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ABREVIATURAS

a.a. Aminoéacidos

AKT Proteina cinasa B

BSA Albumina de suero bovino

EPO Eritropoyetina

ER Receptor estrogenos

ERK Cinasa regulada por sefiales extracelulares
FBS Suero fetal bovino

GAPDH  Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa

GOBO Gene expression-based Outcome for Breast Cancer
HER2 Receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano
HPA Atlas de las Proteinas Humanas

HRP Peroxidasa de rabano picante

JAK Cinasa Jano

NES Sefal de exportacion nuclear

NLS Sefial de localizacion nuclear

nTPM Transcritos por millén normalizados

OMS Organizacion Mundial de la Salud

PH Homologia a pleckstrina

PIAS Proteina inhibidora de STAT activado

PR Receptor de progesterona

PTPs Proteinas fosfatasas de tirosina

PVDF Fluoruro de polivinilideno

RTK Receptores con actividad de cinasa de tirosina

SCF Factor de células troncales

SH2 Homologia a Src 2

SNP Polimorfismo de un solo nucleétido

SOCS Supresores de sefales de citocinas
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1. Resumen

El cancer de mama es el cancer con la mayor prevalencia, incidenciay mortalidad en mujeres
a nivel mundial. Dentro de este padecimiento existe un subtipo particular que abarca del 15 al
20% de los casos y es denominado cancerde mama triple negativo (TNBC, por sus siglas en
inglés). Si bien,el TNBC no es el subtipode cancerde mama mas comun,si es el mas agresivo
y presenta unagran resistencia a las terapias dirigidas actuales. Las células que conforman a
este tipo de cancertambién presentan unaelevadasupervivenciacelularyunaalta probabilidad
de hacer metastasis y esto debido, principalmente, ala sobreactivacién de la via de sefializacion
JAK2/STAT3. Unade las moléculas reguladoras negativas de esta via es la proteina LNK, cuya
expresion alterada se ha asociado con el desarrollo de cancer hematolégico, colorrectal y de
ovario. Por tal motivo, el presente proyecto se encamina a determinar la presencia y
participacién de LNK en el TNBC, con la finalidad de sentar bases sélidas de la bioquimica
particular que se presenta en las células tumorales de TNBC para la futura realizacion de

estudios dirigidos a mejorar el pronéstico de los pacientes que presentan esta afeccion.

En este estudio se realizaron anélisis bioinforméticos, Western blots y gPCR, con el fin de
determinar la produccién del mMRNA de LNK y de la proteina LNK en diferentes tipos tejido y
lineas celulares, de humano. Teniendo en cuenta que LNK parece no presentar su funcion
inhibitoria sobre la fosforilacion de JAK2, se quiso determinar por medio de microscopia de
fluorescencia y confocal si la proteina LNK se encontraba localizada cerca de la membrana
citoplasmatica; lugar en donde se encuentra JAK2 como su principal blanco molecular. Con
todos estos experimentos se pudodeterminar que laexpresién y produccién de LNK es diferente
en los diversos tipos de tejido y células analizadas. En general, se pudo observar que la
expresion y produccion de LNK son mayores tanto en tejido como en lineas celulares
provenientes de tumores de TNBC a comparaciéon del tejido sano y de cancer mama no triple
negativo. Ademas, se pudo observar que en las lineas de TNBC evaluadas, la proteina LNK se
encuentra “deslocalizada”. Esta ultima observacion dirigié el estudio a la busqueda de
mutaciones que pudieran dar lugar a este fendmeno. Con el uso de secuenciacion se pudo
determinar que existen cambios en la secuencia de nucleétidos que dan lugar a modificaciones

en la secuencia de aminoacidos de LNK, y estas a su vez podrian ser las causantes de la
alteracion de su localizacion.



2. Introduccion

2.1 Cancer de mama

El cancer se puede presentar practicamente en todas las partes del cuerpo, sin embargo,
existen algunos sitios anatdmicos en los que se presenta con mayor frecuencia, entre los que
se encuentrala mama. De acuerdo con datos presentados por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) es el cancer de mama es el mas comun a nivelmundial [1]. Este cancer se destaca
por ser también el mas comidn en mujeres, ya que cerca de unade cada doce mujeres presenta
este padecimiento. Aun cuando la mayoria de los fallecimientos por esta enfermedad se
producen en paises de ingresos bajos y medianos [1], es la neoplasia que produce mayor
numero de muertes en las mujeres de todas las edades a nivel mundial [2]. En datos
presentados en GLOBOCAN, se puede observar que el cancer de mama ha presentado la
mayor incidenciay mortalidad por cancer en mujeres en los ultimos 5 afios (Figural) [3, 5], lo
gue lo vuelve un problema de salud publica de gran importancia en la actualidad. Ademas de
su alta incidencia, se ha visto que parte del incremento en padecer esta enfermedad se
encuentra asociado a varios factores del estilo de vida que podrian ser modificados para su

prevencion [4].
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Figura 1. Incidencia y mortalidad del cancer de mama en mujeres. Nimero de casos para la incidencia y

mortalidad del cancer de mama en mujeres de todas las edades a nivel mundial (Tomado y modificado de
GLOBOCAN [5].



El cancer de mama se puede presentar en diferentes tejidos de la mama, entre los que se
encuentran los lobulillos, conductos y tejido conectivo. La mayoria de los canceres de mama se
originan en los conductos o en los lobulillos [6], y comienzan con una proliferacion in situ en el
tejido que recubre a los conductos o en los lobulillos, pero facilmente pueden progresar a ser
infiltrantes, dando lugar a una proliferacion de las células tumorales en otras partes del tejido
mamario y finalmente si éstas llegan a entrar al sistema circulatorio o linfatico puede generar
metastasis [7] principalmente en huesos (en el 85% de los casos), higado (en el 40 a 50 % de

los casos), pulmén (en el 20% de los casos) y cerebro (en el 6 al 16 % de los casos) [8].

El cancer de mama es unaneoplasia que presenta gran heterogeneidad en las células que lo
componen, por lo que se ha tratado de encontrar una forma de agruparlo en subtipos
dependiendo la expresion de diferentes biomarcadores. Es necesario identificar el subtipo y
estadio de cancer que tiene cada paciente con el fin de determinar el prondstico y poder elegir
las estrategias terapéuticas a seguir que se consideren con mayor efectividad en cada caso
particular. Primeramente, se realiza una clasificacion histolégica en la que se puede determinar
gué tejido de la mama se encuentra afectado, asi como si el cancer se encuentralocalizado o
Si este ya es un cancer invasivo o metastasico. Asimismo, se divide en subgrupos dependido
de la expresion de diferentes biomarcadores tumorales, entre los mas importantes estan la
expresion del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2)y los receptores
hormonales de progesterona (PR) y de estrégenos (ER), ya que estos juegan un papel
importante en la toma de decisiones en el ambito clinicoy en la respuesta a los tratamientos
dirigidos actuales [9].

Gracias a los avances en la biologia molecular, se ha tratado de crear una estratificacion del
cancer de mama con base en patrones de expresion génica, para asi tener un pronéstico mas
acertado y determinar los blancos moleculares que pueden ser utilizados para el tratamiento de
cada paciente. La secuenciacion para este objetivo, no es utilizada de manera cotidiana ya que
el costo es muy elevado, por lo que actualmente se busca el patron de expresion de 50 genes
especificos por medio de gRT-PCR, los cuales se seleccionaron a partir de la evaluacion de un
conjunto de 189 muestras que presentaban patrones definidos, dando lugar a la estratificacion
denominada PAM50 [10]. Con este analisis, los perfiles de expresion de PR, ER y HER2, el

indice de proliferacién y marcadores basales es posible clasificar al cancer de mama en 6



subgrupos (Figura 2), los cuales son utiles en combinacion con la determinacién de las
variables clinicas para conocer mejor el pronéstico, el riesgo a una recaida, la respuesta

patoldgica y la seleccion de la mejor terapia posible para cada paciente [9, 11].

Cancer de mama
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Figura 2. Clasificacion molecular del cancer de mama. Tipos de cancer de mama definidos porsu perfil de
expresién molecular. ER: Receptor de estrégenos, PR: Receptor de progesterona, HER2: Receptor 2 del factor de
crecimiento epidérmico humano, Zeb1: Homeobox 1 de unién a la E-box con dedos de zinc, K5: queratina 5, K14:
gueratina 14, EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidérmico. (Imagen tomada y modificada de: [9]).

Debido a la deteccién oportunay desarrollo de terapias mas eficaces, la supervivencia actual a
mas de 5 afos es aproximadamente del 90% en paises de ingresos elevados y de entre 40 a
66 % en paises con ingresos menores [1]. Sin embargo, existen subtipos dentro de este tipo de
cancer que provocan que los pacientes quelos padecen presenten unasupervivenciaa mas de
5 afios sumamente reducida aun con la deteccién precoz, debido a su baja respuesta favorable

a los tratamientos actuales, como es el caso del TNBC.



2.1.1 Cancer de mama triple negativo (TNBC)

Dentro del cancer de mama, existe un subtipo particular que abarca del 15 al 20% del total de
casos y que es mas comun en personas hispanasy afroamericanas, denominado cancer de
mama triple negativo, el cual se caracteriza por la ausenciade ER y PR, asi como unabaja o
nula presencia del HER2 en las células que lo componen. Si bien el TNBC, no es el subtipo de
cancer de mama mayoritario, si es el subtipo con el peor pronéstico, con una mortalidad del
40% de las pacientes en los primeros 5 afios después de su diagnostico. Debido a su alta
capacidad invasiva el 46% de los pacientes con TNBC presentan metastasis distante y la tasa
de reincidencia es del 25%; el TNBC reincidente tiene una mortalidad del 75% de los pacientes
durante los primeros 3 meses [12].

Este fenotipo celular provoca que varias de las opciones terapéuticas utilizadas actualmente
para el cAncer de mama sean ineficaces, ya que se utilizan, principalmente, moléculas dirigidas
a modularla actividad de PR, ER y HERZ2, y con ello mejorar el efecto antitumoral o provocar la
eliminacién directa de estas células. Por tal motivo, para el tratamiento del TNBC es necesario
recurrir a cirugia, a radioterapia y al uso de quimioterapias sistémicas convencionales que
impiden la proliferacion celular, la sintesis de DNA y que poseen efectos citotoxicos, entre los
que se pueden destacar taxanos, antraciclinas, ciclofosfamida, agentes de platino, fluorouracilo
o la combinacion de estos. Sin embargo, en muchos de los casos la efectividad de estos
farmacos también es reducida debido a la heterogeneidad de las caracteristicas de las células
gue componen eltumor y los efectos indeseadosllegan a ser mayores a los efectos terapéuticos
ya que son tratamientos inespecificos que actian sobre varios tipos celulares, incluyendo
células sanas [13].

