico.

Las densitometrias mostradas se obtuvieron a través del analisis de las bandas de
los geles de agarosa y poliacrilamida con el software Imaged (NIH, MI, EEUU). Los

valores obtenidos se muestran como unidades densitométricas arbitrarias.

Ensayo de actividad de cinasa.

Las células MCF-7, fueron sembradas a 60% de confluencia y se retiré el SFB del
medio de cultivo por 18 horas, posteriormente se indujo la activacién de la via PISK/AKT
adicionando 10 uyg/ml de insulina por 20 minutos. El efecto de la induccion fue comparado
contra condiciones normales de cultivo (suero) y contra células en inanicién sin estimulo
de insulina. Posterior al tratamiento las células fueron lisadas utilizando el amortiguador
de lisis celular (Cell Signaling, Inc), las proteinas totales nativas fueron cuantificadas, 200
Mg de proteina fueron incubados toda la noche con fosfo-AKT(S473) acoplado a sefarosa
(Cell Signaling, EE. UU.), después de tres lavados, se realizd la reaccion de fosforilacion
in vitro se realizd en presencia de 200 uM de ATP frio y 1 ug GSK como sustrato (Cell
Signaling, EE. UU). La fosforilacién de GSK-3 fue después cuantificada por Western blot

utilizando el anticuerpo fosfo-GSK-3a/B (S21/9) (Cell Signalling, EE. UU.).
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Resultados:

Determinacion de inmunofenotipos tumorales por citometria de flujo y aislamiento
de fracciones enriquecidas por clasificacion activada por magnetismo.

Con el objetivo de representar diferentes subtipos de cancer de mama, se
seleccionaron cinco lineas celulares con las caracteristicas descritas en la Tabla 2. Estas
fueron cultivadas bajo las condiciones estandar del laboratorio y utilizando los medios y

suplementos de acuerdo a lo mencionado en la metodologia.

Utilizando citometria de flujo fue determinada la proporcién de células con fenotipo
CD44*/EpCAM*/CD24™2° de acuerdo a lo reportado previamente por otros autores [13].
La proporcion de células con inmunofenotipo troncal tumoral es presentada en la Figura 3,

estos datos estan en concordancia con lo reportado por otros grupos [110]

Con la finalidad de comparar la expresion de miRNAs en células troncales tumorales
con respecto a la poblacion tumoral total, dos lineas celulares de cancer de mama fueron

seleccionadas para representar los dos subtipos de célula epitelial en la mama.

Tabla 2. Caracteristicas presentes en algunas lineas celulares de cancer de mama.

Linea celular Subtipo ER PR HER2/ERBB2 Origen Tipo de tumor

MCF7 Luminal + + - Efusion pleural Adenocarcinoma
metastasico

MDA MB 231 BasalB - - - Efusion pleural ~ Adenocarcinoma
metastasico

SKBR3 Luminal - - + Efusién pleural Adenocarcinoma

T47-D Luminal + + - Efusion pleural Carcinoma ductal
invasivo

MDA-MB-468 Basal - - _

Modificado de Tao, et al. 2009 [114].
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Porcentaje de células
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Figura 3. Porcentaje de células con inmunofenotipo CD44+/EpCAM+/CD24bajo o nulo en cinco
lineas celulares utilizadas.

Los tumores luminales fueron representados por la linea celular MCF-7, es
importante mencionar que en estas células, la expresion de EpCAM es ubicua mientras
que la subpoblaciéon CD44+ expresa bajos niveles de CD24, pero en general carece de

una subpoblacién CD24-.

Por otro lado, los subtipos basales seran representados por la linea celular MDA-
MB-231, en esta linea CD44 se expresa practicamente en el 100%, mientras que la

subpoblacion EpCAM+ (~19%) es carente o baja en cuanto a la expresion de CD24.

De acuerdo a estos resultados, se determind que el enriquecimiento de CTT puede
realizarse en estas dos lineas a partir de la clasificacion con un solo marcador, por lo que
resulta adecuado utilizar una técnica como la clasificacion activada por magnetismo
(MACS), que es un método rapido, sencillo y eficiente, que no requiere de un equipo
especializado como el citdmetro de flujo. Las células MCF-7 fueron clasificadas de

acuerdo a la expresién de CD44 como se muestra en la figura 4, la separacién de células
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MCF-7 de acuerdo a su expresion de CD44 es eficiente. Mientras que la expresiéon de

EpCAM fue el criterio de clasificacion para las células MDA-MB-231.

s LiN€a completa
Agotamiento de CD44
= Enriquecimiento de CD44

L ISOTIPO

Eventos

0° 10 % 10°
CD44

Figura 4. Enriquecimiento por MACS de CTT en lineas celulares. La grafica muestra la expresion
de CD44 en las diferentes fracciones obtenidas por MACS,. Se aprecia la poblacion total de MCF-
7 conjugada con un anticuerpo isotipo en gris, la linea completa en verde, la fraccion con
agotamiento del antigeno CD44 en azul y la poblacion enriquecida en CD44 en rojo.

Caracterizacion de células troncales tumorales.

Para validar el enriquecimiento de CTT en las fracciones celulares de ambas
lineas celulares se utilizé una bateria de pruebas fue para retar la proliferacion, la
capacidad clonal, capacidad de auto renovaciéon y la expresibn de marcadores de

pluripotencia/TEM.

La primera prueba consiste en el crecimiento de las fracciones en suspension, de

acuerdo a lo mencionado en el apartado metodologia, cada una de las fracciones total,
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positiva y negativa fueron sembradas y cultivadas a los 10 dias, las diferencias
morfolégicas pueden ser observadas en el panel superior de las figuras 5 A y B, en donde
es posible notar que el enriquecimiento en las fracciones positivas corresponde con un
incremento en la formacion de estructuras 3D en mayor proporcion y de mayor tamafo en
comparacion con la poblacién sin clasificar. Por el contrario, las fracciones negativas en

ambas lineas celulares pierden la capacidad de crecer en estas condiciones.

En la segunda prueba, las células fueron sembradas en cajas de 96 pozos y
posteriormente diluidas de manera seriada a razén de la mitad, hasta llegar a la densidad
de 78 células por pozo. En estas condiciones solo las fracciones positivas logran repoblar
un pozo con 156 o 78 células para las lineas MCF-7 y MDA-MB-231 respectivamente,
mientras que las fracciones restantes detienen su proliferacién a la densidad de 625

células por pozo como se aprecia en el panel inferior de la figura 5 Ay B.

Sin clasificar CD44- CD44+

B Sin clasificar EpCAM-

Figura 5. Prueba de crecimiento en ausencia de adherencia y prueba de clonogenicidad por
diluciones seriadas comparando las células completas contra fracciones positiva y negativa de
A)MCF-7 separadas con base en la expresion de CD44 y B) MDA-MB-231 separadas con base en
la expresiéon de EpCAM.

En la tercera prueba, las fracciones celulares de MCF-7 fueron sembradas a
densidad clonal dentro de un medio semisdlido (agar suave) y potencial clonal fue

comparado través del nimero de colonias formadas. En la figura 6 es facil notar que la
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fraccién CD44+ supera en mas del doble el nimero de colonias en comparacién con la
fraccion negativa o la poblacion total, como se aprecia en la figura Por otro lado, las
células MDA-MB-231 no logran crecer en estas condiciones, razén por la cual no se

muestran resultados de esta prueba con dichas células.

MCF-7
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Figura 6. Fromacion de colonias en agar por células fracciones celulares MCF-7. En el lado
derecho se muestra las placas de agar tefiidas con cristal violeta, mostrando el incremento en la
capacidad clonal y de auto renovacién de las células MCF-7 sin clasificar y de las fracciones CD44-
y CD44+, del lado derecho se muestra la cuantificacion de tres ensayos independientes. P<0.05

Para las dos lineas celulares, cada una de las fracciones fue sembrada en
condiciones no adherentes, en un medio condicionado. Bajo estas condiciones, sélo las
células con capacidad de auto renovacién pueden formar estructuras tridimensionales
conocidas como mamoesferas. La capacidad de formar mamoesferas es retada a través
de los pases seriados en donde solo las células troncales mantienen la capacidad clonal.
Los resultados mostrados en la figura 7 demuestran a través de tres pases seriados, que
la poblacién CTT se encuentra enriquecida en las poblaciones CD44+ de la linea MCF-7 y

en la poblacion EpCAM+ en la linea MDA-MB-231.
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Figura 7. Cuantificacion del nimero de mamoesferas formadas a través de tres pasajes seriados
en las células completas y fracciones CD44- y CD44+ para MCF-7 panel superior y para la linea
completa y las fracciones positiva y negativa a EpCAM en MDA-MB-231 en el panel inferior. Las
barras muestran el promedio y el error estandar del numero de mamosferas formadas por 4000
células en tres ensayos independientes, los asteriscos marcan una p<0.05 .

Por ultimo, la expresibn de genes de pluripotencia (SOX2 y OCT4) y de
marcadores de transicidon epitelio mesénquima (SNAIL, VIMENTINA y TWIST) fue

comparada entre las fracciones positivas y negativas mediante qPCR para lo cual se
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utilizaron las células sin clasificar como calibrador y GAPDH como gen constitutivo (figura

8).

En las células MCF-7/CD44- fue detectado un decremento en la expresién (con
una razén de cambio menor a 0.75) de todos los marcadores analizados excepto OCT4.
Mientras que en la contraparte MCF-7/CD44+ se muestra una mayor expresion de todos
los marcadores estudiados (con una razén de cambio mayor a dos), como se muestra en
el panel superior de la figura 8. Estos resultados apoyan la hipdtesis de un

enriquecimiento de CTT en las fracciones positivas a CD44 en la linea celular MCF-7.

Utilizando la misma estrategia, se demostré que las fracciones celulares MDA-MB-
231/EpCAM+ expresan en mayor medida SOX2, OCT-4 y vimentina, sefalando un

incremento de CTT en la poblacién clasificada por la expresion de EpCAM.
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Figura 8. Perfil de expresion relativa de genes de pluripotencia y de transicion epitelio mesénquima
utilizando GAPDH como gen de referencia. En las fracciones celulares de MCF-7 comparadas contra la
linea celular sin separar, panel superior y de las fracciones celulares de MDA-MB-231 de lado izquierdo.
Los resultados muestran la media y los cuartiles de tres ensayos independientes.
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Analisis de expresion de miRNAs en CTT comparadas contra la poblacién total.

Con la finalidad de encontrar miRNAs reguladores del fenotipo CTT, se comparé
la expresion de miRNAs entre la poblacién enriquecida en CTT contra la poblacion total,
utilizando una plataforma de arreglo de sondas TagMan de baja densidad que incluye 368
diferentes sondas para secuencias maduras de miRNAs y tres diferentes RNAs pequefios
ribonucleares (RNU6B, RNU44, RNU48). De acuerdo a la literatura, RNU6b es el gen
endégeno mas estable al comparar muestras en cancer [115], por lo que la expresion de
cada miRNA fue determinada utilizando como RNUG6B como control enddgeno.

Interesantemente, la expresion de RNU44 y RNU48 no se modificé.

MCF-7/
CD44+

MDA-MB-231/
EpCAM+

507 E T s 25

Figura 9. Mapa de calor que muestra los nueve miRNAs con cambios compartidos entre las
poblaciones MCF-7 CD44+ y MDA-MB-231 EpCAM+. El perfil de expresion fue realizado utilizando
un Arreglo de Sondas Tagman de Baja Densidad, la escala de expresion es mostrado debajo del
mapa.
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Utilizando esta estrategia fueron encontrados 142 miRNA desregulados en las
CTT de la linea MCF-7, entre ellos 119 regulados a la alta y 33 regulados a la baja. Por
otro lado, solo nueve miRNAs fueron desregulados en las CTT de MDA-MB-231, dentro
de los cuales cinco miRNAs incrementan su expresion y solo cuatro la decrecen,
interesantemente, todos los miRNAs desregulados en las CTT basales se encuentran
también desregulados en las CTT de células luminales, estos miRNAs compartidos en

ambas poblaciones son presentados en la figura 9 a través de un mapa de calor.

En esta lista se incluyen diferentes miRNAs con papeles reguladores de procesos
de metastasis o metastamiRs. Sin embargo, a la fecha del primer analisis de estos
resultados (abril 2010), solo miR-10b habia sido relacionado con la regulacion de la

invasion metastasica [65, 66].

De manera importante, ha sido reportado que la expresién a la alta de miR-10b
esta controlada por el factor de transcripcion TWIST, a la vez, se ha descrito que miR-10b
puede reprimir la expresion otro factor de transcripcion HOXD10. A través de esta
inhibicién puede activarse la expresién de promotores de metatatasis RhoC y Upar. [65].
La firma de expresion reportada para miR-10b fue analizada en las fracciones celulares
CD44- y CD44+ de MCF-7 como se muestra en la figura 10 A. Las células CD44+ MCF-7
muestran un perfil de expresion semejante al de las células metastasicas que expresan

miR-10b.

El incremento en la expresién de miR-10b en CTT fue comprobado a través de
gPCR en ensayos individuales para las dos lineas celulares (figura 10 By 10 C). En ese
sentido se decidio continuar con estudios funcionales para dilucidar si miR10b tenia una

participacién en la promocion del fenotipo CTT.
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Figura 10. Expresion relativa de miR-10b y perfil de expresién de HOXD10 y RHOC. A) La
expresion de RHOC, HOXD10 y miR-10b fue comparada en las fracciones de MCF-7 clasificadas
respecto a su expresion de CD44 y comparadas contra la linea total. B) y C) Expresion de miR-10b
respecto a RNUG6B obtenida en ensayos individuales de gPCR. B) Se muestra la expresién de las
células MCF-7 totales y fraccion de la clasificacion respecto a CD44. C) Se muestra la expresion en
MDA-MB-231 y fracciéon de acuerdo a la expresion de EpCAM. Los resultados muestran el
promedio de tres experimentos independientes y el error estandar. Los resultados muestran el
promedio de tres ensayos independientes y el error estandar, el asterisco indica un valor de p<0.05

Efectos de la inhibicion de miR-10b en CTT de MCF-7 y de MDA-MB-231.