Tomando en cuentalos subgrupos en los que se divide el cancer de mama en general, cerca
del 70-80% del TNBC se considera “tipo basal” [14]. Sin embargo, con el fin de mejorar la
eleccidn de tratamientos para volverlos mas especificos y efectivos, se hatratado de subdividir
el TNBC en distintos grupos basados en biomarcadores tumorales, actividad metabdlica y
patrones de expresion génica. Actualmente existen 3 clasificaciones del TNBC principales. En
primer lugar, se encuentrala clasificacionde Lehmann etal., enla que, a partir de la sensibilidad
a quimioterapia, comportamiento clinico, supervivenciay perfiles genéticos de 587 muestras de
pacientes, se clasific6 al TNBC en 6 subtipos: tipo basal 1 (BL-1), tipo basal 2 (BL-2),

mesenquimal (M), mesenquimaltipotrocal (MSL), inmunomodulador (IM) y luminal con receptor



de andrégenos (LAR) [12, 15]. La segunda clasificacion es la planteada por Burstein et al.,
guienes mencionan que no fue posible reproducir la deteccién especifica de los 6 subgrupos de
la clasificacién de Lehmann et al., y que aun cuando muestra una mayor cantidad de subtipos
especificos por la alta heterogeneidad era necesario organizar al TNBC en subtipos mas
estables donde se debian considerar las caracteristicas moleculares, con el fin de mejorar la
deteccion de blancos terapéuticos. Por tal motivo, se plantearon 4 grupos mas generalesa partir
del analisis de expresion de los acidos ribonucleicos mensajeros (MRNA, por sus siglas en
inglés) y perfiles genéticos de acido desoxirribonucleico (DNA, por sus siglas en inglés) de 198
muestras. Estos grupos se denominaron: luminal/receptor de andrégenos (LAR), mesenquimal
(MES), tipo basal inmunosuprimido (BLIS) y tipo basal inmunoactivado (BLIA) [16]. Finalmente,
la clasificacion masreciente es la planteadapor Liu et al. (2016), la cual considerala correlacion
entre los perfiles de expresion de mRNAYy la presencia de RNA largos no codificantes (IncCRNA,
por sus siglasen inglés),ya que en estudiosrecientes se hademostrado que los INncCRNAs estan
estrechamente correlacionados con procesos patolégicos, incluido el desarrollo de cancer, y
consideran que con ello se pueden crear grupos aun mas estables para la identificaciony
seleccién de blancos terapéuticos personalizados para los pacientes. Teniendo en cuenta lo
anterior Liu et al. realizaron el andlisis de 165 muestras de tumores de TNBC y los clasificaron
en 4 subtipos, que son:inmunomodulador (IM), luminal con receptor de androgenos (LAR), tipo
mesenquimal (MES) y tipo basal junto con el inmunosuprimido (BLIS) [12,17].

Con todo lo anterior se puede observar que se han tratado de desarrollar diferentes
clasificaciones para mejorar el diagndstico, prondstico y eleccién de tratamiento para los
pacientes con TNBC, sin embargo, es evidente que aun es limitado su uso como modelo Unico
de referencia. El tratamiento del TNBC sigue siendo un reto clinico, por lo que todavia se estan
llevando a cabo investigaciones para descubrir otras alteraciones moleculares que lleven a
identificar nuevos blancos terapéuticos para desarrollar medicamentos con una mayor

especificidad y efectividad.

En el canceren general se presenta la alteracion de diversas vias de sefalizacion. En estudios
recientes, particularmente en cadncer de mama, se ha determinado que entre las alteraciones
principalesque se presentan en el TNBC se encuentran en lavia de sefializacion delas cinasas

Jano (JAK, por sus siglas en inglés)y las proteinas transductoras de sefialesy activadoras de



la transcripcion (STAT, por sussiglas en inglés), la cual se encuentra activa constitutivamente
y es unade las vias involucradas fuertemente en carcinogénesis, progresion de ciclo celular,
efectos anti-apoptoticos, supervivenciacelular, migracion, quimioresistencia, mantenimiento del

cancer, invasividad, angiogénesis y metastasis [18, 19].

2.2 Lavia JAK/STAT

La via de sefializacion de JAK/STAT esta altamente conservada evolutivamente y se encuentra
involucrada principalmente en la respuesta a citocinas. También es bien sabido que puede ser
activada a través de algunosreceptores con actividad de cinasade tirosina (RTK, por sussiglas
en inglés) de: factores de crecimiento, de hormonas y algunos acoplados a proteinas G [20,
21]. Gracias a estas multiples formas de activacién y dependiendo de la sefial, el tejido y el
contexto celular, esta via puede generar repuestas de proliferaciéon, diferenciacion, migracion,
apoptosis y supervivencia celular. Ademas, se havisto que esta via de sefializacion es esencial
en algunos procesos de desarrollo y homeostasis, incluyendo la hematopoyesis, desarrollo de
las células del sistema inmunoldgico, mantenimiento de las células troncales, crecimiento del

organismo y el desarrollo de la glandula mamaria. [21]

Esta via utiliza la fosforilacion secuencial de residuos de tirosina como mecanismo de
transmisién de sefial. Comienza con la activacion de un receptor de citocinas por launion de su
ligando, lo que promueve al interior de la célulala fosforilacion de JAK, la cual se encuentra
asociada a la parte citoplasmica de estos receptores. Las proteinas JAK al fosforilarse se
activan y provocan el reclutamiento y la fosforilacion de las proteinas STAT, las cuales al
encontrarse fosforiladas pueden formar dimeros que tienen la capacidad de translocarse al
nucleoy unirse con elementos de respuesta del DNA y modular la transcripcién de genes

involucrados los procesos bioldgicos anteriormente descritos (Figura 3) [20, 21, 22].
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Figura 3. Via de sefializacion de JAK/STAT. Esquema general de la via de sefializacién de JAK/STAT activada
porun receptor de citocinas o de factores de crecimiento (Imagen creada conBioRender.com, tomaday modificada
de [23])

Aun con su aparente simplicidad en componentes,lavia JAK/STAT, se encuentraincluidaentre
las 12 vias de sefializacion principales en el desarrollo del cancer [20]. Sumado a esto, la via
JAK/STAT se encuentra implicada en el desarrollo del tejido mamario, por tal motivo se plante6
gue podria estar involucradaen el desarrollo de cancer de mama. En diversos estudios se pudo
observar que la proteina STAT3 se encuentra constitutivamente activa en las células de los

tumores mamarios a diferencia del tejido sano que no presenta esta caracteristica [21, 22].



2.2.1 Lavia JAK2/STAT3y el cancer de mama

La familia de las proteinas JAK comprende a las proteinas JAK1, JAK2, JAK3 y TYK2, y la
familiade las proteinas STAT esta conformadade 7 miembros: STATL, STAT2, STAT3, STAT4,
STAT5a, STAT5b, y STAT6. Sin embargo, las mas estudiadas han sido JAK2y STAT3, ya que
son las que particularmente se han visto que estan involucradas en mas procesos bioldgicos
incluyendo la formacion de tumores. Se ha observado frecuentemente la activaciéon constitutiva
de JAK2/STAT3 en tumores solidosy se haasociado al incremento de la supervivencia celular,
proliferacion, angiogénesis, evasion del sistema inmunoldgico, carcinogénesis, resistencia a
guimioterapéuticos, resistencia a la apoptosis y metastasis. Varios reportes indican que esta
activacion constitutiva de JAK2/STAT3 se presenta en gran parte de las muestras de diferentes
subtipos de cancer de mama [24, 25].

En el cancer de mama se ha observado que las proteinas JAK2 y STAT3 presentan una alta
tasa de mutacion que dalugar a proteinas truncasy varias de estas mutaciones se encuentran
relacionadas con la activacion sostenida de la via JAK2/STAT3 y son mas frecuentes cuando

se presenta metastasis distante [26].

2.2.2 Lavia JAK2/STAT3y el TNBC

En el caso particular de TNBC, al no haber terapias dirigidas efectivas se han buscado nuevos
blancosterapéuticos a través de perfiles gendmicosy se han descubierto multiples alteraciones
en la sefalizacion celular, entre las cuales se puede destacar la sobreexpresion y sobre
activacion de STAT3 que a su vez se encuentra intimamente relacionado con el inicio, la
progresion, la metastasis, la resistencia a la quimioterapiay las bajas tasas de supervivencia
del TNBC [19].

Se havisto que JAK2, contribuye a la fosforilacion yactivacion de STAT3 de forma dependiente
o independiente de los receptores que la activan de manera candnicay el uso in vitro de
inhibidores de JAK2, como la silibinina [27] y el acido ganodérico A [28], han generado efecto
de inhibicion en la viabilidad, migracion e invasion de las células TNBC, asi como la induccion
de la apoptosis mediante la inhibicidn de la via de sefializacion JAK2/STAT3 [19].
Conociendo todos los efectos que la alteracion de la via JAK2/STAT3 puede provocar en las
célulastumorales del TNBC y teniendo en cuenta que lainhibicion de esta via podria disminuir

el crecimiento tumoral y la metéstasis en TNBC [19], surge el interés en conocer cuales sony



gue actividad presentan, en el proceso de carcinogénesis, las moléculas que normalmente

intervienen regulando esta via, entre las que se puede destacar a la proteina LNK.

2.3 LNK (SH2B3)
La proteina LNK es parte de la familia de proteinas adaptadoras SH2B, conformada por 3
miembros, SH2B1 (PSM), SH2B2 (APS), SH2B3 (LNK). Las proteinas de esta familia poseen 4
dominios principales (Figura 4):
-Un dominio de dimerizacion: Consiste en aproximadamente 60 residuos de aminoacidos
(a.a.) cerca del extremo amino terminal que presentan un motivo de cremallera de
fenilalanina en el centro, con el cual puede formar homodimeros y heterodimeros con otros
integrantes de la familia SH2B.
-Unaregion rica en prolina: que es un motivo que contiene un mayor porcentaje de residuos
de prolina que de otro aminoacido y que tiene una secuencia consenso minima “Pro-X-X-
Pro”, la cual favorece las interacciones proteina-proteina y que puede ser reconocida por
dominios SH3 de otras proteinas [29, 30].
-Un dominiode homologia a pleckstrina (PH): consiste en aproximadamente 120 residuos de
a.a. que le confieren unaafinidad con lipidos de fosfatidilinositol de las membranas biol6gicas
y algunos receptores. Este dominio favorece la interaccion con la membrana celular, donde
se encuentran los blancos moleculares de esta proteina, por lo que se considera que es el
encargado de dirigirla a la membrana y facilitar su funcion comoreguladora  de la via de
sefializacion [29, 30, 31].
-Un dominiode homologia a Src 2 (SH2): que consiste en aproximadamente 100 residuos de
a.a. identificados por primera vez en la oncoproteina Src, los cuales tienen la capacidad de
reconocer de manera selectiva tirosinas fosforiladas y permiten que se unaa proteinas que
contienen esta marca y sirviendo generalmente para dirigir a LNK hacia sus sustratos, para

regular su actividad [29, 30].
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dimerizaciéon en prolina

Figura 4. Esquema de la organizaciéon estructural de la proteina adaptadora LNK (SH2B3). Representaciéon
de la estructura de la proteina LNK mostrando los sitios mas relevantes donde hay un residuo de tirosina y los
dominios principales representados con diferentes colores, sefialando los aminoacidos donde empiezan y
terminan. PH: dominio de homologia a pleckstrina, SH2: dominio de homologia a Src 2, Tyr: sitios de tirosina
(Imagen tomada y modificada de [29, 30, 32])

En estudios previos se ha caracterizado a LNK como un regulador negativo de la sefializacion
de algunas citocinas,como el factor de célulastroncales (SCF) y la eritropoyetina (EPO), debido
principalmente a la modulacion de la via de sefializaciéon JAK2/STAT3. Interesantemente, el
gen que codifica para LNK es blanco de STAT3, por lo que la transcripcion de LNK se induce
con la activacion de la via JAK2/STAT3. Posteriormente a su produccion, LNK debe dirigirse
haciala membrana celular para interactuar con JAK2. Una vez que esto sucede, se impide la
fosforilacion de JAK2, provocando la inhibicion de su actividad de cinasa, inhibiendo asi la
transduccién de la sefial cascada abajo de esta via, por lo que se forma un circuito de
autorregulacion (Figura5) [29, 30, 32, 33]. En trabajos realizados por Oh y colaboradores [34]
se ha visto que mutaciones de LNK que afectan el dominio PH impiden que esta proteina se

dirija hacia la membrana, evento que previene que LNK ejerza su efecto inhibitorio sobre la
sefalizacion JAK2/STAT3.

11



—— o —— Id Proliferacion
(| Superviviencia
[ STAT o STAT ) Migracion
OVOVOSOVONOVOVOVONONOVOK Invasividad

Figura 5. Modulacion de la via de sefializacion JAK/STAT. Representacién de la participacion de LNK como un
regulador negativo de la sefializacion de citocinas por medio de la modulaciénde la via de sefializacion JAK/STAT.
Imagen creada con BioRender.com con base en: [29, 30, 32, 33].

Las modificaciones en la expresion de LNK, asi como la presencia de mutaciones en esta
proteina se han visto asociadas con una proliferacion descontrolada y la transformacién en
células hematopoyéticas [32]. También se ha determinado que la expresion alterada de esta
moléculaesta relacionada con padecimientosautoinmunes y cardiovasculares, asi como con la

formacion de otros tipos de tumores [32].

2.3.1 LNK en tumores sdlidos.

La investigacion sobre la participacion de esta proteina, particularmente en tumores soélidos, se
encuentra en desarrollo. Sin embargo, se ha encontrado una expresion de LNK disminuida en
el cancer colorrectal. Ademas, se ha determinado que esta disminucion esta asociada con el
incremento, in vitro, de la capacidad invasiva de las células de este tipo de cancer [35]. En
investigaciones en cancer de ovario se ha podido observar una sobreexpresion de LNK en el
tejido tumoral, que se encuentra relacionada con laresistencia a la muerte que presentan estas
células in vitro y la promocion del crecimiento tumoral in vivo en modelos murinos, lo que
siguiere que LNK puede actuar como un regulador positivo de la transduccion de sefiales que

favorecen a la carcinogénesis en este tipo de cancer [36].
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En varios estudios previos, se ha tratado de asociar el incremento del riesgo a presentar
diversos tipos de cancer, entre ellos el de mama, con la presencia del polimorfismo de un solo
nucleotido (SNP, por sus siglas en inglés) rs3184504, en el que el gen SH2B3 presenta una
sustitucion de una citocina (alelo C) por unatimina (alelo T) en la secuencia que codifica para
el dominio PH de la proteina LNK, dando lugar a un cambio de unaarginina por un triptéfano
en el residuo de aminoacido 262 [37, 38, 39, 40]. Sin embargo, estos resultados siguen siendo

controversiales debido a que las asociaciones no son constantes en todos los trabajos.

En estudios in silico realizados por Palomero y colaboradores [41], se buscaron asociaciones
entre el riesgo a padecer distintos tipos de cancer y la presencia de poblaciones celulares del
sistema inmune en microambiente tumoral (TME, por sus siglas eninglés). En el caso particular
del cdncer de mama, se pudo observar que el riesgo a padecerlo disminuye mientras mayor
sea la infiltracion de células del sistema inmune. También se encontraron asociaciones de la
alteracion en la expresion de LNK y la presencia de sus variantes, con la modificacion de la
funcidén, cantidad y poblaciones de células del sistema inmune que se encuentran en el TME, y
estas alteraciones a su vez se encontraban asociadas con el aumento del riesgo de padecer
cancer de mama. Se pudo observar que la expresion del gen SH2B3 era mayor en las células
de cancer de mama comparadas con el tejido mamario sano, y que se presentaba una
correlacién positiva entre la expresion de SH2B3 y la edad a la que fue diagnosticado el cancer
de mama. Ademas, se logré establecer una correlacién positiva entre la edad de las pacientes
gue padecian cancer de mama con la cantidad de basdfilos, leucocitos y monocitos presentes
en sangre periférica. Los autores mencionan que gracias a que la proteina LNK es crucial para
el correcto desarrollo y funcionamiento de las células del sistema inmune, estas asociaciones
pueden estar relacionadas con una deficiencia en la funcién de esta proteina, e incluso
proponen que el aumento farmacoldgico de la funcién de LNK podria disminuir el riesgo de

padecer cancer de mama, pero que esto debe de ser estudiado con mayor profundidad. [41].

Existe un Unico reporte en el que se mencionaaLNK asociada a TNBC, en el cual se relaciona
la sobrexpresion de LNK con el aumentode la proliferacion y migracién de las célulastumorales
in vitro e in vivo, y con el incremento de la activacion de las proteinas AKT, ERK1/2, STAT3 y
STAT5, que estan involucradas en la promocion de la carcinogénesis en diversos tipos de

cancer[42]. Sin embargo, ninguno de los estudios anteriormente mencionados describe lo que
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podria estar sucediendo con la proteina LNK en las células de TNBC que dé lugar a la
promocién del cancer. Por lo tanto, es necesario investigar sobre la participacién de LNK en la
bioquimica particular de TNBC, con fin de encontrar la causa de la alteracion de su funciony
establecer si esta proteina adaptadora podria ser utilizada en el futuro como un biomarcador

tumoral o incluso como blanco terapéutico.
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3. Antecedentes

En la caracterizacion bioquimicade las células MDA-MB-468, MDA-MB-231, HCC70, HCC1937
y HCC1806, provenientes de TNBC, un hallazgo de nuestro grupo de investigacion fue la
identificacion de la expresion del receptor c-KIT, del cual se sabe que es unade las proteinas
gue participaen el iniciode la sefializacion JAK2/STAT3 por la estimulacion del factor de células

troncales (SCF, por sus siglas en inglés).

En estudios preliminares de nuestro equipo de trabajo, se determind, por medio de
secuenciacion, que las lineas celulares MDA-MB-468, MDA-MB-231, HCC70, HCC1937 y
HCC1806, son homocigotas al alelo C en el SNP rs3184504, que se encuentra en laregion del

gen SH2B3 que codifica para el dominio PH de la proteina LNK.

4. Justificacion

Dada la importancia epidemiolégica que presenta el TNBC vy la falta de tratamientos dirigidos
para este padecimiento, este proyecto se encamin¢ a identificar nuevos biomarcadores y
analizar la participacion de proteinas que pudieran estar modulando el proceso de
carcinogénesis en este tipo de cancer.

Los antecedentes del papel de LNK en cancer hematoldgico y algunos tumores sélidos,
incluyendo las pocas investigaciones que hay sobre esta proteina en el TNBC, indican que, si
bien LNK es un regulador negativo natural de la via JAK2/STAT3, Unicamente la expresion
anormal de esta proteina o la presencia de una variante en especifico no explica por completo
la desregulacion que se presenta en este tipo de céncer. Por lo tanto, seria importante
corroborar la expresion y presencia de LNK en el TNBC, al igual que conocer la localizacion
intracelulary el papel que juega la proteina LNK en el TNBC, para favorecer a futuros estudios
de posibles blancos terapéuticos y desarrollo de farmacos que mejoren el pronéstico de los

pacientes que presentan esta afeccion.
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5. Hipotesis
La proteina LNK presente en células de cancer de mama triple negativo se encontrara

deslocalizada y no podra regular negativamente a JAK2.

6. Objetivo

Determinar la expresion, presenciay localizacion subcelular de la proteina adaptadora LNK en
el tejido y células provenientes de cancer de mama triple negativo.

7. Objetivos particulares

-Utilizar bases de datos bioinformaticas para conocer la expresion de LNK, en tejido humano
sano y tumoral, y en diferentes lineas celulares derivadas de cancer de mama.

-Determinar la cantidad de mMRNAde LNK y la produccién de la proteina LNK en lineas celulares
de cancer de mama triple negativo con el uso de qPCR y Western blot.

-Determinar la localizacion intracelular de la proteina LNK en lineas celulares de cancer de
mama triple negativo por medio de técnicas de inmunofluorescencia.

-Determinar el estado basal de la via JAK2/STAT3 en lineas celulares de TNBC.

-Determinar si existe alguna mutacion en el gen que codifica a la proteina LNK en las lineas
celulares de TNBC que pudiera ocasionar la deslocalizacion de la proteina al interior de la

célula.
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8. Metodologia

8.1 Cultivo celular

Las lineas celulares utilizadas en el proyecto fueron: HCC1806 (ATCC CRL-2335), HCC1937
(ATCC CRL-2336), HCC70 (ATCC CRL-2315), MDA-MB-468 (ATCC HTB-132) y MDA-MB-231

(ATCC CRM-HTB-26). Todas estas fueron derivadas de tumores mamarios triple negativos y

obtenidas de la American Type Culture Collection (ATCC). Las caracteristicas de cada linea

celular se muestran en la Tabla 1.

HCC1806 Grado 2, etapa IIB

HCC1937 Grado 3, etapa lIB

Grado 3, etapa

HCC70 A
MDA-MB-231 Metéastasis
MDA-MB-468 Metastasis

Carcinoma de células
escamosas

Carcinoma primario de
ducto mamario

Carcinoma primario de

ducto mamario

Adenocarcinoma

Adenocarcinoma

-Adherentes
-Tumor primario
-Morfologia tipo basal

-Adherentes
-Tumor primario
-Morfologia tipo basal

-Adherentes
-Tumor primario
-Morfologia tipo basal

-Adherentes
- Derivado de Glandula
mamaria / drenado pleural
-Morfologia tipo basal

-Adherentes
- Derivado de Glandula
mamaria / drenado pleural
-Morfologia tipo basal

Tabla 1. Lineas celulares de TNBC del proyecto. Nombre y principales caracteristicas de las lineas de cancer
de mama triple negativas utilizadas en este proyecto.

Adicionalmente se utilizé la linea celular MCF-10A (CRL-10317) como un control debido a que

es no tumorigénica y fue aislada de tejido epitelial de la glandula mamaria.

Todas las lineascelulares de TNBC se mantuvieron en medio RPMI 1640 con glutaminaestable

(Biowest) suplementado con 8% de suerofetal bovino (FBS, por sussiglas eninglés)inactivado,
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y solucion de antibiético-antimicotico al 1X (10,000 unidades/ml de penicilina, 10,000 pg/ml de
estreptomicina y 25 pg/ml de anfotericina B, de marca Gibco). Se mantuvieron en una
Incubadora ELITE Il (REVCO) a 37°C con una atmésfera hUmeda con 5 % de COa.