Para investigar la participacion de miR-10b como regulador troncal tumoral, en las
células MCF-7 CD44+ la expresion de miR-10b fue inhibida utilizando un RNA antisentido
o Anti-miR [116]. En la figura 11A se muestra el efecto en la inhibicidén de la expresion en
las células MCF-7 CD44+, mientras que en el panel 11B es posible apreciar que la
formacion de mamoesferas se reduce a menos de la mitad en las células MCF-7 CD44+
con inhibicion de miR-10b, este mismo efecto se observa en las células MDA-MB-231

EpCAM+, como se muestra en el panel 11C.
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Figura 11. Efectos de la inhibicion de miR-10b a través de la transfeccion de un AntimiR. A)
Cuantificacion relativa de miR-10b/RNU6B en células MCF-7 CD44+ transfectadas con anti-miR-ctl
o Anti-miR-10b. B) Efecto de la inhibicion de miR-10b sobre la formacion de mamoesferas
producidas por 4000 células MCF-7 CD44+ transfectadas con Anti-miR-Ctl o Anti-miR-10b y C)
Numero de Mamoesferas formadas por 4000 células MDA-MB-231 EpCAM+ transfectadas con
Anti-miR-Ctl o Anti-miR-10b Los resultados muestran el promedio de tres ensayos independientes
y el error estandar, el asterisco indica un valor de p<0.05.

Uno de los parametros que caracteriza la poblacién CTT es la sobreexpresion de
genes de troncalidad (SOX2 y OCT/4) y ftransicion epitelio mesénquima (SNAIL y
VIMENTINA), por tal razén los cambios de expresion de estos marcadores fueron
evaluados tras la inhibicion de miR-10b en tres diferentes contextos celulares donde miR-
10b se expresa de manera sostenida. Los datos de expresion relativa son presentados en
la figura 12, en donde el decremento de la expresion fue considerado cuando la razén de
cambio es menor a 0.75 y se muestra como punto de corte en dicha grafica a través de la

linea roja punteada.

En la linea celular T-47D el decremento en la expresion de estos genes fue menor
a 0.75, de manera semejante en la linea celular MDA-MB-231 se encuentra un
decremento en la expresién de los genes estudiados excepto en vimentina. De manera
importante la expresion de estos marcadores decrece en las células MCF-7 CD44+ tras la
inhibiciéon de miR-10b, con excepcién SOX2 cuya razén de cambio no rebasa el valor de

punto de corte.
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Figura 12. Efectos de la inhibicion de miR-10b en el perfil de expresién de marcadores troncales y
de TEM. En la figura se muestra la razén de cambio en la expresion de genes de troncalidad y
TEM en las tranfeccion de AntimiR-10b respecto a la transfeccion con AntimiR control. La
expresion relativa de genes de pluripotencia SOX2 en barras blancas y de OCT4 en barras azules,
y de TEM como SNAIL en rojo y VIMENTINA en gris, fue normalizada con respecto a GAPDH.
Mientras que la expresion de miR-10b es relativa a la expresion de RNUGB. La linea rojo punteada
muestra el punto de corte (0.75) para considerar una razén de cambio negativa. Los resultados
muestran el promedio de tres ensayos independientes y el error estandar.

Otros efectos de la inhibicion de miR-10b fueron estudiados, entre ellos la
disminucion de la capacidad clonal medida por ensayos de formaciéon de colonias en agar
suave, a través de estos se demuestra que la pérdida de expresion en miR-10b se refleja
en una pérdida en la capacidad clonal de las células MCF-7 CD44+ (figura 13A). De la
misma forma, la capacidad de migracion de las células MDA-MB-231 es afectada tras la
inhibicién de miR-10b (figura 13B), este ultimo dato corresponde con lo reportado por

otros grupos de investigacion [65].
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Figura 13. Efectos de la inhibicion de miR-10b en A) Capacidad clonal en agar suave de células
MCF-7 CD44+, mostrando el promedio de tres ensayos independientes y el error estandar, y en B)
capacidad de migracion de las células MDA-MB-231.

Efectos de la sobrexpresion de miR-10b en la linea celular MCF-7 y SKBR-3.

Para estudiar los efectos de la sobre-expresion de miR-10b en las células de
cancer de mama y su posible relacion con el fenotipo CTT, la secuencia que transcribe
para el precursor de miR-10b fue sintetizada in vitro y clonada en un vector de expresion
con un promotor de respuesta a RNA Pol || (BLOCK-IT Pol Il miR-RNAi Expression Vector

Kit, Invitrogen).

La transfeccion transitoria de este vector, efectivamente aumenta la expresion de
miR-10b (relativa a RNUGB) en las células MCF-7 y SKBR-3, como puede apreciarse en
la figura 14, a la par existe un incremento en la expresion de los marcadores de
pluripotencia SOX2 y OCT/4 como también de VIMENTINA (relativa a GAPDH con razén
de cambio >2) mientras que SNAIL solo incrementa en la linea celular MCF-7. Estos
resultados demuestran una relacién entre la expresion de este microRNA y los

marcadores del fenotipo CTT.
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Figura 14. Efectos de la sobreexpresién de miR-10b en el perfil de expresién de marcadores
troncales y de TEM. En la figura se muestra la razén de cambio de expesién de las tranfeccion
transitorias de la secuencia precursora de miR-10b respecto a la transfeccién transitoria de un miR
control (scrambled). La expresion relativa de genes de pluripotencia SOX2 en barras blancas y de
OCT4 en barras azules, y de TEMcomo SNAIL en gris y VIMENTINA en rojo, fue normalizada
con respecto a GAPDH. Mientras que la expresién de miR-10b es relativa a la expresion de
RNUGB. La linea rojo punteada muestra el punto de corte igual a 2 para considerar una razén de
cambio positiva. Los resultados muestran el promedio de tres ensayos independientes y el error
estandar.

Para determinar los efectos de la sobreexpresion de miR-10b en las lineas
celulares, el porcentaje de células positivas a CD44 fue determinado en las lineas
celulares con sobreexpresion estable de cada miRNA, en la figura 15 se muestran los
cambios en la proporcion de células CD44+ en cada una de las lineas celulares, de
manera importante, la proporcion de CTT incrementa tras la sobreexpresion de miR-10b

pasando de 6.8% en MCF-Scrambled OE a 14.5% en MCF-7 miR-10b OE.
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Figura 15. Efecto de la sobreexpresién de miR-10b en el porcentaje de células positivas a CD44
en las lineas celulares. A) Porcentaje de células CD44+ en la linea celular MCF-7 en condiciones
nativa (WT en verde), células con sobrexpresion de un microRNA control (azul) y con
sobreexpresion de miR-10b en rojo.

De manera importante, la expresion forzada de miR-10b induce un incremento en
la capacidad clonal de las células MCF-7, esto fue demostrado por mediante un ensayo
de formacion de colonias en agar suave que se muestran en la figura 16A. Por otro lado,
en condiciones de expresion forzada de miR-10b la proliferacion parece aumentar en
mayor medida conforme las células se acercan a confluencia, mientras que las células

con sobreexpresion control mantienen una tasa de proliferacion lenta (figura 16B).
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Figura 16. Efectos de la expresion de miR-10b en células MCF-7. A) Incremento en la capacidad clonal en
agar suave de las células MCF-7, se muestra el nimero de colonias formadas en tres ensayos
independientes junto con dos placas representativas. B) Incremento en la capacidad de proliferacion
dirigido por la sobreexpresién de miR-10b en una curva de crecimiento por 120 horas. Los resultados
muestran los valores promedio de tres ensayos independientes y el error estandar.

Con la finalidad de comprobar la relacion entre la sobrexpresion de miR-10b y el aumento
en la capacidad troncal de la linea celular MCF-7 se evalué la capacidad de auto
renovacién utilizando el ensayo seriado de formacion de mamoesferas de acuerdo a lo

reportado por otros autores [117].

Como se muestra en la figura 17, las células con sobre expresion estable de miR-
Scr y miR-10b fueron sembradas a densidad clonal en un medio condicionado y
condiciones libres de adherencia durante 10 dias. El nimero de mamoesferas fue
determinado por un conteo bajo el microscopio invertido, posteriormente estas células
fueron disgregadas utilizando acutasa para evaluar la formacién de mamoesferas en un

segundo y tercer pasaje.
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Figura 17. Ensayo de formacion seriada de mamoesferas tumorales. El numero de mamoesferas
formadas por 4 000 células, después de diez dias de cultivo y por tres pasajes seriados fue
determinado para las lineas células MCF-7 con sobreexpresion estable de miR-Scr en barras
blancas y con sobre expresion estable de miR-10b en barras negras. Los resultados muestran el
promedio de tres ensayos independientes y el error estandar, los asteriscos representan una
p<0.05.

Los datos de la figura 17 demuestran que la capacidad de formacion de
mamoesferas decrece con los pasajes en ambos contextos celulares, sin embargo, las
células con sobreexpresion de miR-10b mantienen siempre una mayor capacidad de
formar las estructuras tridimensionales en las condiciones ya mencionadas, lo cual
representa un incremento en la capacidad de auto renovacion dirigida por el incremento

en la sobreexpresién de miR-10b.

Por ultimo, para comprobar la capacidad tumorigénica de las células con sobre
expresion estable de miR-10b, se realizaron ensayos de induccién tumoral en ratones
Nu/Nu. Esta prueba es considerada el estandar de oro para la determinacion la frecuencia
de CTT en una poblacion tumoral. Utilizando bajas dosis celulares o diluciones limitadas

in vivo. Utilizando este abordaje, se encontraron notables diferencias en la capacidad
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tumorigénica de las células basados en los niveles de expresion de miR-10b como se

resume en la tabla 3.

Tabla 3. Eficiencia de formacion tumoral en ensayos de diluciones limitantes in vivo.

Diluciones limitantes de células MCF-7 in vivo Diluciones limitantes de células SKBR-3 in vivo
Nim-de 1x10° 1x10" 5x10" Nim-de 5x10° 1x10" 2x10"
Células Células
miR-Scr 0/4 1/3 0/3 miR-Scr 0/4 2/3 3/4
miR-10b 1/3 2/3 2/3 miR-10b 3/4 3/4 4/4
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Figura 18. Morfologia tumoral inducida por xenotransplantes de células MCF-7 con
sobreexpresion estable de A) miR-Scr y B) miR-10b.

Brevemente las células MCF-7 se caracterizan por un bajo potencial tumorigénico,
esto se refleja en las inducciones realizadas con las células MCF-7 miR-Scr OE, donde
solo 1/3 inoculaciones con 10 000 células logré inducir el crecimiento tumoral. En
contraparte la sobreexpresion de miR-10b aumenta la capacidad tumorigénica logrando el
crecimiento de al menos un tumor palpable utilizando una dosis celular pequefia (1x10°)
células), mientras que con dosis mayores (1x10* y 1x10* células) se consiguié un 66% de
eficiencia, de manera importante, la morfologia de las células tumorales no presenta
diferencias importantes como se aprecia en la figura 21. La frecuencia de CTT es de 1/30
000 para MCF-7 miR-10b OE y de 1/200 000 para MCF-7 miR-Scr OE de acuerdo a lo

estimado mediante un analisis ELDA como se describe en el apartado metodologia.
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En cuanto a la capacidad tumorigénica de la linea celular SKBR-3, utilizando
ambos trasfondos genéticos se logré obtener tumores palpables con apenas 1x10*
células miR-Scr (66% de eficiencia) y se estima una frecuencia de CTT de 1/10 000
células. Mientras que las células con sobre expresion de miR-10b logran formar tumores
con dosis tan pequefias como 1x10* células, lo cual indica que la frecuencia de CTT

dentro de esta linea estable es de 1/5 000.

Busqueda de blancos para miR-10b en CTT.

En este punto se establece como hipotesis que miR-10b debe controlar la
expresion de uno o varios genes supresores de tumor y de esa manera participar como
onco-miR. Con el objetivo de encontrar el mecanismo de accion de miR-10b en el
mantenimiento del fenotipo CTT, se desarrollé un analisis in silico de los blancos tedéricos
de miR-10b, utilizando las bases de datos de blancos de miRNAs TargetScan, miRanda y

Pictar vigentes en el verano de 2010.

Se encontr6 una gran variedad de blancos compartidos entre los diferentes
programas de prediccidon como se muestra en la figura 19 panel superior. 76 posibles
blancos se comparten en las tres bases de datos, sin embargo, ninguno de estos mRNA
se describe como gen supresor de tumores de acuerdo a los criterios establecidos por
Vogelstein y colaboradores [118], esta situacion se repite en los 45 blancos compartidos

entre los programas TargetScan y Pictar.

En cuanto a la lista de posibles blancos compartidos entre TargetScan y miRanda,
ASLX1, BAP1, GATA3, NCOR y PTEN han sido descritos con un alto indice de
mutaciones en cancer relacionadas con la supresion de tumores, y probablemente la
regulacién a la baja de uno o varios de estos transcritos puede ser mediada por la

sobreexpresion de miR-10b en CTT.
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Reportes previos han demostrado un decremento en la expresion de PTEN en
CTT comparado con la expresion en el resto de células tumorales en diferentes contextos
incluyendo cancer de mama [70, 119, 120]. Para explorar la hipotesis de que PTEN puede
ser controlado por miR-10b, el posible MRE de miR-10b en PTEN fue comparado con el
de un blanco ampliamente validado, el MRE de miR-10b en HOXD10, ambos se

esquematizan en el panel inferior de la figura 19.
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Figura 19. Analisis in silico de posibles blancos de miR-10b. En el panel superior se muestra un
diagrama de Venn con los blancos propuestos por cada software de prediccion y los subconjuntos
compartidos entre ellos. En el panel inferior se muestran los MRE propuestos para miR-10 en los
transcritos PTEN y HOXD10.

De manera similar un posible MRE fue encontrado en la secuencia 3'UTR de un
gen antagoénico a PTEN en la via PISK/AKT, la Fosfatidilinositol-4,5 bifosfonato cinasa 3
subunidad catalitica alfa (PIK3CA), en este sentido la expresion de ambos genes fue

comparada utilizando qPCR en diferentes contextos de regulacion de miR-10b.

En la linea celular MCF-7 la sobreexpresion ectdopica de miR-10b correlacioné con
un decremento en los niveles de mRNA de PTEN, mientras que la expresion de PIK3CA
no se vid afectada. Sumado a ésto, un incremento en la expresion de PTEN se observo
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en las células MDA-MB-231 tras la inhibicion de miR-10 utilizando AntimiRs especificos,
de manera interesante la expresion de PIK3CA no presenta cambios significativos (>2

razones de cambio) como se muestra en la figura 20.
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Figura 20. Expresion relativa de posibles blancos de miR-10b en ensayos de pérdida y ganancia
de funcién. La expresion relativa de PTEN y PIK3CA relativa a GAPDH fue determinada tras la
sobreexpresion o inhibicion de miR-10b en las lineas celulares MCF-7 y MDA-MB-231. Las barras
indican el promedio y error estandar obtenido de tres ensayos independientes.