8.2 Western blot

Para evaluar la produccion de las proteinas, asi como su fosforilacion, se utilizé la técnica de
Western blot (WB). Se sembraron las lineas celulares de TNBC en cajas de 6 pozos y se
expandieron hasta una confluencia del 80%, a continuacion, se desprendieron de manera
mecanicacon ayudade un raspador de células.La suspension de células se centrifugd a 14,000
rpm (6000 xg), durante 15 min a 4°C. Posteriormente se lisaron las célulasincubandolas 20 min
con buffer RIPA (Tris-HCI 50 mM, NaCl 150 mM, SDS al 0.1%, deoxicolato de sodio al 0.5 %,
NonidentP-40 al 1%) y afiadiendo inhibidores de proteasas (cOmplete Tablets, Mini EASY pack
marca Roche) e inhibidores de fosfatasas (céctel Halt marca Thermo Scientific). Se cuantificd
la proteina presente en cada lisado celular por el método explicado por el proveedor del kit “DC
Protein Assay” (BioRad), utilizando albumina de suero bovino (BSA, por sus siglas en inglés)
para realizar unacurva patron y se midié la absorbancia con un espectrofotometro EIx800 (BIO-
TEK). Con una cadmara de electroforesis vertical Mini-PROTEAN Tetra Vertical (BioRad) se
realizé unaelectroforesis SDS-PAGE en geles de acrilamida al 10%, con 30 ug de las muestras
de proteinas, previamente desnaturalizadas durante 5 min en calentamiento a 96°C y en buffer
de muestra (Tris 0.5 M, SDS al 10%, glicerol al 15%, Azul de Bromofenol al 0.1%,
mercaptoetanol al 1%, disueltos en agua), y se corrio a 120 V constantes durante 1.5 h. Una
vez que fueron separadas las proteinas se transfirieron durante 2 h a 250 mA constantes en
unacamara de transferencia semi-humeda Owl HEP-3 (Thermo Scientific)a una membranade
fluoruro de polivinilideno (PVDF, por sus siglas en inglés) de tamafio de poro de 0.45 um
(Millipore), utilizando amo de transferencia (Tris base 25 mM, Glicina190 mM). Posteriormente,
las membranas se bloquearon durante 2 h utilizando una solucién de leche sin grasa al 5 u 8%
disuelta en buffer TBS-T (Tris base 20 mM, NaCl 0.137 M, TWEEN 20 al 0.2%), una vez
bloqueadas,las membranas se incubaroncon el anticuerpo primario: anti-LNK (A-12 sc-393709,
monoclonal de ratén, marca Santa Cruz) 1:1000, anti-STAT3 fosfo Y705 (B-7 SC-8059,
monoclonal de ratdn, marca Santa Cruz) 1:500 , anti-STAT3 (GTX108630, policlonal de conejo,
marca GeneTex) 1:800, anti-JAK2 (ab108596, monoclonal de conejo, marca Abcam) 1:800,
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anti-JAK2 fosfo Y1007 + Y1008 (ab32101, :monoclonal de conejo, marca Abcam) 1:800 y anti-
GAPDH (GTX100118, policlonal de conejo, marca GeneTex) 1:5000 , durante toda la noche a
4°C. Posteriormente se realizaron 3 lavados de 10 min con buffer TBS-T y se adicion¢ el
anticuerpo secundario anti-IgG de raton (GTX77315, policlonal de cabra, marca GeneTex)
1:20000 y anti-IgG de conejo (GTX213110-01, policlonal de cabra, marca GeneTex) 1:20000,
acoplados ala peroxidasa de rabanopicante (HRP, por sus siglasen inglés) y se incub6 durante
2 h, para luegorealizar3 lavadosde 10 min con bufferTBS-T . Por Gltimo, se realiz0 la deteccion
en placas fotograficas por medio de quimioluminiscencia utilizando el reactivo “Clarity Western
ECL Substrate” (BioRad) o con el reactivo “SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity
Substrate” (Thermo Scientific).

8.3 Inmunofluorescencia

Se sembraron las lineas celulares en “chamber slides” especiales para este ensayo marca
Thermo Scientific,y se incubaron 24 h a 37°C con 5% de CO2 para permitir su adherenciaala
superficie. A continuacion, se fijaron las células con una solucién de paraformaldehido (PFA) al
1% disueltoen medio RMPI + 10 % de FBS, durante 10 min a temperatura ambiente. Se lavaron
3 veces con PBS (NaCl 0.137 M, KCI 2.7 mM, Na2HPO40.01 M y KH2PO4 1.8 mM en agua), se
permeabilizé la membrana utilizando Triton X-100 al 0.05 % diluido en PBS durante 5 min, se
realizaron 3 lavados con PBS, 3 lavados con PBS + glicina 0.1 M y 3 lavados con PBS.
Posteriormente, se incubaron con TBS (Tris base 20 uM, NaCl 0.13 M en agua) durante 20 min
y de hicieron 3 lavados con PBS. Se afiadié solucion de bloqueo (PBS + 3 % BSA) durante 1
hora a temperatura ambiente. Después, se adicion6 el anticuerpo primario anti-LNK a una
concentracion de 1:50 diluido en PBS + 3% de BSA y Triton X-100 al 0.05 %, y se dej6
incubandotodalanoche a4°C. Se realizaron 3 lavados de 5 min con PBS. Se procedi6 a afiadir
el anticuerpo secundario anti-lgG de ratén conjugado a AlexaFluor555 (A31570, policlonal de
burro, marca Invitrogen)a unaconcentracionde 1:200 diluidoen PBS +5 % de BSA y se incub6
durante 2 h atemperatura ambiente en oscuridad, nuevamente se realizaron 3 lavados con PBS
de 5 min. Finalmente se afiadi6 5 pL de soluciéon de montaje VECTASHIELD (VECTOR
Laboratories) con unaconcentracion de 1.5 pg/mL de DAPI a cada pozo con célulasy se colocé
un cubreobjetos sobre las muestras, y para terminar el montaje se sell6 lalaminilla con esmalte

para ufias. Finalmente, para determinar cualitativamente la localizacion subcelular de LNK, se
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tomaron fotografias con el uso de un microscopio invertido de fluorescencia IX71 (Olympus) y
con un microscopio confocal AIR+STORM (Nikon) y se realizé un anélisis visual de las
imagenes obtenidas.

8.4 Extraccion de RNA

Para obtener el RNA total de las lineas celulares, se sembraron en botellas de cultivo y se
desprendieron con el uso de tripsina (Gibco) o verseno (Tris base 25 mM, NaCl 0.137 M, KCI
5.4 mMy EDTA 1.4 mM en agua). De cada linea celular se tomaron 350 pL de una suspension
celulara unaconcentracion suficiente paratener mas de 1 x 107 células, y con esta muestra se
procedid a hacer la extraccion como indica el protocolo del kit “RNeasy Mini” (QIAGEN),
eluyendo al final el RNA con 35 pL del buffer indicado por el proveedor. Para corroborar la
integridad del RNA extraido se realiz6 una electroforesis con un gel de agarosa al 1% + 1 L de

bromuro de etidio y se visualiz6 con un transiluminador UV Slimline Series (Spectroline).

8.5 Sintesis de cDNA

Para obtener el DNA complementario (cDNA) del RNA previamente extraido, se utilizo el kit
‘Maxima First Strand cDNA Synthesis for RT-gPCR” (Thermo Scientific). Los reactivos se
agitaron utilizando vortex por 3 segundosy se centrifugaron 5 segundos a 10,000 rpm (3000
xg). Se preparé el master mix como lo indica el protocolo, afiadiendo por cada muestra a
analizar: 4 yuL del “Reaction Mix (x5)”, 2 yL de “Maxima Enzyme Mix". Posteriormente, se
colocaron 6 uL del master mix y se afiadié 0.9 ug del RNA extraido y purificado previamente de
cada linea celular,y agua para completar los 20 uL de volumen total. Finalmente, los tubos se
colocaron en el Termociclador T100 (BioRad) y se incubaron durante 10 min a 25°C, 15 min a
50°C y 5 min a 85°C. EI cDNA obtenido se cuantificé y almacend a -70°C para su posterior uso
en gPCR.

8.6 qPCR con SYBR GREEN

Para evaluar la cantidad producida del mMRNA de LNK y de GAPDH, se utilizé el kit “Maxima
SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (2X)” (Thermo Scientific). Los reactivos se agitaron
utilizando el vortex por 3 segundosy se centrifugaron 5 segundosa 10,000 rpm (3000 xg). Se

prepar6 el master mix como lo indica el protocolo, adicionando por cada muestra a analizar:
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12.5 L del “Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (2X)”, 1uL del oligonucleétido Sec
LNKF (5°-GCAGTTCACCGACCTCTTCCA-3’) a una concentracion de 10 pM, 1pL del
oligonucledtido Sec LNKR (5’-GGGGTCTCAGCAGCCTCTCC-3’) a una concentraciéon de 10
UMy 8.5 uL de agualibre de nucleasas. Posteriormente en unaplacafria se colocaron los tubos
para PCR que se iban a utilizary se dispens6 23 pL del master mix en cada uno. Se afiadié 500
ng del cDNA obtenido previamente, se cerro el tubo, se mezclé suavemente. Finalmente, se
introdujeron los tubos al termociclador para qRT-PCR QuantStudio5 de 0.2mL (Applied
Biosystems) y se realiz0 el siguiente programa: una desnaturalizacion inicial de 10 min a 95°C
y 40 ciclos de 15 s de desnaturalizacion a95°C, 30 s de alineamientoa60°C y 30 s de extension
a 72°C. De igual manera se realiz6 una gPCR para detectar la expresion de GAPDH para
utilizarlo como gen de control interno de expresion, para ello se utilizaron por cada muestra a
analizar: 125 pL del “Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (2X)”, 1uL del
oligonucleétido GAPDH MR FWR (5’- CAGCCTCAAGATCATCAGC-3’)a unaconcentraciéon de
10 pM, 1pL del oligonucle6tido GAPDH MR REV (5’-ATGATGTTCTGGAGAGCCCC-3’) auna
concentracion de 10 uM, 8.5 pyL de agua libre de nucleasas, 500 ng de cDNA obtenido
previamente y se realiz6 el mismo programa del termociclador mencionado anteriormente.

Todos los datos de fluorescencia fueron adquiridos durante los pasos de extension.

8.7 Extraccion de DNA gendmico

Con el fin de obtener DNA gendmico para su posterior secuenciacion, se sembraron las lineas
celulares en botellas de cultivo y se desprendieron con el uso de tripsina o verseno. De cada
linea celular se tom6 una alicuota de la suspension celular a una concentracion suficiente para
tener 5 x 10% células, y con esta muestra se procedié a hacer la extraccion como indica el
protocolo del kit “QIAamp DNA Mini” (QIAGEN), eluyendo al final el DNA con 24 pL del buffer
indicado por el proveedor. Para corroborar la integridad del DNA extraido se realiz6 una
electroforesis con un gel de agarosa al 1% y 1 yL de bromuro de etidio, y se visualizd con un

transiluminador de luz UV.

8.8 Secuenciacion
Para la obtencion de la secuencia de los nucleo6tidos comprendida entre el nucleétido 195 al

518 del gen SH2B3, se requirieron los servicios proporcionados por el laboratorio Langebio-
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Cinvestav y fue realizada con secuenciacion por el método de Sanger, utilizando los
oligonucledtidos: Sec LNKF (5-GCAGTTCACCGACCTCTTCCA-3’) y Sec LNKR (5-
GGGGTCTCAGCAGCCTCTCC-3).

8.9 Anélisis de datos
Los resultadosde WB se analizaron con el software ImageJ. Las graficas muestran el promedio
de tres repeticiones independientes de cada experimento. La significancia estadistica se

establecié realizando una prueba de T de Student de dos colas utilizando Excel.

Los resultados de inmunofluorescencia directa y confocal se analizaron con los programas

ImageJ y Fiji, con los cuales se obtuvieron las imagenes correspondientes.

Los resultados obtenidos para la qPCR fueron analizados con el software “QuantStudio Design
and Analysis”. Utilizando Excel se pudo obtenerla variacion de expresion al realizar el método
de analisis denominado delta delta Ct (AACt).

Los resultados de secuenciacion se analizaron con el programa DNASIS Max, y las paginas:
BLAST del NIH (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), Translate de  Expasy
(https://web.expasy.org/translate/), Translate de Bioinformatics
(https://lwww.bioinformatics.org/sms2/translate.html),  NLStradamus de  Moses Lab

(http://mwww.moseslab.csb.utoronto.ca/NLStradamus/) .
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9. Resultados

9.1 Analisis de la expresion del gen SH2B3 (LNK) utilizando bases de datos

bioinforméaticas.

Con la finalidad de determinar la expresion del gen SH2B3 en tejido mamario sano, se realizo
el analisis en la base de datos Atlas de las Proteinas Humanas (HPA, por sus siglas en inglés).
En los datos presentados en la base HPA se puede observar que el tejido mamario sano es uno
de los tejidos del sistema reproductivo que presenta la mayor expresion de SH2B3 (Figura 6)
[43].
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Figura 6. Expresion de SH2B3 en tejido del sistema reproductor masculino y femenino sano. Nivel de
expresion del gen SH2B3 en tejido del sistema reproductor masculino (barras azules) y sistema reproductor
femenino (barras rosas). nTPM: transcritos por millén normalizados (por sus siglas en inglés). Grafica tomada y
modificada de:[43].

Adicionalmente, se revisaron los datos de la base HPA obtenidos mediante el analisis de célula
Unica, y se observé que la mayor expresion de SH2B3 se presenta en células del sistema
inmune presentesen eltejido mamario analizado,y en segundolugaren las células endoteliales

del tejido mamario sano [43].
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Al revisar los datos en el HPA 'y en la base especializada en cancer de mama, GOBO (Gene
expression-based Outcome for Breast Cancer), se pudo observar que la expresion de SH2B3
puede encontrarse alterada en algunos pacientes con cancer de mama, por lo tanto, para
determinar si la alteracion de la expresion de SH2B3 impacta en la supervivencia de los
pacientes, se realiz6 inicialmente una busqueda de datos de supervivenciaen ambas bases.
En la base del HPA se encontré que no existe unadiferencia significativa en la supervivencia
de los pacientes con unaalta expresion de SH2B3 comparados con los que tenian unabaja
expresion (Figura 7-A). En la base GOBO, con los intervalos de expresion asignados por los
autores, si se noté unatendencia de mayor supervivencia en los pacientes que presentaban un
aumento y disminucion de la expresiéon de SH2B3 en comparacién de los que tenian una
expresion media (Figura 7-B). Sin embargo, esta ultima observacidon tampoco presentd una
diferencia estadisticamente significativa.
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Figura 7. Supervivencia general de pacientes con cancer de mama relacionada con laexpresion de SH2B3.
A) Probabilidad de supervivencia general en pacientes con cancer de mama con relacion a la expresion de SH2B3
obtenidos de labase HPA (n=1063). B) Porcentaje de supervivencia general en todos los pacientes que presentan
cancer de mama, analizados para la base GOBO, conrelacidn ala expresién de SH2B3 (n=737). Graficas tomadas
y modificadas de: [43 Y 44].
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Para profundizar mas en la busqueda de posibles asociaciones de supervivencia con la

expresion de SH2B3, en la plataforma denominada cBioPortal se realizaron los andélisis de 4

conjuntos de datos de diversos estudios sobre la expresion de SH2B3 y su relacion con la

supervivenciaen cancerde mama en general. En las graficas de la Figura 8 se puede observar

que en ninguno de los analisis se encontré una correlacion positiva significativa entre la

alteracion de la expresion de SH2B3 con la disminucion o aumento de la supervivencia de los

pacientes con cancer de mama. Unicamente en el primery cuarto conjunto de datos analizados

(Figura 8-A y 8-D) se aprecia una tendenciade que en los pacientes con un aumento en la

expresion de SH2B3 se presenta una mayor supervivencia, comparados con los pacientes que

no presentan alteracion en la expresion o que presentan unabaja expresion de SH2B3, aunque

esta no alcanzoé la significancia estadistica.
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Figura 8. Andlisis de la supervivencia general de pacientes con cancer de mama relacionada con la
expresion de SH2B3. A) Supervivencia general en pacientes con cancer de mama con relacion a la expresién de
SH2B3, obtenido del analisis de los estudios: [45, 46, 47] (n=2173). B) Supervivencia general en pacientes con
cancer de mama invasivo con relacion a la expresion de SH2B3, obtenido del analisis de datos de la base TCGA,
para el proyecto Firehose Legacy (n=963). C) Supervivencia general en pacientes con cancer de mama invasivo
conrelacion a la expresion de SH2B3, obtenido del analisis de datos dela base TCGA, para el proyecto PanCancer
Atlas (n=994). D) Supervivencia general en pacientes con cancer de mama invasivo con relacion ala expresion de
SH2B3, obtenido del analisis de datos de la base TCGA obtenidos del estudio: [48] (n=817). Graficas tomadasy
modificadas de: [49].

Finalmente se quiso averiguar si la expresion de SH2B3 podria tener impacto en la sobrevida
de los pacientes con TNBC, para ello se utilizo la base de datos GOBO vy la plataforma
cBioPortal. En la base de datos GOBO no se permitia el andlisis conjunto de todos los datos de
TNBCy se realizé el analisis Unicamente con los datos de los pacientes que presentaron cancer
de mama tipo basal, que como ya fue mencionado en la introduccién este tipo de cancer
representa el 80% del TNBC y es la categoria de la que se podian aislar los datos. El analisis
de los datos de cancer de mama tipo basal de la base GOBO (Figura 9-A), no mostrd6 una
diferenciasignificativa de sobrevida general entre los pacientes con alta, media o baja expresion
de SH2B3, pero de igual manera que en los datos para cancer de mama en general, se podia
ver unatendencia con el paso de los afios, de una mayor supervivencia en los pacientes que
presentaban una expresion alterada de SH2B3. En el analisis realizado en cBioPortal (Figura
9-B), se pudo delimitar a los pacientes con TNBC Unicamente del estudio realizado por Perou
y colaboradores [48] y en este conjunto de datos se pudo observar que pocas muestras
entraban en la categoria de TNBC y que ademas no presentaba ninguna diferencia significativa

en la supervivencia de los pacientes que tenian alta, media o baja expresién de SH2B3.
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Figura 9. Supervivencia general de pacientes con TNBC relacionada a laexpresiéon de SH2B3. A) Porcentaje
de supervivencia general en pacientes con cancer de mama tipo basal (clasificacién de PAM50) con relacion a la
expresion de SH2B3 obtenidos del andlisis de los datos de la base GOBO [17] (n=123). B) Supervivencia general
en pacientes con TNBC con relacién a la expresion de SH2B3 obtenidos del analisis de datos de la base TCGA,
para el articulo: [48] (n=82). Graficas tomadas y modificadas de: [44 y 49].

En conjunto, los datos obtenidos a través de todos los analisis sugieren que no existe una
relacion directa entre la alteracion de la expresion de SH2B3 y el aumento o disminucién de la
sobrevida de los pacientes.

Luego de estos analisis se quiso determinar si existian datos sobre la expresion de SH2B3 en
lineas celulares especificamente de TNBC. Se encontraron datos en la base HPA sobre las 5
lineas utilizadas en este proyecto, y se pudo ver que todas presentan expresion de SH2B3. En
la Figura 10 se puede observar que particularmente la linea MDA-MB-231 presenta una
expresion de SH2B3 significativamente mayor que las demas, seguida de la HCC1806,
HCC1937,HCC70 Yy finalmente la MDA-MB-468.
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Figura 10. Expresion de SH2B3 en lineas celulares de cancer de mama. Nivel de expresidn del gen de la
proteina LNK en lineas celulares derivadas de tumores en tejido mamario. Los datos de las lineas celulares de
TNBC que se utilizaron en el proyecto se encuentran sefialados con una flecharoja. nTPM: transcritos por millén
normalizados. Imagen tomada y modificada de: [43]

Para el caso de la expresion de SH2B3 en las lineas celulares de TNBC en la base GOBO, se
pudo observar que, al agrupar las lineas celulares de cancer de mama en subtipos clinicos, las
lineas celulares de TNBC presentan una expresion significativamente mayor que las demas
lineas. Al separar las lineas en subtiposde cancer de mama tipo basal A, tipo Basal B y luminal,
se pudo observar que las lineas del cancer de mama tipo basal A y B tienen una mayor
expresion de SH2B3 que las luminales, ademas de que el conjunto de lineas de cancer de
mama tipo basal B tenian una expresion significativamente mayor que todas las demas (Figura
11).
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Figura 11. Expresién de SH2B3 en grupos de lineas celulares de cancer de mama. A) Nivel de expresion del
gen de la proteina LNK en lineas celulares de cancer de mama derivadas de tumores pertenecientes a diferentes
subgrupos clinicos, en la grafica se puede ver a los subgrupos TN: células de TNBC (caja roja, n=25), HER2:
células HER2+ (caja morada, n=11) y HR: células positivas a receptores de hormonas (caja azul, n=15) B) Nivel
de expresion del gen de la proteina LNK en lineas celulares de cancer de mama dividido entipo basal A (cajaroja,
n=12), tipo basal B (caja gris, n=14) y luminal (caja azul, n=25). Graficas tomadas y modificadas de: [44]

9.2 Determinacion de la produccion de LNK en lineas de TNBC

Para corroborar la presencia de la proteina LNK en las lineas celulares de TNBC utilizadas en
el proyecto, se realizé un WB. En este experimento se pudo determinar que la proteina LNK se
encontraba presente en todas las lineas de TNBC, y se encontré una abundante presencia de
LNK enlas lineas HCC1806, HCC1937 y MDA-MB-231 y una escasa presenciade LNK en las
lineas HCC70 y MDA-MB-468. Realizando la cuantificacion relativa de LNK por medio de
densitometria, se pudo observar que existian diferencias significativas entre la cantidad de LNK
presente en las lineas HCC1937,HCC70, MDA-MB-468 y MDA-MB-231, siendo MDA-MB-231,
la linea con mayor cantidad de LNK (Figura 12).
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Figura 12. Deteccion de la proteina LNK en las lineas de TNBC. A) Western blot para determinar la presencia
de la proteina LNK en las lineas celulares HCC1806, HCC1937, HCC70, MDA-MB-468 y MDA-MB-231 B)

Cuantificacion de la abundancia relativa de LNK, mediante densitometria en las lineas celulares HCC1806,
HCC1937, HCC70, MDA-MB-468 y MDA-MB-231. (t de student, n=3, *p<0.05).

9.3 Determinacion de la cantidad de mRNA de LNK en lineas celulares de TNBC

El andlisis de la presencia de la proteina LNK mostr6 que las lineas celulares presentan
diferentes niveles de la misma. Con el fin de determinar si la diferencia en la produccién de la
proteina LNK entre las lineas celulares esta asociada con unavariacion a nivel transcripcional
e incluyendo a la linea no tumoral MCF10A como control, se realizé unagPCR evaluando al
MRNA de LNKy al mMRNA de la proteina gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH, por
sus siglas en inglés). Con este ensayo fue posible determinar que todas las lineas presentaban
produccion de mRNA de LNK. Se observé que, para las lineas de TNBC, los datos obtenidos
de la cuantificacion del mMRNA de LNK presentaban la misma tendencia que los obtenidos por
medio de WB. La linea MDA-MB-231 present6 una mayor cantidad de mRNA de LNK que las
demas lineas, seguida de las lineas HCC1937, HCC1806, MDA-MB-468 y en ultimo lugar la
linea HCC7O.