Validacién funcional de blancos para miR-10b en diferentes ensayos de pérdida-
ganancia de funcion.

Para validar o descartar los posibles blancos de miR-10b, diferentes ensayos
funcionales fueron desarrollados. En un primer abordaje el vector de expresion de
luciferasa fue modificado introduciendo las posibles secuencias de interaccion con miR-
10b (23 nucledtidos) presentes en los genes HOXD10 (blanco validado y que fue utilizado
como control positivo), PTEN y PIK3CA (genes a evaluar), por ultimo el vector vacio y la
secuencia de PTEN con un MRE mutado fueron utilizadas como controles negativos.

Cada una de estas construcciones fue co-transfectada por separado con los vectores de

51



sobreexpresion de miRNAs o con los AntimiR adecuados para estudiar la modulacién del
reportero en ensayos de pérdida-ganancia de funcién de miR-10b, los datos son

esquematizados en la figura 21.

Los ensayos de pérdida y de ganancia de miR-10b realizados en la linea celular
MCF-7 muestran una tendencia (sin significancia estadistica) a la modulacion negativa de
los reporteros que contienen los MRE de HOXD10 y PTEN, mientras que en el resto de
las construcciones el radio de actividad de luciferasa permanece sin cambios (~1.0), como

se observa en la figura 21, panel inferior.

Para esclarecer estos datos, se seleccionaron dos lineas celulares con distinta
expresion relativa de miR-10b. SKBR-3 presenta niveles casi nulos de expresién de miR-
10b con respecto a MCF-7, por lo que tras la sobreexpresion de este miRNA, es posible
observar una disminucion significativa (p<0.05) en la actividad relativa de luciferasa de
las construcciones que contienen los MRE de HOXD10 y PTEN, mientras que el radio de
actividad de luciferasa en el resto de las construcciones es cercano a uno, como se
aprecia en la figura 21. Este dato indica que la sobreexpresion de miR-10b puede
controlar de manera negativa los niveles de PTEN y que esta regulacion es mediada por

la interaccion MRE-miR-10b.

Para confirmar este dato, la linea celular T47-D, que expresa cerca del doble de
miR-10b comparado con MCF-7, fue utilizada con un trasfondo de pérdida de funcién. En
este contexto celular, la inhibicion de miR-10b induce un aumento en la actividad relativa
de luciferasa producido por las construcciones que contienen los MRE de HOXD10 (no
significativa, p>0.05) y de PTEN (p<0.05), de manera importante el incremento en este
valor se pierde al mutar la secuencia MRE de PTEN. Estos datos sefalan la posibilidad de
que la inhibicién de miR-10b permite un incremento en la tasa de traduccién de PTEN vy

que este efecto es dependiente del MRE para miR-10b.
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Figura 21. Ensayos de gen reportero para la evaluacion de la interaccion de miR-10b con sus
posibles mRNA blanco. Los MRE de los blancos a evaluar fueron clonados en un vector reportero
de expresion constitutiva, la actividad de luciferasa de luciérnaga fue normalizada de acuerdo a la
actividad de luciferasa de Renilla. La actividad relativa de luciferasas fue comparada entre las
condiciones de pérdida-ganancia de funcién y su respectivo control. El promedio de actividad se
muestra en barras grises, las barras de error muestran el error estandar obtenido de seis ensayos
independientes, los asteriscos indican una p<0.05.

Para validar los datos obtenidos mediante los ensayos de gen reportero, una serie
de experimentos de pérdida y ganancia de funcién fueron desarrollados como se describe
a continuacion. Utilizando los mismos contextos celulares y de modulacion de la expresion
de miR-10b, los niveles de expresion fueron determinados por RT-gPCR utilizando las
transfeccion control como calibrador. Los cambios de expresion fueron calculados para
PTEN o PIK3CA relativos a la expresion de GAPDH y posteriormente graficados contra el
cambio de expresion de miR-10b relativo a la expresién de RNUGB. Posteriormente, estos
datos fueron utilizados para calcular la correlacion entre el cambio de expresion de cada
posible blanco contra el cambio de expresion de miR-10b. Como se aprecia en la figura

22, la expresion de PTEN es inversamente proporcional a la expresion de miR-10b (r=0.8)
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mientras que la expresién de PIK3CA no tiene una correlacién significativa con la

expresion de miR-10b.
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Figura 22. Analisis de correlacion de la expresion de miR-10b contra PTEN (en azul) o contra
PIK3CA (en rojo) en diferentes contextos celulares y de modulaciéon de la expresién de miR-10b.
Las células MCF-7 y SKBR-3 fueron transfectadas de manera transitoria con los vectores de sobre
expresion de miRNAs, mientras que las células T-47D y MCF-7 fueron transfectadas con los anti-
miR especificos. La expresion de PTEN o PIK3CA fue determinada de manera relativa a GAPDH,
mientras que la expresion de miR-10b fue relativa a la expresién de RNU6B. Cada punto de la
grafica representa el cambio de expresion obtenido por la modulacién de miR-10b y fue calculado
por el método -2AACT utilizando como calibrador la transfeccién control. En la parte superior
derecha se muestra la correlacién de Pearson.

Los resultados representados en la figura 23, muestran un decremento de PTEN a
nivel proteina tras la sobreexpresion ectépica de miR-10b en ambas lineas celulares
(MCF-7 y SKBRS, figura 23 A). Sumado a ésto, la inhibicion de miR-10b permite un
incremento en los niveles de proteina de PTEN en ambos contextos celulares (MCF-7 y
T47D, figura 23B), demostrando que la regulacién de PTEN por miR-10b puede realizarse

a nivel post-transcripcional e influenciar los niveles de mRNA y proteina.

De manera interesante, las células tumorales MCF-7 miR-10b OE pierden la
expresion de proteina PTEN en los xenotrasplantes murinos, mientras que los tumores
formados por células MCF-7 miR-Scr OE conservan la expresion del gen supresor de
tumores (figura 23), demostrando que el aumento en la capacidad tumorigénica de las

células miR-10b OE puede estar mediado por los mecanismos de inhibicion de PTEN.
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La mutacién del MRE en PTEN bloquea la regulacién por miR-10b.

Por dltimo, el marco de lectura abierta junto con la primera porcion del 3’'UTR
(incluyendo el MRE para miR-10b) de PTEN fue clonada en un vector de expresion en
mamiferos y fue denominada PTEN WT. A la par una version de esta construccién con la
secuencia mutada del MRE para miR-10b fue obtenida por mutagénesis dirigida y

nombrada como PTEN mt.

Ambas construcciones fueron co-transfectadas transitoriamente junto con el vector
de expresion miR-10b en células MDA-MB-468 y la expresiéon de PTEN relativa a GAPDH
y genes de pluripotencia y TEM fue determinada por gPCR, utilizando la transfeccién del

vector PTEN como calibrador.
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Figura 23. Efectos de la modulacion de miR-10b en la expresion de PTEN a nivel proteina. La
expresion de PTEN relativa a GAPDH fue determinada en varios contextos celulares en los que la
expresion de miR-10b fue modulada. En A) sobreexpresion de miR-10b en B) Inhibicion de miR-
10b. En la parte superior se muestra una imagen representativa de los niveles de proteina
determinados por Western blot. En la parte inferior se presenta el anélisis densitométrico relativo a
GAPDH, las barras representan el promedio de tres experimentos independientes y el error
estandar. C) Regulacion de PTEN en células tumorales xenotrasplantadas en modelos murinos.
Los tumores obtenidos por los ensayos de diluciones limitantes in vivo fueron procesados para su
analisis histoldgico y la presencia de PTEN fue determinada por inmunohistoquimica. Los tumores
formados por células MCF-7 miR-Scr OE se caracterizan por la expresién de PTEN en color
marrén, mientras que los tumores formados por células MCF-7 miR-10b OE pierden esta sefal.
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De manera importante, y como se muestra en la figura 24, la mutacién del MRE
para miR-10b en PTEN incrementa ligeramente (<2 razones de cambio) la sobreexpresion
de PTEN en el contexto de sobreexpresion de miR-10b. El efecto en el incremento de
PTEN es suficiente para inducir un decremento en la expresion relativa de SNAIL y SOX2,
indicando que la regulacion de PTEN es importante en las caracteristicas de troncalidad
de las células que sobreexpresan miR-10b y confirmando que la modulacién de PTEN por

miR-10b esta controlada por el MRE ahora validado.
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Figura 24. La mutacion del MRE de PTEN compensa el efecto de regulacion por miR-10b. Las
células MDA-MB-468 fueron co-transfectadas con el vector miR-10b y los vectores de expresion
PTEN o PTEN MT. La expresiéon relativa de PTEN y los marcadores SNAIL y SOX2 fue
determinada por PCR de punto final utilizando la transfeccion de PTEN como calibrador. El
promedio y error estdndar obtenido de tres experimentos independientes es mostrado en las
gréficas.

Efectos de la regulacion negativa de PTEN y su relacion con el fenotipo CTT.

Para probar la importancia de la pérdida de expresion de PTEN en el fenotipo
CTT, se utilizd una estrategia de RNA interferente contra PTEN Tres diferentes
secuencias de RNA sustratos de DICER (dsiRNA), fueron evaluadas para inducir el
silenciamiento de PTEN. El dsiRNA con mayor eficiencia de silenciamiento fue utilizado

para analizar los efectos de la inhibicién de PTEN y su relacion con el fenotipo CTT.
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Primero las células MCF7-miR-Scr OE fueron transitoriamente transfectadas con el
PTEN dsiRNA, y los efectos en la regulacion de genes de pluripotencia y TEM fueron
evaluados 24 horas después de la transfeccion. De acuerdo a los resultados mostrados
en la figura 25A, la inhibicion de PTEN (<0.25 razones de cambio) induce un incremento
(>5 razones de cambio) en la expresion de OCT4 y SNAIL, pero no afecta a SOX2 y
VIMENTINA. Este datos senalan que la inhibicion de PTEN es importante para el

mantenimiento parcial del fenotipo CTT.

Para apoyar estos datos, se evalué la formacién de mamoesferas por las células
MCF-7 miR-Scr OE transfectadas de manera transitoria con PTEN dsiRNA o su control,
en un pasaje unico, encontrando incremento significativo del niumero de mamoesferas

formadas con la inhibicion de PTEN (figura 25B).
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Figura 25. Efectos del silenciamiento transitorio de PTEN y su relacion con el fenotipo CTT en
célular MCF-7 miR-Scr OE. A) perfil de expresion relativa a GAPDH de los genes de PTEN,
marcadores de pluripotencia y de TEM. B) Numero de mamoesferas formadas a partir de 2000
células despues de diez dias de cultivo. Las barras muestran el promedio obtenido de tres
ensayos independientes y el error estandar.

En un segundo abordaje, se realiz6 la transfeccion transitoria de PTEN dsiRNA en
las células MCF-7 miR-10b OE, 24 horas después se comparo el efecto de la inhibicion de

PTEN (<0.5 razones de cambio, p<0.05) con la expresion de los genes de pluripotencia y
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TEM. Como se muestra en la figura 26A, cambios de expresion significativos (>2 razones
de cambio, p<0.05) para los cuatro marcadores. Sin embargo, cuando se evalud la
capacidad de formar mamoesferas en estas condiciones no se encontraron diferencias
significativas entre la transfeccion control y la condicion PTEN dsiRNA, de acuerdo a lo

presentado en la figura 26B.
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Figura 26. Efectos del silenciamiento transitorio de PTEN y su relacion con el fenotipo CTT en
célular MCF-7 miR-10b OE. A) perfil de expresion relativa a GAPDH de los genes de PTEN,
marcadores de pluripotencia y de TEM. B) Numero de mamoesferas formadas a partir de 2000
células despues de diez dias de cultivo. Las barras muestran el promedio obtenido de tres
ensayos independientes y el error estandar.

Por ultimo, utilizamos la linea célular T47-D, cuya expresion relativa de miR-10b es
casi del doble con respecto a MCF-7. En este contexto celular fué evaluada la capacidad
de formacion de mamoesferas utilizando diferentes fondos genéticos que se muestran en

la figura 27.

Todas las condiciones fueron comparadas contra la transfeccion transitoria de un
dsiRNA control. Brevemente, la inhibicion de miR-10b inducida por la transfeccion
transitoria del AntimiR-10b induce un decremento en el numero de mamoesferas después
de diez dias de cultivo, demostrando que la capacidad de auto renovacion puede ser

mantenida por la expresion de miR-10b en la linea celular T-47D.
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Por el contrario, la inhibicion de PTEN dirigida por un dsiRNA aumenta
considerablemente el numero de mamoesferas con respecto a la transfeccion control,
demostrando que la pérdida de PTEN puede favorecer la capacidad de auto renovacion.
De manera interesante, el incremento en la formacion de mamosferas dirigido por la

pérdida de PTEN se mantiene a pesar de la cotransfeccion del anti-miR-10b.
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Figura 27. Efectos de la regulacién negativa de PTEN y miR-10b en la capacidad de formacion de
mamoesferas formadas a partir de 2000 células T47D durante diez dias. Las barras muestran el
promedio de tres experimentos independientes y el error estandar. El asterisco marca un valor
p<0.05.

La expresion de miR-10b incrementa la activacion de la via PI3BK/AKT en CTT.

PTEN ha sido catalogado como un gen supresor de tumores, su funcion mas
descrita esta relacionada al control negativo de la via PI3K/AKT. A la vez esta via de
senalizacién ha sido reportada como un componente clave en el mantenimiento de las

CTT de leucemia, asi como de Cancer de prostata y de mama [70, 119, 120].

Para analizar la participacion de AKT en nuestro modelo, se utilizé un analisis de
Western blot comparando la cantidad de AKT y su forma activa p-AKT (S473) en las
células MCF7 sin clasificar y las fracciones celulares CD44- y CD44+, lo que se muestran

en la figura 28. Un ligero incremento en la cantidad de AKT total puede apreciarse en las
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células CD44+, pero de manera importante la forma activa es ligeramente visible o no
detectada en las células totales o en la fraccion CD44-, mientras que los niveles de p-AKT
(S473) son faciles de apreciar en la fraccion enriquecida en CTT (MCF-7 CD44+). Esto
indica que la activacion de AKT puede ser mantenido en las CTT por algun mecanismo

endogeno.
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Figura 28. Expresion y activacion de AKT medida por Western Blot en las células MCF-7 totales y
fracciones CD44- y CD44+ (enriquecida en CTT).

Para evaluar si la expresiéon de miR-10b puede controlar la activacion de AKT, las
células con sobreexpresion de miRNAs fuerdn sometidas a un ensayo de activaciéon de de
la via PI3BK/AKT. Brevemente, las células fuerdn cultivadas en ausencia de suero durante
18 horas y posteriormente expuestas, o no, a un estimulo de 20 pug/ml de insulina [121].
Los niveles de proteina de diferentes efectores de la via de sehalizacién fueron

determinados mediante Western Blot, como se muestra en la figura 29.

De manera semejante a lo reportado en apartados anteriores de esta tesis, los
niveles de PTEN decrementan en las células MCF-7 miR-10b OE, En el mismo sentido,
los niveles de PIK3CA, un regulador positivo rio arriba de AKT y la proteina total de AKT

aumentan tras la expresion forzada de miR-10b. Sin embargo, p-AKT (S473) es
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practicamente no detectable en las células MCF-7 miR-Scr OE cultivadas en ausencia de

suero, pero se detecta tras la activacion por suero o insulina.

En contraparte, la forma activa de AKT es detectable en las células MCF-7 miR-10
OE cultivadas con o sin suero (con una sefal débil), indicando que la sobre expresion de
miR-10b es suficiente para dirigir la activacion de esta via. De manera semejante, el
estimulo de insulina incrementa notablemente la activacion de AKT en el contexto de
sobreexpresion de miR-10b, comparado con el efecto inducido en el contexto miR-Scr
OE. Estos datos muestran una relacion entre la expresion de miR-10b y la activacion de

AKT.

Para corroborar que la activacion de la via PI3K/AKT puede ser dirigida por la
sobreexpresion de miR-10b, se realizdé un ensayo de actividad de cinasa in vitro, que se
muestra en el panel inferior de la figura 29. La forma activa de AKT (p-AKT S473) fue
inmuno-precipitada a partir de los extractos celulares obtenidos en el ensayo de activacion
de AKT via insulina. Posteriormente, fue probada la actividad de cinasa in vitro,de cada
inmunoprecipitado en un sistema al cual se agregd como sustratos una proteina
recombinante GSK3 (a- fusionadas) y ATP frio, la reaccion se incubé treinta minutos a
30°C. En este sistema la cantidad de p-GSK3 es un reflejo de la actividad de cinasa y el
producto de reaccion fue determinado por un inmunoblot contra la proteina p-GSK3

(S21/9).

Como se observa en el panel inferior de la figura 29, la actividad de cinasa fue
detectada solo en los lisados de células MCF-7 miR-10b OE cultivadas en presencia de
suero o con el estimulo de insulina, de manera interesantemente la fosforilacion de GSK3
es mas marcada en condiciones de suero. La cantidad de AKT total y GSK3 total fue

determinada en el lisado previo a la inmunoprecipitacion.
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Figura 29. Regulacion de los elementos de la via PISBK/AKT por la sobreexpresion de miR-10b.
Las células MCF-7 miR-Scr OE y MCF-7 miR-10b OE fueron cultivadas en ausencia de suero por
18 horas y posteriormente estimuladas con insulina para inducir la activacién de AKT. Los niveles
de proteina PTEN, PIK3CA, p-AKT fueron analizados por WB. En el panel inferior. Se realizé un
ensayo de actividad de cinasa AKT, utilizando un inmunoprecipitado de p-AKT (S473) y una
proteina quimérica GSK3 a-B como sustrato en una reacciéon in vitro. Los niveles de GSK-3 y
tubulina muestran el control de carga del lisado original.

Para probar el impacto de la modulacion de la AKT en la capacidad clonal de las
CTT, las células MCF-7 fueron transfectadas de manera transitoria con Anti-miRs y
posteriormente sembradas en un ensayo de formacion de colonias en agar suave en
presencia de diferentes moduladores de la via PI3K/AKT; el niumero de colonias formadas
en cada condicion se muestra en la figura 30. Como activador de la via fue utilizada la
insulina a una concentracion de 20 pg/ml [121], mientras que la inhibiciéon fue ensayada

por tratamientos con Wortmannina y LY294002 [122, 123].

En las células CD44+ transfectadas con el AntimiR control la insulina no afecta la

formacién de colonias en comparacion con el control sin tratamiento (mock). Sin embargo,
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la inhibicion de PI3K por Wortmannina y LY294002 induce un decremento marcado en el
numero de colonias formadas (p<0.05), demostrando que la activacion de la via PI3K/AKT
es importante para la capacidad clonal de las CTT. El decremento en la capacidad clonal
producido por la inactivacion en la via es comparable con el efecto de la inhibicién de
miR-10b en CTT. De manera importante, el estimulo de insulina rescata parcialmente el
efecto de la inhibicion de miR-10b (p<0.05), pero la inactivacion de la via no es aditiva a la

inhibicion del miRNA (p>0.05).
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Figura 30. La capacidad clonal de las CTT esta controlada por la activacion sostenida AKT que a
la vez es mantenida por sobreexpresion de miR-10b. Las células CD44+ fueron transfectadas con
AntimiR correspondientes y sembradas en un ensayo de agar suave condicionado con
tratamientos de activacion (insulina) o inhibicion (Wortmannina y LY294002) de la via PI3K/AKT. *
p<0.05.
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Por dltimo, para comprobar que la modulacién de la via AKT producida por la
sobreexpresion de miR-10b puede tener efectos en las capacidades troncales, las células
con sobreexpresion estable de miRs fueron sembradas en ensayos de formacion de

colonias en agar suave en condiciones de activacion o inhibicion de la via PI3K/AKT.

Los resultados mostrados en la figura 31, demuestran que la capacidad clonal de
las células MCF-7 miR-Scr OE son limitadas, pero estas células son afectadas aun mas
por la inactivacion de la via PIBK/AKT. De forma interesante, las células MCF-7 miR-10b
OE incrementan su capacidad clonal respecto a su control, pero este aumento puede ser
parcialmente bloqueado a través de la inactivacion de la via PI3SK/AKT a través de los
tratamientos con Wortmannina y LY294002. Este dato indica que la activacién de la via
AKT es indispensable para el mantenimiento de la exacerbada capacidad clonal de las

células MCF-7 miR-10b-OE.
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Figura 31. La capacidad clonal de las células MCF-7 miR-10b OE es controlada por la activacién
de sostenida AKT. Las células MCF-7 miR-Scr OE y MCF-7 miR-10b OE fueron sembradas en un
ensayo de agar suave condicionado con tratamientos de activacion (insulina) o inhibicion
(Wortmannina y LY294002) de la via PI3K/AKT.
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DISCUSION:

Aislamiento y caracterizacion de CTT derivadas de lineas celulares de cancer de
mama.

De acuerdo a diferentes reportes, es posible aislar CTT a partir de lineas celulares
establecidas, este hecho nos permitié trabajar con una fuente constante de CTT con
diferentes caracteristicas dependiendo de la linea celular de origen. Los inmunofenotipos
determinados en este trabajo, corresponden con los reportados por varios grupos de

investigacion [110]

De manera importante, el analisis de estos inmunofenotipos abri6 la posibilidad de
enriquecer poblaciones CTT utilizando clasificaciones celulares basadas en la expresién
de un solo antigeno. La clasificacion celular activada por magnetismo es un método
sencillo y de alto rendimiento que nos permite obtener poblaciones enriquecidas en CTT
en cantidad suficiente para el desarrollo de pruebas funcionales y no requiere de equipo

especializado como los sistemas clasificacion celular activada por fluorescencia (FACS).

Las capacidades troncales de las poblaciones enriquecidas fueron probadas a
través de una bateria de pruebas que nos permite evaluar las caracteristicas del fenotipo
troncal tumoral, es decir un incremento en las capacidades clonal, tumorigénica, de
plasticidad celular y de potencial de auto renovacion. En todas las pruebas la fraccion
CD44+ de la linea celular MCF-7 muestra ser la fraccion enriquecida en CTT, este dato

corresponde con reportes de otros grupos de investigacion [13, 124].

Por otro lado, en la linea celular MDA-MB-231, todas las pruebas realizadas

indican que la fraccion EpCAM+ posee un enriquecimiento de CTT. La expresién de
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EpCAM ha sido utilizada para reconocer poblaciones CTT en tumores de

adenocarcinomas mamarios de origen basal y triples negativos [125, 126].

Identificacion de metasta-miR reguladores del fenotipo CTT.

Una vez identificadas las poblaciones celulares enriquecidas en CTT, el perfil de
expresion de 353 miRNA maduros fue comparado entre las poblaciones CTT vy la linea
celular completa. En el analisis de expresion es facil notar que existen mas diferencias de
expresion en la comparacion entre poblaciones luminales, donde 142 miRNAs tienen una
razon de cambio significativa. Estos resultados pueden explicarse con base en el bajo
contenido de CTT en la linea celular MCF-7. Por otro lado, las células luminales son poco
agresivas y mantienen un estado de diferenciacion dependiente de estrégenos, por lo que

su perfil global de expresiéon debe ser muy distinto al de las CTT [114].

En contraparte, la linea celular MDA-MB-231 ha sido reportada con un perfil de
expresion semejante al de progenitores luminales y con una alta cantidad de CTT [12,
127]. En este sentido, es facil intuir que los cambios de expresion global seran discretos
entre la linea total y las CTT (~19% de la poblacién). Es importante resaltar que los
cambios de expresion de marcadores de pluripotencia y TEM son menos marcados en la
poblacion CTT de MDA-MB-231, comparada con su control. Solo 9 miRNAs tienen una
razén de cambio significativa en la comparacion de células basales. Interesantemente
todos estos miRNA son regulados también en la CTT luminales, como se muestra en la

figura 9.

En un primer andlisis, la lista de miRNAs que comparten cambios de expresién con
respecto a su control muestra varios reguladores del fenotipo mestastasico. De manera
importante, se ha reportado que la activacién de TWIST puede controlar de manera

positiva la expresion de uno de estos miRNAs. La participacion de TWIST en la
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metastasis tumoral de mama, en la TEM y en el control del fenotipo CTT, ha sido

ampliamente descrita en la literatura [128, 129].

La firma de expresion reportada para miR-10b fue analizada en las fracciones
celulares CD44- y CD44+ de MCF-7. En este contexto, la sobreexpresién de TWIST vy
RHOC fue confirmada en la poblacion enriquecida en CTT como se muestra en la figura 8
en el panel superior y 10A respectivamente, mientras que la expresién de HOXD10
disminuye en la poblacion CTT (Figura 10 A). Estos datos indican la sobreexpresion de
miR-10b en CTT y establecen que este miRNA puede ser un regulador comun en células

metastasicas y CTT.

El incremento en la expresiéon de miR-10b en CTT con respecto a la linea total fue
comprobado para las dos lineas celulares a través de qPCR en ensayos individuales
(figura 10B y 10 C).

La expresion de miR-10b controla la capacidad de auto renovacion y la firma de
expresion Pluripotencia/TEM en CTT.

Para determinar si la expresion de miR-10b puede regular el fenotipo troncal
tumoral, se desarrollé un abordaje de pérdida-ganancia de funcion. En la primera parte,
las células enriquecidas en CTT de las lineas celulares MCF-7 y MDA-MB-231 fueron
transfectadas de manera transitoria con antagomiR sintéticos. Utilizando métodos de
transfeccion comunes es posible introducir antagomiRs en cerca del 100% de las células,

mientras que la inhibicion de la expresién es cercana al 75%.(figura 11).

La participacion de miR-10b en el mantenimiento de la capacidad de auto
renovacion es demostrada por la pérdida en la capacidad de formacion de mamoesferas

producida tras la inhibicion de la expresion de miR-10b en ambas poblaciones de CTT.
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De manera importante estos datos se apoyan en los cambios de expresion de
producidos por la regulacion negativa del miRNA en tres contextos celulares distintos.
Como se muestra en la figura 14, la expresion relativa de los marcadores de pluripotencia
y TEM decrece tras 24 horas de inhibicion de miR-10b. Estos datos demuestran la
importancia de la expresion de miR-10b para el correcto mantenimiento de las
capacidades tumorales de diferentes células, sin embargo, es de resaltar que en la
poblacion CTT las cambios son mas discretos y solo OCT4 y VIMENTIN tienen una razén

de cambio significativa.

Oftras caracteristicas del fenotipo CTT son también afectadas tras la inhibicién de
miR-10b, como la capacidad clonal demostrada por los ensayos de formacion de colonias
en agar suave, o la metastasis estudiada por ensayos de cicatrizacion. En conjunto, todos
estos datos muestran la importancia de miR-10b en el mantenimiento de las capacidades

que definen a una CTT.

La sobreexpresion de miR-10b induce el incremento en la proporcién de CTT y el
aumento en caracteristicas troncales en lineas celulares MCF-7 y SKBR-3.

Sumado a lo que ocurre tras la inhibicion de miR-10b en CTT, la sobreexpresion
de miR-10b puede inducir el incremento en diferentes caracteristicas de troncalidad. En
un primer abordaje, se analizaron los cambios de expresion producidos por la
sobreexpresion de miR-10b. De manera interesante, la sobrexpresion de miR-10b induce
la sobrexpresion de SOX2, OCT4 y VIMENTIN en las lineas celulares MCF-7 y SKBR-3,
mientras que SNAIL incrementa solo en el contexto de MCF-7. Estos cambios de
expresion podrian ser un reflejo del incremento en las capacidades troncales de cada

linea celular.

69



Sumado a los cambios de expresidon ya mencionados, el porcentaje de CTT
incrementa en cada linea celular tras la sobreexpresion de miR-10b, determinada por el
numero de células positivas a CD44. EIl incremento de CTT en la linea celular esta
acompanado por un incremento en la capacidad clonal y de proliferacion de MCF-7, por lo
que podemos concluir que la sobreexpresién forzada de miR-10b incrementa la
proporcion de CTT en la linea celular, pero también incrementa las capacidades troncales

en la linea celular completa.

Para reforzar estos datos, las células MCF-7 con sobreexpresién de miR-10b
fueron seleccionadas para obtener un sistema de sobreexpresion estable de miR-10b
(MCF-7 miR-10b OE). Estas células, fueron retadas a formar mamoesferas en medios
condicionados por tres pasajes seriados. Las células con sobreexpresion de miR-
Scrambled o control muestran una menor capacidad de formacion de colonias en
comparacion del contexto de sobreexpresion de miR-10b, en cada pasaje, demostrando
que la sobreexpresion de miR-10b puede incrementar la capacidad de auto renovacion en

las células MCF-7.