Posteriormente, se realizé un analisis AACt (Figura 13) para conocer la variacion la cantidad de
MRNA de LNK entre las lineas de TNBC comparadas contrala linea no tumorigénica, con este
andlisis se pudo determinar que las lineas HCC1937, HCC1806, MDA-MB-231, presentaban
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unamayor cantidad de mRNA de LNK que la linea MCF10A, y las lineas HCC70 y MDA-MB-

468, presentaban una menor cantidad que el control no tumorigénico. Lo cual tiene relacién lo

observado en las bases de datos y en el WB presentado en la Figura 12.
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Figura 13. Cuantificacion del mRNA de LNK en las lineas de TNBC.A) Tabla de valores de Ct obtenidos enla
gPCR para el mMRNA de LNK y GAPDH junto con el analisis AACt para las lineas celulares HCC1806, HCC1937,
HCC70, MDA-MB-468, MDA-MB-231 y MCF10A B) Variacién de la cantidad de mRNA de LNK entre las lineas de
TNBC comparadas contra la linea MCF10A. Las lineas celulares de TNBC se encuentran representadas por
columnas de color verde y la linea no tumorigénica utilizada como control se encuentra representada por una

columna roja.
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9.4 Estado basal de la via JAK2/STAT3 en las lineas de TNBC

Para obtener méas informacién sobre las proteinas integrantesde la via que regula LNK se utilizd
la técnica de WB para determinar la presencia de STAT3 y JAK2, asi como su fosforilacion
basal (Figura 14). Con estos WB, se determiné que todas las lineas tienen un nivel de STAT3
similar, pero su fosforilacién es diferente. Las lineas HCC1806 y HCC70 presentan una mayor
fosforilacion de STAT3, seguidas de las lineas MDA-MB-468 y MDA-MB-231, y en el caso de la
lineaHCC1937 nose alcanzaa apreciar que STAT3 se encuentre fosforilado. La proteina JAK2
se encuentra mayormente fosforilada en las lineas MDA-MB-468, HCC1937y HCC70 seguida
de la linea HCC1806 y en ultimo lugar, la linea MDA-MB-231. Al observar los WB de la linea
MDA-MB-231, sugieren que LNK puede estar ejerciendo su funcion regulatoria sobre la via ya
qgue se puede observar una disminucion en la fosforilacion de JAK2 y STAT3, posiblemente
asociada a la gran cantidad de LNK presente. Para el caso de lalinea HCC70, podria asociarse
la fosforilacién constitutiva de JAK2 y STAT3, con la baja expresion de LNK, que como ya se
ha mencionado es un regulador negativo de la activacion de esta via. En el caso de las lineas
HCC1806,HCC1937y MDA-MB-468, pareciera no haber relacion entre la expresion de LNK 'y
la activacion o inhibicion de la via JAK2/STAT3.

HCC1806
HCC1937
HCC70
MDA-MB-231
MDA-MB-468

LNK (68 kDa)

p-JAK2 Tyr1007/1008 (128 kDa)

JAK2 (128 kDa)

p-STAT3 Tyr 705 (86-91 kDa)

STAT3 (86-91 kDa)

GAPDH (37 kDa)
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Figura 14. Deteccion de las proteinas STAT3 y JAK2 en las lineas de TNBC. Western blot para determinar la
presencia delas proteinas STAT3 y JAK2, asicomo su nivel defosforilaciénbasal en las lineas celulares HCC1806,

HCC1937, HCC70, MDA-MB-468 y MDA-MB-231.

9.5 Determinacion de la localizacion intracelular de la proteina LNK en lineas celulares
de TNBC

9.5.1 Microscopia de fluorescencia

Los anteriores resultados, sugieren que la variacion de la expresion de LNK no es el factor
determinante que ocasiona una alteracién en su actividad regulatoria sobre la via JAK2/STATS.
Tomando en cuenta que la localizacién celular de LNK es crucial para su correcta funcién
regulatoria, se quiso determinar si la proteina LNK se encontraba localizada cerca de la
membrana celular en cada unade las lineas de TNBC, ya que la membrana celulares el lugar
en donde se encuentran sus blancos moleculares. Para poder determinar la localizacion
subcelular, se realiz6 un marcaje fluorescente de la proteina LNK y del nucleo. Posteriormente,
las células se visualizaron con un microscopiode fluorescencia.Con ello, se pudoobservar que
todas las lineas celulares presentaban marca positiva de la proteina LNK (Figura 15). Sin
embargo, se pudo ver que lalinea celular MDA-MB-231 presenta una mayor sefial fluorescente
correspondiente a LNK en comparacién con las demas lineas, seguida de las lineas HCC1937
y HCC1806, y finalmente las lineas HCC70 y MDA-MB-468. Estos datos coinciden con los
obtenidos por medio de WB.
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Figura 15. Inmunofluorescencia para la deteccion de LNK en las lineas de TNBC. Marcaje nuclear (DAPI)y
de LNK (Alexa fltor 555, sefialado con flechas rojas) en las lineas celulares HCC1806, HCC1937, HCC70, MDA.-
MB-468 y MDA-MB-231. Aumento: 60x. Barra de escala equivalente a 10 pm.

Una vez realizado el empalme de las imagenes de la tincion de nucleoy de LNK, se pudo
apreciar queen las lineascelularesHCC70,HCC1937 y HCC1806, la marca de la proteina LNK
se encontrabaconcentradaenlazonadel nicleo.En el caso de las lineas MDA-MB-468 y MDA-
MB-231 se observé una distribucion de LNK posiblemente citoplasmatica y nuclear.
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9.5.2 Microscopia confocal

Para determinar la localizacion exacta de LNK dentro de las células, se procedié a utilizar
microscopia confocal para la obtencion de imagenes tridimensionales. Con los resultados
obtenidos se determin6 que la proteina LNK, se encontraba principalmente dentro del nucleo
de las células HCC1937 y HCC1806, y que en las célulasHCC70, MDA-MB-468 y MDA-MB-
231 se encontraba en citoplasma y una pequefia cantidad dentro del ntcleo (Figura 16). Sin

embargo, ninguna de las lineas celulares presenté el patron de distribucién membranal

esperado.
HCC1806 HCC1937
HCC70 MDA-MB-231

35



MDA-MB-468

Figura 16. Microscopia confocal para determinar lalocalizacion de laproteina LNK en las lineas de TNBC.

Marcaje nuclear (Verde: DAPI) y de LNK (Rojo: Alexa fllor 555, sefialado con flechas rojas) en las lineas celulares
HCC1806, HCC1937, HCC70, MDA-MB-468 y MDA-MB-231. Aumento: 60x.
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9.6 Determinacién de mutaciones del gen de LNK.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos sobre la localizacion de LNK, se observo que la
proteina LNK no se encuentraen la cara internade la membrana citoplasmatica. La cara intema
de la membrana citoplasmética es el lugardonde se esperaria encontrarlocalizadaa la proteina
LNK, por ser el espacio subcelular en el que se encuentran sus proteinas blanco. En estudios
previos sobre la secuenciade a.a. de las 3 proteinas de la familia SH2B, se determiné que la
secuencia proteica de la proteina SH2B1 comprendida entre los a.a 147 al 152 funciona como
sefal de localizacion nuclear (NLS, por sus siglas en inglés). Sin embargo, en este mismo
estudio se reporta que LNK no presenta esta secuencia [50]. Tomando en cuenta lo anterior,
se realiz6 el analisis de las posibles sefiales de localizacidon nuclear en la secuenciade a.a de
las proteinas SH2B1 y LNK con el programa NLStradamus para poder comparar los sitios de
mayor probabilidad de presentar un péptido sefial de entrada al nacleoy obtener el porcentaje
de probabilidad de que estos sean funcionales. Al analizar la secuencia de la proteina SH2B1,
con la herramienta NLStradamus, nos da como resultado la misma secuencia previamente
reportada como NLS y esta zona de la secuenciatiene una probabilidad del 50% de funcionar
como péptido sefial de entrada al nucleo. Sin embargo, al analizar y comparar la secuencia de
la proteina LNK, si bien se puede ver un pico de mayor probabilidad de tener una posible NLS
en la misma zona que lo obtenido para la proteina SH2B1, |la probabilidad de funcionar como
péptido sefial de entrada al nucleo es de unicamente de 30% (Figura 17).
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Figura 17. Comparacion de posibles NLS en las secuencias de a.a de las proteinas SH2B1 y LNK. Prediccion
de las posibles NLS en las secuencias de a.a. obtenidas para las proteinas SH2B1 y LNK, y su probabilidad de

funcionar como péptido sefial de entrada al ndcleo. El eje “x” indica la posicidon de los a.a. en la secuencia proteica.

El eje “y” indica la probabilidad de funcionar como NLS. El umbral de probabilidad se encuentra marcado por la

linea roja. Los rectangulos verdes indican la parte de la secuencia que rebasa el umbral de probabilidad asignado,

y en la parte superior se indica con letras la secuencia que corresponde a estos sitios. Imagenes obtenidas con la
plataforma NLStradamus [52].

En otros estudios de diversas patologias, incluyendo algunos tipos de cancer hematolégico, se
ha reportado que la proteina LNK presenta mutaciones que disminuyen su afinidad por la
membrana celular, impidiendo su movilizacion hacia este lugar donde se encuentran sus
blancos moleculares. También se han reportado mutaciones de LNK que impiden directamente
la modulacién dela actividad de sus proteinas blanco, debidoa que se ve alterada su capacidad
de interaccion [33, 34, 63]. Por tal motivo, realicé unabusqueda sobre las mutaciones de LNK
gue se reportan para cancer de mama. En esta busqueda no hubo datos de mutaciones
reportadas especificamente para TNBC. Sin embargo, en un reporte previo se describe una
mutacion relacionada particularmente con cancer de mama, la mutacion descrita es de cambio
de sentidoy da lugar a una proteina con la modificacién: p.Pro129Ser [29]. En la plataforma
cBioPortal realicé el analisis de todos los conjuntos de datos de las mutaciones de LNK

reportadas en cancer de mama en general y encontré que en el residuo de a.a 122 de la
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secuencia proteica se reporta una mayor acumulacion de mutaciones que en el resto de la

proteina, destacando una mutacion con cambio de sentido p.Glu122Lys y una mutacién sin

sentido p.Glu122*. Con los resultados del anterior andlisis surgi6 el interés en determinar si

estas mutaciones reportadas para cancer de mama pueden dar lugar a la aparicién de un

potencial péptido sefial de entrada al nucleo. En este analisis se pudo observar que la Gnica

mutacién que aumentaba la probabilidad de que LNK presentara una NLS funcional, fue la

mutacion con cambio de sentido p.Glu122Lys, este cambio da lugara una posible NLS con una

probabilidad de un 60% de que funcione como un péptido sefial de entrada el nucleo (Figura
18).
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Figura 18. Comparacién de posibles NLS en las secuencias de a.a de la proteina LNK incluyendo las
mutaciones reportadas para cancer de mama. Prediccion de las posibles NLS en las secuencias de a.a.
obtenidas para LNK luego de incluir las mutaciones reportadas para cancer de mama, y su probabilidad de
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funcionar como péptido sefial de entrada al nicleo. El eje “x” indica la posicién de los a.a. en la secuencia proteica.

El eje “y” indica la probabilidad de funcionar como NLS. El umbral de probabilidad se encuentra marcado por la
linea roja. Los rectangulos verdes indican la parte de la secuencia que rebasa el umbral de probabilidad asignado,
y en la parte superior se indica con letras la secuencia que corresponde a estos sitios. Imagenes obtenidas con la
plataforma NLStradamus [52].