Finalmente el incremento en el numero de CTT fue confirmado a través de un
ensayo de diluciones limitantes in vivo utilizando ratones nu/nu, el aumento en el nimero
de CTT es significativo (p=0.04) en las células miR-10b OE respecto al control miR-Scr
OE. Este comportamiento no es exclusivo de una linea celular ya que la sobreexpresion
de miR-10b en células SKBR-3 también produce un incremento significativo en la cantidad
de CTTs determinado por ensayos in vivo (p=0.007). Estos datos proponen que miR-10b

puede mantener el fenotipo CTT en diferentes subtipos de cancer de mama.
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La regulaciéon del fenotipo CTT involucra el control negativo de PTEN por miR-10b.

Diferentes argumentos apuntan a PTEN como un posible blanco de miR-10b con

implicaciones en el mantenimiento del fenotipo CTT.
Primero, pocos oncogenes se encuentran en la lista de posibles blancos de miR-10b.

Segundo, TargetScan, miRanda y ComiR coinciden en la prediccién de PTEN como

blanco.

Tercero, ha sido demostrado que la regulacion negativa de PTEN puede mantener el

fenotipo CTT en préstata y leucemia [130, 131].

Cuarto, la induccion de miR-10b y la regulacién a la baja de PTEN ha sido demostrada

como efecto de la exposicién de TGF-B en células de glioblastoma [132].

En este sentido fue analizada la posibilidad de que miR-10b pueda mantener el
fenotipo CTT a través de la inhibicibn de PTEN. Sin embargo, dentro de los posibles
blancos compartidos por los mismos programas podemos encontrar a PI3KCA cuyo papel
descrito es opuesto al de PTEN. Para resolver esta incognita se desarrollé6 una serie de
experimentos para la validacion de blancos de miR-10b, que se muestran en el apartado

de resultados.

Utilizando un disefio de ensayos reporteros en los que la actividad de luciferasa
puede ser reflejo de la modulacion de miR-10b, se demostré que el MRE de PTEN pero
no el de PIK3CA puede ser reconocido por miR-10b, produciendo una disminucién en los
niveles de actividad de luciferasa de manera semejante a lo que ocurre con la presencia
del MRE de HOXD10.

Para demostrar la regulacion de PTEN por miR-10b, se utilizd una serie de
estudios de analisis de pérdida y ganancia de funcién de miR-10b, en los que la
regulacién de PTEN y PIK3CA fue analizada a nivel de mRNA y proteina. Utilizando 5
contextos de regulacién génica, (sobreexpresion de miR-10b en MCF-7 y SKBR-3,
inhibicion de miR-10b en T-47D, MDA-MB-231 y MCF-7 CD44+) a través de este abordaje
se demostrd que los niveles de PTEN correlacionan de manera inversa con la expresion

de miR-10b (r=-0.8) mientras que no se encuentra una correlacion significativa entre la
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expresion de PIK3CA y miR-10b (r=0.43), este dato muestra que la relacion entre miR-10b
y PTEN se da en diferentes contextos celulares de cancer de mama y que implica un

mecanismo de regulacioén de la cantidad de RNAs.

Sumado a esto, los niveles de proteina de PTEN fueron analizados por Western
Blot tras la modulaciéon de miR-10b, de manera importante la sobreexpresion de miR-10b
en SKBR-3 y MCF-7 produce una disminucion de PTEN a nivel de proteina, mientras que
la transfeccion con anti-miR-10b permite un incremento en los niveles de proteina en
MCF-7 y T-47D. La modulacion de PTEN por miR-10b fue confirmada también en las
muestras de tumores inducidos por las células miR-10b EO, la regulacion de miR-10b de
manera efectiva controla a nivel de mRNA la expresién de PTEN, esta regulacion

consolida un control de los niveles de PTEN en las células de cancer de mama.

Estos datos sustentan la regulacion de PTEN por miR-10b y proponen que este
mecanismo puede explicar la participacion de miR-10b como factor de troncalidad en el

cancer de mama.

La expresion de PTEN regula de manera negativa el fenotipo CTT.

Para corroborar que la regulacién de PTEN puede ser dirigida por miR-10b a
través del MRE caracterizado. El marco de lectura abierto de PTEN mas una fraccion del
3'UTR que contiene el MRE fue clonado y sobreexpresado en un contexto celular de
MDA-MB-468 con sobreexpresion de miR-10b, encontrando que la sobreexpresion de
PTEN es favorecida tras la mutacion del MRE. Este aumento de expresiéon fue

acompanado de la modulacién negativa de SNAIL y SOX2.

Es importante establecer que si bien la interaccién de miR-10b ha sido atribuida al
MRE y validada a través de los ensayos reporteros, resulta trascendental demostrar que
la regulacion PTEN por miR-10b ocurre en el mMRNA de PTEN y no solo en un sistema
artificial. Esta hipotesis fue probada a través de ensayos de sobreexpresion del mMRNA de
PTEN.

Utilizando una construccion de expresiéon ectdpica de PTEN que incluye el marco
de lectura abierto y la fraccion del 3'UTR que contiene el MRE para miR-10b, y una

variante de esa construccion donde el MRE se encuentra mutado, se demostré que la
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disminucion de PTEN por miR-10b depende de la secuencia MRE, ya que la mutacion de
esta secuencia permite un incremento en los niveles de mMRNA de PTEN que va
acompanado de un decremento de la expresion de algunos de los factores de troncalidad
como SNAIL y SOX2. Este experimento demuestra que la secuencia MRE en PTEN es
suficiente para inducir el silenciamiento de este mMRNA por miR-10b y que la regulacién no

es un artificio detectado por el sistema de expresion de genes reporteros.

El papel de regulacion negativa de PTEN en el fenotipo CTT ha sido establecido
en diferentes modelos, sin embargo, no ha sido relacionado con la regulacién por miR-
10b. Para evaluar esta idea en un primer abordaje las células MCF-7 miR-Scr OE fueron
transfectadas con un RNAi para PTEN. La interferencia de PTEN consigue el incremento
en la expresion de OCT4 y SNAIL, asi como un aumento en el numero de mamoesferas
que es reflejo del incremento de la capacidad de auto renovacion. Estos cambios

corresponden parcialmente con el efecto conseguido por la sobreexpresion de miR-10b.

Por otro lado, la interferencia de PTEN es menor en el trasfondo genético de
sobreexpresion de miR-10b, probablemente por un efecto competitivo entre el siRNA vy
miR-10b. Sin embargo esta disminucion de PTEN favorece la expresion de todos los
marcadores del fenotipo troncal tumoral, pero no afecta la capacidad de auto renovacion
de las células MCF-7 miR-10b OE, este resultado indica que la regulacion de PTEN que
puede estar relacionada con el control de la expresion de los marcadores CTT, pero
también muestra que la inhibicién de este gen no ejerce un efecto aditivo en la capacidad

de auto renovacion producida por la sobreexpresion de miR-10b.

Por ultimo, la inhibiciéon de miR-10b produce la disminucion de mamoesferas en
CTT de MCF-7, pero también en células T-47D, al contrario la interferencia de PTEN
induce un incremento en la capacidad de auto renovacion en esta linea. De manera
interesante, la interferencia de PTEN rescata parcialmente la pérdida en el potencial de
auto renovacion producido por la inhibicién de miR-10b demostrando que la capacidad de
auto renovacion inducida por miR-10b puede ser mantenida a través de la inhibicion de
PTEN.
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La expresion de miR-10b incrementa la activacion de AKT.

La sobre activacion de la cinasa AKT es una marca frecuente del proceso de
transformacion celular y es el posible mecanismo por el que la sobreexpresion de miR-
10b puede estar relacionada con un incremento en el potencial tumoral. La fosforilacion

en la serina 473 ha sido demostrada como una marca de la activacion de AKT [133].

La fosforilacion S473 en AKT en células CTT pero no en otras fracciones celulares,
fue demostrada a través de ensayos de Western Blot mostrados en la figura 28, este
hecho coincide con la sobre expresion de miR-10b en estas mismas células por lo que
surge la hipétesis de que la regulacién de PTEN por miR-10b podria ser un mecanismo de

regulacién positivo en la activacion de la via PI3K/AKT.

Diferentes datos apoyan esta idea, por ejemplo, la activacion de AKT fue estudiada
a mayor detalle en las células MCF-7 con sobreexpresion estable de miRNAs, en estas
células, se probo la capacidad de activar la via utilizando cultivos en condiciones libres de
suero y un estimulo inductor de la via de sefializacion en cuestidon. Los niveles de proteina
de PTEN (bajos), de PIK3CA y de AKT total (altos) corresponden con un estado de

activacion de AKT en los sistemas con sobreexpresiéon de miR-10b.

De manera importante la activacion de AKT es favorecida por la sobreexpresion de
PTEN en todos los tratamientos cuando se compara con los niveles de activacion en las
células con sobreexpresion del miRNA-Scrambled. Es importante resaltar que la
sobreexpresion de miR-10b es suficiente para mantener la activacién de AKT a pesar de
las condiciones de cultivo libre de suero, mostrando que la sobreexpresion de miR-10b
puede favorecer la activacién de esta via o al menos la fosforilacion de la serina 473 en
AKT.

La regulacién de la actividad de AKT depende al menos de diferentes
modificaciones postraduccionales, entre ellas la fosforilacion de tres residuos de
aminoacidos como son treonina 308 (T308), treonina 450 (t1450) y serina 473 (S473). Si
bien la activacion de la cinasa esta relacionada con la fosforilacion en S473, la
fosforilacion en T308 puede estabilizar esta actividad necesaria para la transformacion
celular [133]. Por tales motivos, es posible que la fosforilacion de la serina 473 no sea
necesariamente un indicio de actividad de cinasa, para descartar esta idea, se analiz6 la

actividad de cinasa in vitro de un inmunoprecipitado de anti-p-AKT Ser473, de manera
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importante, la actividad de cinasa solo fue demostrada en los extractos de células MCF-7
miR-10b OE con algun estimulo de activacion de AKT, es decir crecidas en suero o con
insulina, pero no en inaniciéon. Este resultado es la prueba fehaciente de que la
sobreexpresiéon de miR-10b puede inducir la activacién de la via de sefalizacion

PI3K/AKT a través del control de PTEN, el regulador negativo de esta via en cuestion.

Las implicaciones en la regulacién de la via PI3BK/AKT son diversas, y algunas se
han abordado a lo largo de este trabajo. Si la modulacion de la expresion de miR-10b en
las CTT puede impactar en la activacion de la via PI3K/AKT, es posible que algunas de
las caracteristicas de este fenotipo puedan ser controladas a través de la modulacién de

la via.

La participacion de la via PISBK/AKT ha sido ampliamente revisada en cancer.
Diferentes inhibidores han sido desarrollados con posibles fines de tratamiento para
diferentes tipos de cancer, entre ellos Wortmannina y LY294002 son dos moléculas
ampliamente descritas como inhibidores de la funcion de PISKCA [122, 123]. Los datos
presentados en este trabajo, demuestran que las células CTT son sensibles a estos

tratamientos. El potencial clonal en estas células disminuye tras la inhibicion de PISKCA.

La inhibiciéon de miR-10b induce también un decremento en la capacidad clonal de
las CTT, de manera interesante. La induccién de la via PI3K/AKT por un estimulo de
insulina, rescata parcialmente la pérdida en el potencial clonal tras la inhibicion de miR-
10b, estableciendo una relacion entre la expresién de este microRNA y la activacién de la
via. Por otro lado, no existe un afecto sumatorio entre el tratamiento con los inhibidores de
PI3KCA vy la inhibicion de miR-10b, por lo que es probable pensar que existen otros

mecanismos que mantienen el potencial tumoral cuando se inhibe la via PISK/AKT.

La relacion entre la expresion de miR-10b y la activacion de la via PI3K/AKT fue
ampliamente discutida en este trabajo. La sobreexpresion de miR-10b y la activacion de la
via incrementan la capacidad clonal de las células de cancer de mama, sin embargo, no
es posible encontrar un efecto sumatorio a través de los tratamientos conjuntos. Este
hecho es probablemente un indicio de que la activacion de la via a través de la
sobreexpresion de miR-10b es suficiente para inducir el mismo efecto que provoca el

estimulo de insulina.
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El efecto de la sobreexpresiéon de miR-10b en el incremento del potencial clonal es
dependiente de la correcta activacion de la via PIBK/AKT, esto se respalda en la pérdida
de la capacidad clonal de las células MCF-7 miR-10b OE tratadas con los inhibidores
Wortmaninna y LY294002. Por lo tanto, la regulacion de miR-10b controla la activacion de

la via PI3K/AKT a través de la regulacion negativa de PTEN.

El papel de miR-10b en la regulacion del fenotipo CTT es resumido en la figura 32.
Brevemente, las CTT luminales se caracterizan por la expresion de CD44 en su
membrana celular, CD44 es un receptor de acido hialurénico que puede interactuar con
otros receptores membranales, entre ellos los receptores de union a factor de crecimiento
tipo insulina (IGF-I) y receptor de factor de crecimiento epidermal (EGFR) [134, 135].
Estos factores de crecimiento pueden dirigir la sefalizacién de PI3K/AKT. La activacion de
esta via puede ser mantenida por la sobreexpresion de miR-10b quien a la vez regula de
manera negativa la expresién de PTEN y permite la activacién de AKT. La regulacién de
la expresién de miR-10b puede ser mantenida en las CTT a través de la participacion de
TWIST [65] y probablemente por la activacién de la via NF-kB, de acuerdo a un andlisis
de prediccion de unién de factores de transcripcion en el promotor individual de miR-10b.
La activacion de AKT puede a la vez activar la via de NF-kB, por lo que es probable que el
mantenimiento de este circuito de regulacién miR-10b/AKT/NF-kB funcione como un

mecanismo de regulacién positiva en las células que expresan CD44.
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Figura 32. Mecanismo de regulacion de la activacion de la via PISBK/AKT mediado por miR-10b en
CTT.
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CONCLUSIONES:

En la ultima década, el estudio de las CTT ha logrado cambiar la vision de la
biologia del cancer, particularmente el fendmeno de reincidencia, la formacion de tumores
secundarios y el surgimiento de tumores quimio y radio resistentes pueden ser explicados

a través de un modelo jerarquico del cancer.

El estudio de las CTT puede ser abordado a través de su obtenciéon en lineas
celulares ya establecidas y particularmente el uso de marcadores adecuados es un tema
que aun debe ser estudiado. En el presente trabajo el uso de diferentes marcadores
membranales permitié enriquecer la cantidad de CTT a través de ensayos de MACS, este
hecho permitié obtener cantidades de CTT suficientes para diferentes analisis funcionales

y moleculares.

Los perfiles de expresién de las poblaciones enriquecidas en CTT son muy
distintos en comparaciéon con el perfil de expresion de la linea celular de la cual derivan,
esto permite utilizar la expresion de marcadores de pluripotencia y TEM como indicadores

de diferentes caracteristicas troncales de nuestras poblaciones estudiadas.

De manera importante la expresién de miRNAs cambia en las CTT con respecto a
la linea de la cual derivan. Los miRNAs diferencialmente expresados pueden ser
reguladores de los procesos adecuados para el mantenimiento del fenotipo CTT.
Particularmente miR-10b fue seleccionado para un estudio mas profundo por su

documentada participacion en la promocion de la metastasis.

Los datos presentados en este trabajo sustentan la hipotesis de la participacion de
miR-10b en el control de los procesos necesarios para el mantenimiento del fenotipo CTT.
Particularmente la modulacién de miR-10b de manera positiva mantiene la capacidad de
auto renovacion, la expresion de marcadores troncales, el potencial clonal y el potencial

de auto renovacion.

La expresion de miR-10b esta relacionada a las CTT, particularmente en los
tumores luminales la expresion de este miRNA se encuentra favorecida en células
CD44+, de manera semejante la expresion forzada de miR-10b induce un aumento en la

proporcion de células CD44+.
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Los efectos de miR-10b en la regulacién del fenotipo CTT son dirigidos por la
inhibicion de PTEN, un gen supresor de tumores ampliamente estudiado. La modulacion
de PTEN puede también regular las capacidades troncales de las células de cancer de
mama, ya que la inhibicion por dsiRNA incrementa dichas capacidades mientras que la
sobreexpresion del marco de lectura abierto regula al menos la sobreexpresion de

marcadores troncales.

Por dltimo, la regulacion de PTEN incide directamente en el control de la
sefalizacién de PI3K/AKT, esta via ha sido descrita como un importante regulador de la
transformacion celular, favoreciendo la evasién de la apoptosis, el potencial tumorigénico
y la metastasis. La modulaciéon de miR-10b corresponde con la regulacion positiva de esta
via, es importante resaltar que la sobreexpresion de miR-10b de manera eficiente induce
la sobre activacion de la funcién de cinasa de AKT de manera semejante a los efectos

obtenidos a través de su activacion por la insulina.

La alta expresion de miR-10b ha sido relacionada con un mal prondstico y
reincidencia en cancer de mama a través de un analisis retrospectivo partiendo de los
datos de dos estudios [136, 137]. Estos datos proponen que la participacion de miR-10b
puede ser utilizado como un marcador la presencia de CTT en tumores mamarios. La
aplicacion de estrategias produccion y liberacion de antimiRs ha sido evaluada en
modelos murinos con la finalidad de atacar células metastasicas [66], sin embargo,
nuestros datos sugieren que la inhibicion de miR-10b podria ser una estrategia para

combatir las CTT de mama y la reincidencia tumoral.

El uso de inhibidores de PI3K para la inactivacion de AKT podria ser empleado
como terapia contra CTT, diferentes compuestos pueden favorecer la entrada de
farmacos a las CTT. Por ejemplo el uso de probenecid mas cisplatino, favorece la muerte
de CTT de diferentes tumores [138]. Por lo que esquemas de tratamiento de inhibidores
de la via PIBK/AKT mas probenecid podrian ayudar en el control de la reincidencia

tumoral producida por las CTT.
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miR-10b expression in breast cancer stem cells
supports self-renewal through negative PTEN
regulation and sustained AKT activation
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Abstract

Cancer stem cells (CSCs) are linked to metastasis. Moreover, a
discrete group of miRNAs (metastamiRs) has been shown to
promote metastasis. Accordingly, we propose that miRNAs that
function as metastatic promoters may influence the CSC pheno-
type. To study this issue, we compared the expression of 353
miRNAs in CSCs enriched from breast cancer cell lines using qRT—
PCR analysis. One of the most altered miRNAs was miR-10b, which
is a reported promoter of metastasis and migration. Stable over-
expression of miR-10b in MCF-7 cells (miR-10b-OE cells) promoted
higher self-renewal and expression of stemness and epithelial-
mesenchymal transition (EMT) markers. In agreement with these
results, inhibiting miR-10b expression using synthetic antisense
RNAs resulted in a decrease in CSCs self-renewal. Bioinformatics
analyses identified several potential miR-10b mRNA targets,
including phosphatase and tensin homolog (PTEN), a key regulator
of the PI3K/AKT pathway involved in metastasis, cell survival, and
self-renewal. The targeting of PTEN by miR-10b was confirmed
using a luciferase reporter, QRT-PCR, and Western blot analyses.
Lower PTEN levels were observed in CSCs, and miR-10b depletion
not only increased PTEN mRNA and protein expression but also
decreased the activity of AKT, a downstream PTEN target kinase.
Correspondingly, PTEN knockdown increased stem cell markers,
whereas AKT inhibitors compromised the self-renewal ability of
CSCs and breast cancer cell lines overexpressing miR-10b. In
conclusion, miR-10b regulates the self-renewal of the breast CSC
phenotype by inhibiting PTEN and maintaining AKT pathway
activation.
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Introduction

Studies in cancer biology support the existence of a small proportion
of cancer cells with high self-renewal and differentiation potential.
These cells, called cancer stem cells (CSCs), are responsible for
tumor initiation and maintenance [1]. Whether these CSCs arise by
mutations in normal tissue stem cells or progenitor cells or from dif-
ferentiated cells from different cancer subtypes is currently
unknown [2]. These cells have been proposed to promote tumor
relapse and metastasis because of their intrinsic resistance to anti-
oncogenic treatments, their self-renewal, and their potential for
multi-lineage differentiation [3].

Breast adenocarcinomas and cell lines derived from them have
been shown to contain functional CSCs [4]. In these cells, diverse
metastatic features have been uncovered, such as epithelial-
mesenchymal transition (EMT) signatures and overexpression of
master stem cell transcription factors [S]. Similarly, metastasis
drivers can enhance CSC properties [6]. For example, forced expres-
sion of a metastasis effector, such as Ras homolog family member C
(RhoC), increased the proportion of stem/progenitor cancer cells
identified by the aldehyde dehydrogenase (ALDH) marker [7]. In
this sense, other master regulators of metastasis could sustain the
CSC phenotype.

MicroRNAs (miRNAs) are a group of small RNAs that can nega-
tively control gene expression through the RNA-induced silencing
complex (RISC). A single miRNA can control several different
mRNAs and promote or suppress specific cellular processes [8,9].
Aberrant miRNA expression is associated with diverse pathophysio-
logical conditions, including cancer. In particular, miRNAs that
control central metastasis regulators have recently been shown to
regulate cell invasion. These metastamiRs have been reviewed else-
where [10,11]. We propose that miRNAs acting as metastasis
promoters may influence CSC capabilities such as self-renewal and
differentiation.

To test this hypothesis, we analyzed the expression profiles of
353 miRNAs in CSCs of the luminal and basal breast cancer cell
lines MCF-7 and MDA-MB-231, respectively, and compared them to
the expression profiles of non-stem cells. We detected numerous
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deregulated miRNAs; prominent among these differentially
expressed miRNAs, we found the previously described metastamiR
miR-10b. In vitro and in vivo assays demonstrated that miR-10b
promotes CSC features such as self-renewal and stemness. With the
aid of target predictors and a luciferase reporter assay, we found
that phosphatase and tensin homolog (PTEN) is a bona fide miR-
10b target. Lower PTEN levels were observed in CSCs, and depletion
of miR-10b in several cell lines not only increased PTEN mRNA and
protein expression but also decreased AKT activity, a downstream
PTEN target kinase. Finally, both activation of PTEN and AKT
inhibition decreased the self-renewal ability of CSCs and breast
cancer cells overexpressing miR-10b (miR-10b-OE cells).

Results
miRNA expression in breast CSCs

To analyze the expression of miRNAs in CSCs derived from breast
cancer cell lines, we used magnetic-activated cell sorting (MACS)
and a panel of cell surface proteins. For luminal breast cancer
cells, we used CD44, a cell membrane glycoprotein that facilitates
cancer cell invasion and metastasis and that has been widely used
as a CSC marker in breast cancer [12,13]. The left panel of Figs 1A
and EV1A shows that CSC enrichment was successful, as assessed
by serial mammosphere-forming assays. Similar results were
observed using extreme limiting dilution assays (ELDAs) [14]
(Figs 1B and EV1C). In addition, higher expression of two stem-
ness markers, SRY-box2 (SOX2) and POU class 5 homeobox 1
(OCT4), three EMT markers, snail family zinc finger 1 (SNAI1),
twist family bHLH transcription factor 1 (TWIST) and vimentin,
and the metastasis marker RhoC was observed in these cells
(Fig 1C and D). Because basal breast cancer has a stem-like
phenotype, CD44 is expressed in almost 100% of MDA-MB-231
cells. Nevertheless, a subpopulation defined by the cell surface
marker epithelial cell adhesion molecule (EpCAM) has an
enhanced stemness phenotype [15,16], including higher expression
of stemness and EMT markers (Fig 1E), an increased number of
stem-like cells, as assessed by serial mammosphere-forming assays
(Figs 1A, right panel and EV1B), and a higher number of colony-
forming cells, as assessed by ELDA (Figs 1F and EV1C). In both
CSC-enriched populations, we analyzed 353 miRNAs by qRT-PCR
using TagMan Low Density Arrays (TLDA) (Dataset EV1). In these
assays, we found 142 deregulated miRNAs (119 up-regulated and
33 down-regulated) in MCF-7 luminal CSC and nine deregulated
miRNAs (five up-regulated and four down-regulated) in MDA-MB-
231 basal CSCs. Nine miRNAs were regulated in both cell lines
(Fig 1G), including miR-10b. It has been previously reported that
this miRNA is regulated by TWIST [17], a central stemness tran-
scription factor in breast cancer [18]. In addition, miR-10b has
been proposed to target Homeobox D10 (HOXD10), which
promotes the activation of metastasis drivers such as RhoC. We
corroborated this finding with a similar gene signature observed in
MCF-7/CD44* cells (Fig 1D). Metastasis is a key cancer hallmark
that is intimately associated with the stem cell phenotype [6]. For
these reasons and because no direct relationship between miR-10b
and stemness functions has been proposed, we analyzed this
potential relationship.
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miR-10b expression controls self-renewal capacity and an EMT/
CSC signature

To determine whether miR-10b regulates the CSC stemness pheno-
type, we performed loss- and gain-of-function experiments. CD44 "
MCF-7 or EpCAM™ MDA-MB-231 breast cancer cells were tran-
siently transfected with a synthetic anti-miR-10b. This anti-miR
induced a significant decrease in miR-10b expression and a
concomitant loss of the mammosphere-forming ability of enriched
CSCs (Fig 2A, wupper panel). Similarly, miR-10b inhibition
decreased the number of mammospheres in sorted EpCAM* MDA-
MB-231 cells (Fig 2B). Additionally, as previously reported, miR-
10b inhibition in MDA-MB-231 cells reduced migration (Fig EV2A)
[19,20]. Finally, we found that depleting miR-10b in CD44"% MCF-7
cells decreased the number of colonies in soft agar assays
(Fig EV2B), another surrogate marker for stem cell phenotypes
[21]. These data indicate that miR-10b represents an important
component of the clonal potential and migration capabilities of
breast CSCs.

For gain-of-function studies, the pre-miR-10b sequence was
cloned and stably transfected into MCF-7 breast cancer cells (creat-
ing MCF-7-miR-10b-OE cells) and HER2" SKBR-3 cells (creating
SKBR-3-miR-10b-OE cells). miR-10b overexpression increased the
percentage of CD44* MCF-7 cells from 6.8 to 14.5% (Fig EV2C).
Similarly, SKBR-3-miR-10b-OE cells presented an increase in the
number of ALDH-positive cells, from 12.0 to 16.6% (Fig EV2E). As
expected, serial mammosphere assays showed a reproducible
increase in mammosphere-forming ability in these cells (Fig 2A,
lower panel). miR-10b also regulated the anchorage-independent
growth of MCF-7 cells and CSCs derived from them, a reported
cancer stem cell phenotypic trait (Fig EV2B, lower panel, and D)
[21]. In addition, miR-10b overexpression increased the levels of
E-cadherin, a well-known marker for mammosphere formation [22]
(Fig EV2G). Finally, we found a significant (P = 0.04) increase in
the number of CSCs in the MCF-7-miR-10b-OE cell line, as assessed
with an in vivo limiting dilution assay using nu/nu mice (Figs 2C,
left panel and EV2F upper panel). This effect was not restricted to a
single cell line, as overexpression of miR-10b in SKBR-3 cells also
increased the number of CSCs in in vivo assays (P = 0.007) (Figs 2C,
right panel and EV2F, lower panel). Tumor morphology between
cell lines was similar (Fig EV3).

We then hypothesized that stemness and EMT factors could be
modified by miR-10b overexpression. We performed experiments
with either miR-10b overexpression or inhibition in four breast
cancer cell lines and in the CD44" MCF-7 subpopulation. Twenty-
four hours after transient transfection of miR-10b in MCF-7 and
SKBR-3 cells, OCT4/3, SOX2, vimentin, and SNAIL expression
increased compared with the miR-Scr-OE control, which resembled
the expression pattern of isolated CSCs (Fig 2D). We then selected
two cell lines with high miR-10b expression (T47-D and MDA-MB-
231 cells, Fig EV3C), as well as CD44 " MCF-7 cells, and transiently
transfected specific anti-miRs. After 24 h, we observed decreased
(< 0.75) expression of stemness and EMT genes after anti-miR-10b
transfection compared with the anti-miR-control. These results
support the participation of miR-10b in the stemness phenotype.
Interestingly, the regulation of miR-10b by TWIST [17], a central
EMT and stemness transcription factor in breast CSCs [18], further
supports this hypothesis.

© 2016 The Authors
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Figure 1. Breast CSC enrichment and miRNA expression.

A Breast cancer cell lines were sorted using CD44 for luminal MCF-7 cells (left panel) or EpCAM for MDA-MB-231 cells (right panel). Serial mammosphere assays were
performed using 4,000 cells for each cell fraction, counting spheres after 3 weeks. Plots show the mean + SEM of mammospheres formed with 4,000 cells from three
independent experiments performed in triplicate. An ANOVA and Dunnett’s multiple comparation test was used to compare the groups (*P < 0.05).