Cabe destacar, que todas las mutaciones mencionadas anteriormente se encontraban
presentes en la parte de la secuencia original de a.a. en las que se presentaba la zona con
mayor probabilidad de encontrar una NLS. Con el fin de determinar si existia algun cambio
genético que dieran lugar a la aparicion de una NLS clasica en las lineas de TNBC estudiadas
y con ello sustentar la observacién previa que se obtuvo por medio de microscopia, decidi
realizar la secuenciacion de la seccion del DNA correspondiente a la secuencia de a.a.
comprendida entre el residuo del aminoacido 65 al 173, ya que en esta parte de la secuencia
de a.a. es donde se encuentran los cambios generados por las mutaciones de los reportes de
cancer de mama, previamente mencionados, y también en esta parte de la secuencia se
englobaalos a.a que funcionan comoNLS en la proteina SH2B1. Al realizar esta secuenciacion
no se encontrd ningun cambio en la secuencia de nucledtidos, por lo que no se ve alterada la
secuencia de aminoacidos, logrando determinar que al menos en esta parte de la secuencia no
existen alteraciones genéticas que provoquen la aparicién de un péptido sefial de entrada al
nucleo en estas lineas celulares de TNBC.

10. Discusion

Es bien sabido que la expresion génica en células tumorales comparada con células sanas se
encuentra alterada, y este evento a su vez da lugar a un proteoma diferente. La expresion
desregulada de algunos genes puede contribuiral proceso de transformacion de las células,
por lo que el conocer los patrones de expresion proteica en las células cancerigenas puede ser
de gran ayuda para conocer nuevos biomarcadores tumorales y nuevos blancos terapéuticos.
En el caso particulardel TNBC, laausenciade PR, ERy HER2 ha limitado el uso de tratamientos
dirigidos contra estas moléculas, sumado a la quimioresistencia que se presenta en este tipo
de cancer, evidencia la gran importancia en determinar la existencia de variaciones en la
expresion de otras proteinas que pudieran estar modulando el proceso de la carcinogénesis 0
gue podrian ser utilizadas en un futuro como nuevos biomarcadores o posibles blancos

terapéuticos.
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Al realizar una busqueda de las vias que presentan mas alteraciones en tumores solidos se
pudoobservar que la activacion constante de la via JAK2/STAT3 esta implicadaen el desarrollo
y progresion de neoplasias malignas, y el cAncerde mama no es la excepcién [24]. En el cancer
de mama en generaly en el TNBC, hay diversos reportes que indican que existe una alteracion
de la via de sefializacion JAK2/STAT3 y que esta alteracién es unade las principales que se
encuentrainvolucradaen la progresién del cancer, ademas de que se relaciona con una baja
supervivenciaen los pacientes [19, 24, 25]. Se ha visto que en TNBC la via JAK2/STAT3 se
encuentra constitutivamente activa y que esta sefalizacion aberrante es ocasionada por
alteraciones moleculares en distintos puntos de la cascada de sefializacion, principalmente
mutaciones y amplificaciones de las proteinas JAK2 y STAT3 [24]. Sin embargo, no se
descartan alteraciones en otras proteinas integrantes de esta via, ya que el descubrimiento de

nuevas alteraciones y su participacion en la carcinogénesis se encuentran en investigaciones
en desarrollo.

Para el cancer de mama en general se han probado in vitro algunos inhibidores de la via
JAK2/STAT3 y se havisto que la inhibicion de esta via promueve la apoptosis y disminuye la
viabilidad celular, migracion y la capacidad invasiva, pero se ha determinado que es necesaria
la optimizacion de las estructuras moleculares de estos inhibidores para asi evitar la

citotoxicidad en las células normales y aumentar la estabilidad para mejorar el tratamiento [24,
53, 54].

Debido a que STAT3 juega un papel critico en el inicio, progresion, resistencia a la
guimioterapia, metastasis y baja supervivenciaen el TNBC se ha planteado la posibilidad de
desarrollar terapias dirigidas a la modulacion de la activacion de esta proteina para el
tratamiento del TNBC. Se han planteado el uso de farmacos que modulen su fosforilacion, que
impidan la expresion de STAT3, que impidan la unidon de STAT3 al DNA o que se unan
directamente a las proteinas STAT3 modulando su unién con otras proteinas que lo activan o
promoviendo su degradacion [19].

Otros de los rumbos que ha seguido la investigacion sobre la modulacién de STAT3 se basan
en: 1) Laregulacion de inhibidores intrinsecos de STAT3, incluyendo a proteinas fosfatasas de
tirosina (PTPs, por sus siglas eninglés), los supresores de sefialesde citocinas (SOCS, por sus

siglas en inglés)y la proteina inhibidora de STAT activado (PIAS, por sus siglas en inglés). 2)
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La modulacién aguas arriba de STAT3 incluyendo a laregulacion de proteinas que contribuyen
directamente a su activacion, como es el caso de la proteina JAK2. Sin embargo, laregulacién
de STAT3 solo es considerada aun como una forma potencial de tratamiento, ya que aun
cuando se han descubierto estos efectos benéficos no se halogrado aumentar la especificidad
de estos inhibidoresy tampoco se ha logrado aumentar la efectividad en TNBC de estos
tratamientos in vitro e in vivo [19].

Por tal motivo es importante seguir investigando que sucede con algunos de los moduladores
naturales que presenta la via, tal es el caso de la proteina LNK, de la cual se conoce que es
uno de los principales inhibidores de la fosforilacion de JAK2, y gracias a ello impide su
activacion, asi como la progresion de la sefializacion en via JAK2/STAT3, ademas se sabe que

principalmente la activacion misma de la via JAK2/STAT3 da lugar a la produccién de LNK, lo
gue genera un ciclo cerrado de autorregulacién [29, 30, 32, 33].

Teniendo en cuenta la necesidad de conocer mas sobre el papel que tienen las proteinas
reguladorasde lavia JAK2/STAT3, lamodulacién que provocalaproteina LNK en lamodulacion
de la via JAK2, asi como el uso potencial de estos moduladores aguas arriba de STAT3 como
blancos terapéuticos en TNBC, surge el interés en conocer cOmo se encuentraexpresaday la
funcién de la proteina LNK en el TNBC. Inicialmente se analizaron los datos en bases
bioinformaticas sobre la presencia de la proteina LNK en diferentes tejidos y lineas celulares.
La proteina LNK se encuentra presente en mayor cantidad en tejido mamario sano en
comparacién con otros tejidos del sistema reproductor femenino y se pudo observar que las
células que presentaban una mayor presencia de LNK eran los macrofagos presentes en el
tejido mamario y las células epiteliales de dicho tejido. La presencia abundante de macréfagos
en el tejido mamario es entendible ya que son parte fundamental del estroma de la glandula
mamaria, ademas de que permiten el desarrollo normal de esta glandula [55], y es bien sabido
gue LNK es una de las principales proteinas encargada de regular la proliferacion en la
hematopoyesis [56] por lo que se puede explicar la abundancia de LNK en tejido mamario
debido a la numerosa presencia de estas células del sistema inmune.

En el caso de las células epiteliales, la abundancia de LNK podria indicarnos una fuerte
participacidén en procesos bioldgicos que ocurren en este tipo de tejido y teniendo en cuenta

gue la mayoria de los diferentes tipos de cancer de mama inician con la transformacién de
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células epiteliales [57], podrian sugerir una participacion importante de LNK en procesos
carcinogénicos en el cancer de mama. Por tal motivo es que se quiso conocer a partir del
andlisis bioinformatico, que relacion podria tener la expresion de LNK con la supervivencia de
los pacientes con cancer de mama y con TNBC. Se pudo observar unaligera tendencia entre
una mayor expresion de LNK y una mayor sobrevida, esto podria entenderse yaque LNK esun
regulador de la via JAK2/STAT3, la cual estd fuertemente involucrada en procesos de
carcinogénesis en este tejido y si esta proteina se encuentra en cantidades abundantesy
funcional, podria estar modulando la via JAK2/STAT3, impidiendo el progreso del cancer de
mama. Sin embargo, en ningun resultado de estos andlisis se muestra una diferencia
significativa supervivencia entre los pacientes con alta, media y baja expresion de LNK, lo que
podria indicar que la expresion de la proteina LNK no esta relacionada directamente en el

aumento o disminucion de la supervivencia.

Dada la importancia que tiene la falta de respuesta a tratamientos especificos para TNBC y el
impacto que tienen las alteraciones de proteinas reguladoras de la via JAK2/STAT3, es que
nace el interés en determinarlo que esta sucediendocon LNK al interior de las células.Por ello,
para comenzar con el estudio de la proteina LNK en TNBC, se seleccionaron 5lineas celulares,
HCC1806, HCC1937, HCC70, MDA-MB-231 y MDA-MB-468, todas ellas de TNBC, pero con
diferenciasen etapa clinicao en tumores de procedencia. Inicialmente, se realiz6 unabusqueda
en bases bioinformaticas sobre la expresion de LNK en las lineas celularesy se encontr6 que
en todas las lineas se presentaba expresién de LNK. Al realizar un analisismas profundode las
caracteristicas bioquimicas de las 50 lineas celulares de cancer de mama presentadas en la
grafica de expresion de LNK de la base HPA (Figura 10) se pudo observar la presenciade 2
grupos, el primer grupo de lineas celulares comprendia todas las lineas celulares con un valor
de nTPM de SH2B3=3 (a partir de la linea CAL-120), en este grupo conformado por 30 lineas
celulares se podia observar una mayor proporcion de lineas de TNBC (20 lineas celulares de
TNBC de las 30 lineas celulares del grupo) y el segundo grupo de lineas celulares comprendia
las 20 lineas celulares con un valor de nTPM de SH2B3<2.9 (a partir de la linea HCC1428),
para este grupo se pudo observar inicamente la presencia de 2 lineas reportadas como TNBC
(CAL-148, HCC2157) [58, 59]. Luego de revisar la base HPA, se procedio a revisar los datos
de expresion del gen SH2B3 en lineas celulares de la base especializada GOBO, y en ellase

pudo observar que al formar grupos con las lineas celulares analizadas para la expresion del
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gen SH2B3 (Figura 11-A), el grupo de células de TNBC presenta una expresion
significativamente mayor a las no TNBC. El analisis de estos datos nos indica que, si bien la
expresion del gen SH2B3 es mayor en TNBC, esta proteina reguladora parece no poseer su
funcidén biologica esperada.

Conociendo los datos presentados en las bases de datos, se decidiéo comenzar la investigacion
invitro evaluandolapresenciade la proteina LNKy cuantificando el mRNA de LNK en las lineas
celulares de TNBC. Primeramente, se realizé un WB para determinar la presenciade LNK en
las lineas de TNBC seleccionadas para el estudio, en este se pudo observar que Unicamente
en 3 de las lineas (HCC1806, HCC1937 y MDA-MB-231) era evidente la presenciade LNK, en
las lineas HCC70 y MDA-MB-468 se podia observar una presencia muy ligera de la proteina
LNK, incluso en algunas de las repeticiones del WB parecia no haber presencia de LNK es
estas ultimas 2 lineas. Resultados que concuerdan con los datos de expresion de las bases
HPAy GOBO, pero que noconcuerdacon la observacion hecha por Jianxin Lvy colaboradores,
en la que se aprecia una mayor presencia de LNK en la linea MDA-MB-468 que en la linea
HCC1937 [42]. Sin embargo, esto puede ser explicado debido a que la metodologia empleada,
los reactivos utilizados son diferentes. Jianxin Lv y colaboradores, utilizaron un anticuerpo
primario anti-LNK policlonal y para este proyecto se utilizé un anticuerpo monoclonal. Eluso de
un anticuerpo monoclonal puede incrementar la precision de marcaje de LNK y reducir sefiales
inespecificas en el WB. Jianxin Lvy colaboradores, utilizaron BSA para realizar el bloqueo,un
tiempo menor de incubacién con el anticuerpo secundarioy un reactivo de menor sensibilidad

para la deteccion quimioluminicente, factores que podrian modificar de manera significativa la
deteccion de la proteina LNK por medio de WB.