B Extreme limiting dilution assay (ELDA) of MCF-7 cells. Sorted cells were serially diluted (1,250, 625, 312, 156, and 78 cells) and then seeded in 96-well plates. After
1 week, the cells were fixed, stained, and counted. The lower limit for well repopulation in CD44" cells was 312 cells, compared with 615 cells for both unsorted and
CD44~ populations. The data obtained were evaluated using the ELDA software. P-values that test the single-hit hypothesis using the likelihood ratio test are shown.
The curves are depicted in Fig EV1.

C Relative expression of the stemness factors SOX2 and OCT4/3 and the EMT markers SNAIL, vimentin, and TWIST in MCF-7/CD44" cells. The fold change was calculated
using GAPDH as an internal control using the 2~2A°T method comparing stem or non-stem cells versus the total cell line. The box and whiskers graph shows the
range, median, and quartile interval values from three independent experiments.

D miR-10b overexpression affecting stemness and EMT factors. Relative quantification of miR-10b (relative to RNU6B), HOXD10 and RHOC (relative to GAPDH) was
performed in MCF-7/CD44" fractions compared to non-enriched cells. Box plots show the range, median, and quartile interval values from three independent
experiments.

E Relative expression of stemness factors SOX2 and OCT4/3 and EMT markers SNAIL and vimentin in MDA-MB-231/EpCAM* cells. The fold change was calculated using
GAPDH as an internal control using the 272" method comparing stem or non-stem cells versus the total cells. The box and whiskers graph shows the range,
median, and quartile interval values from three independent experiments.

F  Extreme limiting dilution assay (ELDA) of MDA-MB-231 cells. Sorted cells were serially diluted (1,250, 625, 312, 156, and 78 cells) and then seeded in 96-well plates.
After 1 week, the cells were fixed, stained, and counted. The lower limit for well repopulation in EpCAM™ cells was 156 cells compared with 625 cells for both
unsorted and EpCAM ™ populations. The data obtained were evaluated using the ELDA software. P-values that test the single-hit hypothesis using the likelihood ratio
test are shown. The curves are depicted in Fig EV1.

G Nine miRNAs are commonly regulated in both CD44* and EpCam* breast cancer cells. Quantitative RT-PCR of miRNAs was performed on sorted MCF-7 and MDA-
MB-231 cell populations using TagMan Low Density Arrays (TLDA). Results were plotted as a heat map comparing CD44* to CD44~ cells (MCF-7) and EpCam* to
EpCam™ cells. The scale is shown below the map.
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Figure 2. Self-renewal ability is controlled by miR-10b expression in MCF-7 cells.

A Upper panel, left: MCF-7/CD44" cells were transfected with anti-miR-10b or a scrambled control, and gRT-PCR was performed. Upper panel, right: An aliquot of these cells
was subjected to mammosphere-forming assays. The graph shows the mean + SEM of the number of formed mammaospheres per 4,000 seeded cells in three
independent experiments. Lower panel, left: Expression of miR-10b relative to RNU6B in MCF-7 cells stably transfected with a plasmid containing the miR-10b gene versus
an empty vector. Results are the mean + SEM values from three independent experiments. Lower panel, right: miR-10b-overexpressing MCF-7 cells analyzed by serial
mammosphere assays. The mean + SEM of the number of formed mammospheres per 4,000 seeded cells in three independent experiments was plotted on each bar.

B Mammosphere formation was performed by seeding 4,000 MDA-MB-231/EpCAM™ cells, and after 3 weeks, the cells were disaggregated, counted, and reseeded. Stable
miR-10b-overexpressing cells from three independent clones were tested in three passages, and cell number was plotted as the mean + SEM.

C In vivo limiting dilution assays. miR-10b-OE or control cells were subcutaneously injected in the backs of mice at three doses (1,000, 10,000, and 50,000 cells for
MCF-7 and 5,000, 10,000, and 20,000 for SKBR-3). Mice were sacrificed after 8 weeks, and tumor burden was analyzed using the ELDA software. Plots are depicted in
Fig EV2. The tables show the number of mice with tumors versus the total number of mice injected. Below the tables, the estimated frequency (freq) of stem cells for
each group and P-values are shown. Stem cell frequency for MCF-7 cells was 1 in 34,252 (range 94,888-12,364) in miR-10b-OE cells versus 1 in 238,965 (range
1,817,801-31,414) in miR-scr cells. Stem cell frequency for SKBR-3 cells was 1 in 5,013 (range 11,135-2,257) in miR-10b-OE cells versus 1 in 18,778 (range 45,397-7,767)

in miR-scr cells.

D Stemness and EMT marker mRNA levels following miR-10b modulation. miR-10b, OCT4/3, SNAIL, and vimentin expression, was quantified in breast cancer cell lines
using transient transfection of miR-10b versus a miR-Scr vector (left) or anti-miR-10b versus anti-miR-ctl (right). Log-scale plots show the mean and SEM for the
relative expression of each gene from triplicate independent transient transfections, each performed three times. A Mann-Whitney U-test was used to compare
expression between groups. SOX2, 0CT4/3 and vimentin were significantly modulated by up- or down-regulation of miR-10b (P = 0.0043, P = 0.0054 and

P = 0.000908, respectively).

Data information: A two-tailed Student’s t-test was used to compare the two groups (*P < 0.05).

Targeting PTEN with miR-10b sustains AKT activation and
promotes self-renewal in MCF-7 CSCs

To further explore miR-10b’s mechanism of action, we performed
an in silico search for putative targets using the ComiR and TargetS-
can tools. Both programs reported higher scores for the mRNAs of
the cancer-related genes ASLX1, BAP1, GATA3, NCORI, PI3KCA,
and PTEN. Because PTEN has previously been shown to be required
to sustain breast CSCs [11,23] is co-regulated with miR-10b after
TGFp exposure [24] and its levels decreased in stem cells derived
from MDA-MB-231 and MCF-7 cell lines (to 81.4% in MDA-MB-
231/EpCAM™ cells and less than 1% in MCF-7/CD44" cells by
quantitative RT-PCR), we chose to focus on this gene and the path-
way it regulates. Figure 3A shows that a conserved miRNA regula-
tory element (MRE) for miR-10b is found 145 bp downstream of the
PTEN coding sequence (ComiR and TargetScan scores of 0.875
and —0.21, respectively). Similarly, a miR-10b MRE is located
170 bp downstream of the phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-
kinase catalytic subunit alpha (PIK3CA) coding sequence. Therefore,
these two putative targets of miR-10b, which are related to the AKT
pathway, were assessed using 3’-UTR luciferase reporter assays.
Briefly, firefly luciferase was engineered to examine the 3'-UTR MRE
of PTEN, PIK3CA, or HOXDI10 (positive control). These constructs
were transiently cotransfected with anti-miR-10b or anti-miR-ctl in
MCF-7 and T47-D cells. In T47-D cells, which have higher miR-10b
expression levels (Fig EV3C), miR-10b inhibition increased PTEN and
HOXD10 reporter activities, whereas miRNA overexpression in SKBR-3
cells inhibited reporter activity (Fig 3B). The luciferase activity of a
UTR with a mutated miR-10b MRE seed sequence was not modulated
by either miR-10b inhibition or overexpression. Although not statisti-
cally significant, we also found that using anti-miR-10b or miRNA
overexpression, miR-10b regulation induced similar changes in MCF-7
cells, which express lower levels of this miRNA (Fig 3B). No changes
were observed in PIK3CA reporter activity, demonstrating that miR-
10b’s effects are restricted to PTEN in this signaling pathway.

To further support the specific regulation of PTEN by miR-10b,
we performed a series of gain- or loss-of-function analyses using
a panel of breast cancer cell lines. In these experiments, we
inhibited or overexpressed miR-10b and measured PTEN or PIK3CA

© 2016 The Authors

expression by qRT-PCR. As shown in Fig 3C, miR-10b overexpression
decreased PTEN expression, but not PIK3CA expression, in MCF-7
cells, whereas inhibition of miR-10b in MDA-MB-231 increased
PTEN expression. We next expanded the analysis to a larger panel
of cell lines (SKBR-3, T47-D, CD44" MCF-7, MCF-7, and MDA-MB-
231 cells), performing both gain- and loss-of-function experiments
in each cell line or subpopulation and plotted the relative levels of
miR-10b and PTEN. Figure 3D shows that miR-10b expression levels
were inversely correlated with PTEN levels (r = —0.80), whereas
PI3KCA expression was not (r = 0.43). This result was also corro-
borated by Western blot analyses, where gain- or loss-of-expression
assays showed that miR-10b regulated PTEN in four cellular back-
grounds (Fig 3E). To support these data, PTEN immunohisto-
chemistry was performed on tumor xenografts in mice with MCF-7
cells stably overexpressing miRNAs. Lower PTEN protein expression
was observed in tumors from MCF-7/miR-10b-OE cells (Fig 3F).

Next, to assess the importance of PTEN on the stemness pheno-
type, we inhibited this protein using RNA interference with Dicer-
substrate RNAs and measured the expression of stem cell markers.
As shown in Fig 3G left panel, inhibiting PTEN increased the expres-
sion of the stem markers OCT4 and SNAIL, supporting the role of
PTEN in the breast CSC phenotype. Overexpressing miR-10b in
PTEN-depleted cells only increased the levels of SOX2 and vimentin,
without further affecting OCT4/3 and SNAIL levels (Fig 3G, right
panel). This could be due to a larger decrease in PTEN levels due to
the additive effects of miR-10b and the PTEN shRNA, which in turn
could regulate additional genes. These results, and the fact that
miR-10b overexpression and PTEN depletion did not induce an addi-
tive increase in mammosphere formation, support the notion that
miR-10b acts through PTEN (Fig 3G, right panel). Furthermore,
PTEN knockdown in an additional cell line (T47-D) induced a recov-
ery in the mammosphere depletion produced by miR-10b inhibition
(Fig 3H). We next cloned the PTEN open reading frame, including
the miR-10b MRE in its 3’-UTR or an alternative version containing
a mutated miR-10b MRE. As expected (Fig 3I), we found that cells
expressing the mutated version of PTEN presented higher PTEN
levels. In line with this, expressing the mutated version of PTEN
decreased the stem cell phenotype as assessed by the stem cell
marker SNAIL.
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Figure 3. miR-10b targets PTEN but not PIK3CA mRNA.

EMBO reports

A miR-10b miRNA recognition elements (MREs) in the 3’-UTRs of PTEN and HOXD10 genes. The coding DNA sequence (CDS) and MRE are shown in red and blue,
respectively. The new PTEN MRE is located 145 bp downstream of the CDS, with its pairing sequence located between nucleotides 2,388 and 2,410 of the main PTEN
transcript isoform. Below each depiction, an alignment of each mRNA and miR-10b is shown.

B MCF-7, SKBR-3, and T47-D breast cancer cells were transfected with gain- or loss-of-function constructs/shRNAs and their respective controls (a miR-10b-OE plasmid
or anti-miR-10b). MREs of the validated target HOXD10 and of the putative targets PTEN and PIK3CA were cloned into pMIR-Report, and dual luciferase reporter
assays were performed. A mutated control miR-10b (MRE MUT PTEN) was also included. Bars show the mean + SEM from six independent transfections. A two-
tailed Student’s t-test was used to compare the differences between groups (*P < 0.05).

C PTEN and PIK3CA expression after miR-10b modulation. Left panel shows miR-10b, PTEN, and PIK3CA expression by qRT-PCR in MCF-7 cells with ectopic miR-10b
expression. Right panel shows miR-10b, PTEN, and PIK3CA expression by qRT-PCR in MDA-MB-231 cells after antagomiR-10b transfection. Data (mean + SEM) are

from three independent transient transfections performed by triplicate.

D To further confirm PTEN targeting, we performed gain- or loss-of-function experiments in breast cancer cell lines (MCF-7, MCF-7/CD44", SKBR-3, and T47-D) by
overexpressing miR-10b or inhibiting it with a miR-10b-OE plasmid or anti-miR-10b shRNAs. PTEN and miR-10b levels were measured by qRT-PCR. The log2-fold
change of PTEN (left panel) and PIK3CA (right panel) mRNA levels obtained through the 222" method were plotted against their respective miR-10b expression

levels. Correlation analysis was performed [PTEN (r = —0.80), PI3KCA (r = 0.43)].

E PTEN protein modulation by miR-10b. Upper panel: PTEN protein levels in SKBR-3 and MCF-7 cells were analyzed by Western blot. GAPDH was used as a loading
control with cells cultured as in (B). Lower panel: Densitometric analysis of Western blot assays performed with three biological replicates. Bars represent mean 4 SEM.
F PTEN immunohistochemical analysis of MCF-7-miR-10b-OE or control MCF-7-miR-Scr-OE tumor xenografts.
miR-10b overexpression does not increase mammosphere formation in PTEN-depleted cells. MCF-7-miR-Scr-OE cells (left panels) and MCF-7-miR-10b-OE (right
panels) were transfected with a Dicer-substrate RNA directed toward PTEN, and after 24 h, quantitative RT-PCR assays for PTEN, SOX2, OCT4/3, SNAIL, and vimentin
were performed. Additionally, the same cells were analyzed for mammosphere formation. The graph shows the mean and standard error of the relative increase of
each marker or number of mammospheres in PTEN-depleted cells (black bars) and in cells transfected with a scrambled control (white bars) in three independent

biological experiments performed in triplicate.

H T47-D cells were transfected with antagomiR-10b, a dsi-RNA for PTEN or both and mammospheres produced as described in the Material and Methods. Bars show
mean and SEM from three independent experiments. *P = 0.003 by Student’s t-test, after ANOVA showing statistical differences in groups.

I PTEN overexpression compensates for miR-10b overexpression. Left panel: MDA-468 cells were transfected with a plasmid overexpressing wild-type PTEN or a version
containing a mutated MRE in its 3'-UTR, with or without a plasmid containing miR-10b and PTEN mRNA expression was measured by end-point RT-PCR. Right
panel: Relative expression of stemness factor SNAIL. The plots show the relative expression from biological triplicate analyses (mean and SE shown).

These results, together with previous results showing that PTEN
depletion induces the expression of stem markers and the expansion
of prostate and leukemia CSCs [11,25], further demonstrate the
importance of this miRNA in CSC maintenance.

miR-10b expression increases AKT activation

Constitutive activation of the PI3K pathway has been previously
reported as a key component of breast and prostate CSC mainte-
nance [23,25,26]. To assess whether miR-10b inhibition of PTEN
could regulate this cascade, we analyzed AKT activation, a key
downstream kinase in this pathway. Thus, p-AKT (Ser473) levels
were analyzed in CD44" /sorted cell fractions using Western blot
analysis in MCF-7 cell line. As shown in Fig 4A and B, AKT phos-
phorylation was detected in CD44 ™" cells but barely or not at all in
CD44- or non-sorted cells. We then exposed cells overexpressing
miR-10b to insulin and measured several PI3K signaling molecules.
As expected, p-AKT was barely detectable in MCF-7/miR-Scr-OE
cells exposed to serum compared with cells overexpressing
miR-10b, where serum increased AKT phosphorylation in MCF-7/
miR-10b cells. Insulin induced phosphorylation in both control
and miR-10b-overexpressing cells (Fig 4B, upper panel). To support
these results, AKT kinase assays for a downstream PI3K effector,
GSK-3, were performed. As shown in Fig 4B upper panel, AKT
kinase activity was detected only in MCF-7/miR-10b-OE cells
exposed to serum or insulin. We then assessed the effect of PTEN
expression in cells overexpressing miR-10b. As shown in Fig 4B
lower panel, PTEN enforced expression decreased the levels of
p-AKT in SKBR-3 cells overexpressing miR-10b. In line with this,
cells overexpressing both miR-10b and PTEN presented higher
p-AKT levels than cells overexpressing only PTEN.

To assess the functional impact of this pathway on the stemness
effects of miR-10b, CD44™ cells were transiently transfected with

© 2016 The Authors

anti-miRs, and clonogenic assays were performed in the presence of
PI3K activators or inhibitors. Although insulin did not significantly
affect the colony-forming ability of anti-miR-ctl-transfected cells,
PI3KCA inhibitors significantly reduced the number of colony-
forming cells. These results demonstrate the importance of the
PI3K/AKT pathway in CD44" CSCs. Moreover, miR-10b inhibition
did not produce any additive effects on the clonal inhibition medi-
ated by PI3KCA inhibitors (Fig 4C). Finally, we measured the
impact of PI3K modulation on the miR-10b overexpression effects
on clonogenicity. As expected, even though we detected no dif-
ferences in the number of colonies after an insulin stimulus, PI3K
inhibitors had a significant negative effect on the self-renewal capac-
ity of MCF-7 miR-10b-OE cells (Fig 4D).

Interestingly, although insulin induced a similar degree of AKT
phosphorylation, only cells overexpressing miR-10b effectively
phosphorylated the downstream GSK-3 kinase. At least three dif-
ferent phosphorylation sites can activate the AKT kinase. In particu-
lar, phosphorylation at Thr308 can stabilize kinase functions and
induce cell transformation, suggesting that additional phosphoryla-
tion events are needed for miR-10b to complete AKT signaling [27].
The lack of differential changes in clonogenic assays in cells with
overexpressed or repressed miR-10b after blocking the PI3K cascade
supports the role of this pathway in miR-10b’s stem cell effects.

A recent report revealed that PTEN-deficient prostate and breast
tumors depend on AKT2 for maintenance [28]. Because the pheno-
type elicited by miR-10b could be reminiscent of PTEN disruption,
miR-10b overexpression may render cancer cells sensitive to AKT2
inhibition. Conceivably, even with functional PTEN tumors, AKT2
inhibition could be used to target CSCs if this alteration proves to be
synthetically lethal. Further studies are required to test this idea.
With the advent of new PI3K inhibitors [29] now in clinical trials,
elucidating potentially informative therapeutic response markers,
including miR-10b, should be pursued.
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Figure 4. The effects of miR-10b on stemness are mediated by the PI3K
pathway.

A AKT phosphorylation in CSCs from MCF-7 cells sorted by CD44. GAPDH
protein levels were used as a loading control.

B Upper panel: Cultures were serum-starved for 18 h and then stimulated
with insulin. PTEN, PI3KCA, GSK-3, and phospho-AKT Ser473 protein levels
were analyzed by Western blot. GAPDH was used as a loading control. AKT
kinase activity was analyzed in these cells by immunoprecipitating
phosphorylated AKT proteins with a p-AKT-Ser473 antibody and using
chimeric GSK-3 as a substrate. Lower panel: SKBR-3 cells were transiently
transfected with a plasmid containing an open reading frame of PTEN,
miR-10b or both and phospho-AKT, AKT or tubulin levels analyzed by
Western blot assays. Control is empty vector-transfected cells.

C Clonogenic ability of miR-10b-depleted CD44" MCF-7 cells after PI3K
pathway inhibition. Cultures were serum-starved for 18 h and then
stimulated with insulin or exposed to the PI3K pathway inhibitors
wortmannin or LY294002. Cells transfected with anti-miR-10b or a
scrambled control (anti-miR-ctl) were seeded in soft agar at clonal
density and exposed to insulin or PIK3CA inhibitors. After 3 weeks,
colonies were quantified. Bars show the mean + SEM for three
independent experiments.

D miR-10b overexpression does not induce additional changes in cell colony
numbers in response to insulin or PI3K inactivation. MCF-7 stable miR-Scr-
OE or miR-10b-OE cells were seeded in soft agar at clonal density and
exposed to insulin or PIK3CA inhibitors. After 3 weeks, colonies were
quantified. Bars show the mean + SEM for three independent experiments.

Data information: A two-tailed Student’s t-test was used to compare the two
groups (*P < 0.05).

Further supporting the importance of PTEN regulation by miR-
10b, we analyzed the possible correlation between PTEN and miR-
10b expression and prognosis in two previously published breast
cancer cohorts [30,31]. Figure EV4 shows that patients with tumors
with low PTEN mRNA levels had a higher relapse probability than
those whose tumors had higher levels. Thus, patients whose tumors
presented higher miR-10b expression had a higher distant relapse
probability.

In conclusion, our results show for the first time that by modulat-
ing the PTEN/PI3K/AKT pathway, miR-10b is a bona fide regulator
of stemness in breast cancer cells. More research is required to
investigate the possible use of this miRNA as a biomarker.

Materials and Methods

Cell culture, cell sorting, flow cytometry, and
pharmacological treatments

MCF-7, MDA-MB-231, T47-D and SKBR-3 human cancer cell lines
were obtained from the American Type Culture Collection (Manas-
sas, VA.) and cultured in the recommended medium. Cell lines were
dissociated using Accutase (Millipore, Darmstadt, Germany), and
magnetic cell sorting was performed using the MiniMACS separator,
LS columns and CD44-MicroBeads (human) or EpCAM-Microbeads
(human) (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). The
proportion of CD44- and EpCAM-positive cells was estimated using
flow cytometry (FACS ARIA and FACS DIVA software, BD Bio-
sciences, Franklin Lakes, USA). For ALDH® cell flow cytometry,
one million SKBR3-control and SKBR3-miR-10b cells were grown in
12.5 cm?® plates under gentle agitation for 3 days. Upon cell

© 2016 The Authors
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disaggregation, ALDH enzymatic activity was measured according
to ALDEFLUOR assay manufacturer’s guidelines (StemCell Techno-
logies, BC, Canada). DEAB (diethylaminobenzaldehyde), an ALDH
inhibitor, was used at a 1.5 mM concentration as a control. Insulin
(100 pg/ml), wortmannin (100 nM), and LY294002 (50 nM)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) were used as described.

Mammosphere assays

Single cells were plated in 6-well plates (Corning) covered with 1%
agarose at a density of 2,000 cells/ml at each passage. Cells were
grown in DMEM/F12 medium supplemented with B27 (Invitrogen),
20 ng/ml EGF, 5 mg/ml insulin (BD Biosciences), and 0.5 mg/ml
hydrocortisone. Mammospheres were collected by gentle centrifuga-
tion (130 g) after 7-10 days and dissociated enzymatically (10 min
in 0.05% trypsin, 0.53 mM EDTA-4Na; Invitrogen). For stable cell
lines and MACS fractions, we used three serial passages. The
number of mammospheres after 10 days was counted manually
using an inverted microscope. For immunohistochemistry, mammo-
spheres were fixed in 4% formaldehyde in PBS and embedded in
paraffin. Tissue sections were deparaffinized, hydrated, and, after
blocking, incubated with an anti-E-cadherin antibody (Cell Signal-
ing, #31955, MA, USA). Antibody binding was visualized with an
HRP-conjugated secondary antibody (SignalStain Boost IHC Detec-
tion Reagent, Cell Signaling #8114, MA, USA).

Soft agar for colony formation assays

Cells (1,250) suspended in DMEM with 0.33% UltraPure™ Low Melting
Point Agarose and 5% fetal bovine serum (FBS) were overlaid on 24-
well plates containing a 0.5% agar base with DMEM and 5% FBS (Life
Technologies, CA, USA). All samples were plated in triplicate. The
plates were incubated at 37°C in a humidified incubator for 21 days.
For visualization, 0.01% crystal violet was added, and the cells were
incubated overnight at 4°C. Colonies were counted using ImageJ. For
AKT modulation, recombinant human insulin (100 pg/ml), wortman-
nin (100 nM), and LY294002 (50 nM) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO
USA) were used in suspension with the agar base and soft agar.

Extreme limiting dilution assays

In vivo and in vitro limiting dilution assays were analyzed using the
Extreme limiting dilution assay (ELDA) software [14], which uses a
generalized linear model to compare active cell frequencies (stem
cells) in cell populations.

RNA isolation and qRT-PCR

RNA was purified from the cell lines using the TRIzol (Invitrogen,
CA, USA) and GlycoBlue co-precipitant reagents. Reverse transcrip-
tion of miRNA was performed using multiplex pools for miRNA
expression analysis (miRNA Reverse Transcription kit, Life Techno-
logies, CA, USA). miRNA profiling analysis was performed using
a TagMan Low Density Array 1.0 (Life Technologies, CA, USA).
gRT-PCR for miR-10b, RNU6B, PTEN, and TWIST was performed
using specific TagMan probes. The remaining mRNAs were quanti-
fied using the Maxima SYBR Green/ROX kit (Fermentas Inc., MA,
USA).

© 2016 The Authors
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Constructs, transfections, knockdowns, and luciferase assays

A pre-miR-10b sequence was synthesized by IDTX and cloned into a
BLOCK-iT Pol II miR RNAIi Expression Vector (Invitrogen, CA, USA).
The miR-10b construct and a non-targeting (scrambled) control
were transfected into MCF-7 cells using Lipofectamine 2000 (Invitro-
gen, CA, USA), and stable cells lines were obtained after two rounds
of selection using 5 pg/ml blasticidin (Invitrogen, CA, USA). The
putative miR-10b MREs of the human PTEN, PIK3CA, and HOXD10
mRNAs were synthesized as 50-nt oligonucleotides and inserted
between the Spel and HindIII sites of the pMIR-Report plasmid. A
mutated version of PTEN was constructed in the same way, but the
core 5 nt of the MRE were deleted. MCF-7 cell lines with stable
overexpression of miR-10b or a non-targeting control were seeded
onto 96-well plates (1 x 10 cells/well). Cells were transfected with
pMIR-Report constructs (50 ng/well) and pRL-SV40 Renilla luci-
ferase (10 ng/well). All transfections were performed at least in trip-
licate using the Escort Reagent (Sigma-Aldrich, MO, USA). Cell
lysates were prepared with Passive Lysis Buffer (Promega) 48 h
after transfection, and luciferase activities were measured using the
Dual Luciferase Reporter Assay kit (Promega, WI, USA). MCF-7 cell
fractions were maintained in DMEM, grown to 60% confluency,
transfected with anti-miRs using Lipofectamine 2000 (Life Technolo-
gies, CA, USA) for 4 h, and then incubated 24 h before each experi-
ment. For PTEN knockdown assays, Dicer-substrate RNA duplexes
(TriFecta, IDT Technologies, Coralville, IA) directed against PTEN
were transfected into MCF-7-miR-Scr-OE cells using Lipofectamine
2000. We then selected the best performing dsiRNA (with a decrease
of 69%) to analyze stemness markers by qRT-PCR. For miR-10b
function recovery experiments, the complete open reading frame
and the 3/-UTR including the miR-10b MRE of PTEN were obtained
by RT-PCR using the oligonucleotides 5-CAGCAGCTTCTGCC
ATCTCT and 5-AGGTATATACATGACACAGCTACAC and cloned
into pcDNA3.1 vector to obtain pcDNA-PTEN plasmid. Then, the
MRE for miR-10b was mutated using the QuickChange Lightning kit
(Agilent Technologies) following the manufacturer’s instructions.
The oligonucleotides used were as follows: forward: 5-CCC TAT
ACA TCC AGA ATT CTT TGA CAC TTG TTG TCC reverse: 5-GGA
CAA CAA GTG TCA AAG AAT TCT GGA TGT ATA GGG (in bold
the mutation site).

Western blot and kinase assays

MCF-7 cell fractions and stable cell lines were serum-starved for
16 h and then treated with 10 ng/ml of rh-insulin (R&D Systems,
MN, USA) in serum-free medium. Cell lysates were obtained using
RIPA buffer with a protease inhibitor cocktail consisting of PMSF
(100 pM) and NA3VO, (0.2 mM) (Thermo Scientific Inc., MA,
USA). Antibodies directed against p-AKT Ser473 (#9271, Cell Signal-
ing Technologies, MA, USA), PTEN (D4.3, #9188, Cell Signaling
Technologies, MA, USA), PI3KCA (C73F8, #4249, Cell Signaling
Technologies, MA, USA), and GAPDH (Santa Cruz Biotechnology,
CA, USA) were used for Western blot analyses. Cell extracts were
analyzed by IP/Kinase assay; kinase reactions were performed in
the presence of 200 uM of cold ATP and 1 pg of GSK-substrate.
GSK-3 phosphorylation was measured by Western blot using phospho-
GSK-30,/B (Ser21/9, 37F11) (Cell Signaling Technologies, #9327,
MA, USA).

EMBO reports

9



Published online: April 9, 2016
EMBO reports

Animal studies

All mouse experiments were conducted in accordance with stan-
dard operating procedures approved by the University Committee
on the Use and Care of Animals at the Metropolitan Autonomous
University, Mexico. The nu/nu mice were purchased and main-
tained at UPAEL-UAM or INCan (Instituto Nacional de Cancero-
logia) (DF, Mexico). Cancer cells were subcutaneously injected in
the backs of mice at three doses (50,000, 100,000, and 200,000
cells), and 100 pl of a mixture of 1:1 PBS and growth factor-
reduced (GFR) Matrigel (BD Bioscience, Franklin Lakes, USA)
was used as a vehicle. Results were analyzed with the ELDA soft-
ware (see above).

Statistical analysis

Data are presented as the mean + SEM. Statistical significance was
set at P < 0.05. The specific statistical tests used are mentioned in
the Figure legends. Analyses were performed using GraphPad Prism
for Windows version 5.03 (GraphPad Software, San Diego, CA,
USA).

Expanded View for this article is available online.
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