Sumado a esto, en el WB, las lineas de TNBC fueron acomodadas en orden creciente de la
etapa clinica de la que fueron obtenidas, para determinar si existia alguna asociacion entre la
etapa clinicay el nivel de expresién de LNK. Contrario a lo esperado, se pudo observar que si
bien entre las lineas HCC1806, HCC1937 y MDA-MB-231 se podia ver unatendencia creciente
de expresion LNK relacionada con el avance de la etapa clinica, en la linea HCC70 de una
etapa intermediay en la MDA-MB-468 de una etapa metastasica no habia grandes cantidades

de esta proteina, con lo que fue posible descartar esta asociacion.
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Consultando nuevamente las bases bioinforméaticas, se buscd la expresion de LNK en lineas de
cancer de mama no triple negativo y se pudo ver que la mayoria presentaban una menor
expresion que las de TNBC, se realiz6 un experimento preliminarde WB utilizando las lineas
MCF-7,BT474y HCC1954,y se pudo observar laausenciade laproteina LNK, lo que coincidiria
conlos resultados publicadosen labase HPA, ya que si bien expresan LNK en bajas cantidades
la sensibilidad de latécnica ni siquiera permitié visualizar la proteina en las lineas de TNBC con
menor expresion. Sin embargo, se vuelve a presentar una contradiccion con lo publicado por
Jianxin Lvy colaboradores, en donde se puede observar quelalinea BT474 tiene una expresion

proteica de LNK superior a todas las lineas de TNBC [42]., contrario a lo descrito en la base
HPA y lo obtenido en este WB preliminar.

Continuando con la busqueda de LNK en las lineas de TNBC, se cuantifico el mMRNA de LNK
por medio de qPCR en todas las lineas y se comparé con cantidad presente en la linea celular
no tumorigénica (MCF10A). En este ensayo fue posible determinar que todas las lineas
producian mMRNA de LNK en diferentes cantidades, y estos datos obtenidos presentaban la
misma tendencia que los obtenidos por medio de WB asi como lo descrito en la base HPA [43].
Se pudo observar que unicamente las lineas HCC1806, HCC1937 y la MDA-MB-231
presentaban una mayor cantidad de mRNA de LNK que la linea MCF10A, y para el caso de las
lineasHCC70y MDA-MB-468 se podia ver unacantidad menor a la del control notumorigénico.
Los datos obtenidos para las lineas HCC70, MDA-MB-468 y MDA-MB-231 coinciden con lo

reportado en la base de datos GOBO vy |lo publicado por Jianxin Lv y colaboradores [42, 44].

Otro de los aspectos a destacar fue que tanto en los datos presentados en la base HPA, como
los resultados obtenidos por medio de WB y gPCR, la linea MDA-MB-231 presenta la mayor
expresion de LNK. Al realizar una investigaciéon mas a fondo sobre las caracteristicas de las
lineas de TNBC utilizadas, se pudo encontrar que la linea MDA-MB-231 pertenece a la
subclasificacion de cancer de mama “tipo basal B” y las lineas HCC1806, HCC1937,HCC70y
MDA-MB-468 pertenecen a la subclasificacion de cancerde mama “tipo basal A” [59]. Los datos
obtenidos experimentalmente en la cuantificacion del mMRNA de LNK en células de TNBC
coinciden con lo presentado en la Figura 11-B, en la que se observa que el grupo de lineas
celulares de cancer de mama “tipo basal B” tienen una mayor expresiéon del LNK que el “tipo

basal A”.
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Posteriormente se quiso conocer el estado basal de fosforilacion de las proteinas STAT3 y
JAK2. La abundante fosforilacion de la proteina JAK2 presente en las lineas MDA-MB-468 y
HCC70Yy la escasa fosforilacion de JAK2 en la linea MDA-MB-231, puede ser explicada por
baja y alta expresion de LNK, respectivamente, ya que LNK es el regulador principal de la
activacion de JAK2. Contrario a lo esperado, la fosforilaciéon de JAK2 en las lineas HCC1806 y
HCC1937 parece notener relacion con la presenciade LNK, por lo que nos podria indicar una
disminucion de su funcion en estas lineas. La fosforilacion disminuida de STAT3 en la linea
MDA-MB-231 asociada a la escasa fosforilacion de JAK2y la aumentadafosforilacionde STAT3
relacionada con la abundante fosforilacion de la proteina JAK2 en la linea HCC70 parece
indicarnos que el funcionamiento del circuito de autorregulacion es correcto en estas lineas,
pero también se observa que en lalinea MDA-MB-231 aun con la presencia mas abundante de
LNK no termina por inhibir toda la activacién de la via JAK2/STAT3. En lo observado para la
fosforilacion de STAT3 en las lineas HCC1806, HCC1937 y MDA-MB-468, parece no tener
relacion con la abundancia de LNK, nicon la activacién de JAK2, lo que podria indicarnos una
posible disminucion de la funcién de la proteina LNK ya que no se observa su actividad
inhibitoria esperada.

Tomando en cuentaquela proteina LNK se encuentraabundantemente en lascélulasde TNBC,
pero que en lineas HCC70y MDA-MB-468 no existe una abundancia mayor que el control no
tumorigénico y la falta de relacion entre su abundanciay el aumento o disminucion de la
supervivencia en los pacientes, se puede sugerir que la sola expresion de LNK no explica su
funcionamiento aberrante, por ello se planted la busqueda de algun otro fenémeno que pudiera
estar involucrado en la disminucion de su funcién. Diversos estudios han propuesto que la
expresion disminuida o aumentada de una proteina puede no ser el factor determinante en la
falta de su funcion,y que una amplia gama de condiciones médicas y enfermedades se
encuentran relacionadas Unicamente con la localizacion aberrante de multiples proteinas. Se
ha planteado que el contexto espacio temporal fisiolégico juega un papel importante en la
funcion normal de las células y que la localizacion subcelular de las proteinas es crucial para

su funcionamiento adecuado [60, 61].
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La deslocalizacion de diversas proteinas se ha relacionado con la ganancia o pérdida de
funcién, fendmeno que se ha asociado al desarrollo de multiples enfermedades incluyendo al
cancerde mama [61, 62]. Tomando en cuenta laimportancia de la localizacion de las proteinas
para su correcto funcionamiento, la posible presenciade un SNP en la secuencia que codifica
al dominio PH que puede modificar su afinidad por la membrana citoplasmatica y la necesidad
gue tiene LNK de encontrarse en la membrana citoplasméatica para interactuar con sus blancos
moleculares para ejercer su funcién inhibitoria, se dio lugar al planteamiento de la hipotesis de
este trabajo. Por tal motivo es que, se quiso determinar si la proteina LNK, sea abundante o no,
se encontraba en la localizacion adecuada para su correcto funcionamiento, por lo que se
procedio a realizar la microscopia de fluorescenciay confocal. En los resultados de microscopia
de fluorescencia se pudo observar que la proteina LNK se ubicaba tentativamente en el ntcleo
en las lineas celularesHCC1806,HCC1937 y HCC70, y que en las MDA-MB-468 y MDA-MB-
231 se podia observar una posible distribucion de LNK posiblemente citoplasmatica y nuclear,
resultado que necesitaba ser corroborado por medio de microscopia confocal. En las imagenes
tridimensionales obtenidas con el microscopio confocal se pudo determinar su localizacién
exacta de la marca de LNK, con ello se comprobé que LNK se encontraba principalmente en el
nucleo en las célulasHCC1937 yHCC1806y que en las células HCC70, MDA-MB-468 y MDA-
MB-231 se podria encontrar en citoplasmay una pequefia cantidad dentro del nucleo.

En estudios realizados sobre la razon por la que LNK pierde la funcién regulatoria sobre la via
de JAK2/STAT3 en neoplasias mieloproliferativas y en otros trastornos hematologicos, han
arrojado datos sobre la existencia de mutaciones en el gen de LNK, que generan una proteina
deficiente que no posee la capacidad de dirigirse haciala membrana, ni de interactuar con sus
blancos moleculares, por lo que la pérdida del circuito de autorregulaciéon de la via JAK2/STAT3
da lugar a la progresion de estas neoplasias [33, 34, 63]. Al no presentarse el patron de
distribucién membranal esperado y encontrarqué la proteina LNK se encontrabadeslocalizada,
podria explicarse la falta de funcién inhibitoria sobre la via JAK2/STAT3, asi como indicamos
gue la deslocalizacion de esta proteina podria jugar un papel importante en el progreso del
TNBC.

Existen pocos reportes donde la proteina LNK se encuentre en el nucleo. En la base HPA

existen imagenesde inmunofluorescencias paradetectar LNK en donde se halogrado encontrar
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esta proteina en el nucleoplasma de las lineas celulares U-2 OS (de sarcoma de tibia) y U-251
MG (de glioblastoma), y en espermatocitos justo antes de comenzar la meiosis [43]. También
en estudios sobre el rol que juegaLNK en el cancer de ovario, se ha visto que algunas proteinas
nucleares pueden interactuar con LNK y se ha encontrado una pequefia cantidad de LNK
localizada dentro del nucleo. Lo que sugiere que LNK puede tener alguna funcién bioldgica en

el nucleo que no ha sido caracterizada a la fecha [36].

Al ver estos datos y los resultados de la inmunofluorescencia en las células de TNBC, se
procedio a investigar sobre la posible presencia de pequefias secuencias de a.a. denominadas
NLS y sefiales de exportacion nuclear (NES, por sus siglas en inglés) dentro de la secuencia
completa de a.a. de la proteina LNK, las cuales son secuencias conservadas que le confieren
a las proteinas la capacidad de entrar y salir del nucleo de la célula. En los estudios
mencionados anteriormente sobre la secuencia de a.a. de las proteinas de la familia SH2B, se
determin6 que SH2B1 presentaba una NLS en entre los a.a. 146 al 152 y también se determind
gque SH2B1 presenta una NES, ademas de que ambos péptidos sefial son completamente
funcionales. En este mismo estudio, se pudo determinar que la entrada y salida de SH2B1 al
nucleo juega un papel importante sobre la modulacion de la expresion génica en la
diferenciacion neuronal. En este mismo estudio se realiz6 el alineamiento de las secuencias de
a.a. delas 3 proteinas integrantes de la familiaSH2B,y se pudo observar que laproteina SH2B2
compartia similitud en la presencia de secuencias con alta similitud a las NLS y NES de la
proteina SH2B1. Sin embargo, para el caso de la proteina LNK (SH2B3) no se encontraron

secuencias consenso que le permitan funcionar como péptido sefial para la entrada o salida al
nucleo [50].

La localizacion erronea de proteinas puede deberse principalmente a la alteracion en el nivel
de expresion de la proteina, mutaciones en los péptido sefial, alteraciones de las modificaciones
postraduccionales o a la desregulacién de la maquinaria de trafico de proteinas [60]. En caso
particular de LNK, se reporta diversos estudios realizados en varios tipos de céancer
hematoldgico, que unade las principales causas de la pérdida de funcién de la proteina LNK
es la presenciade mutaciones que modifican directamente la secuenciade a.a. quela conforma

dandolugaraunaproteina queincapazde dirigirse a la localizacion adecuada e interactuar con
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sus blancos moleculares por el cambio de la secuenciade a.a. en sus dominios funcionalesy

en sus péptidos sefial, o por la produccién de una proteina trunca [33, 34, 63].

Posteriormente se realizé el analisis in silico de la presencia de posibles NLS en la proteina
LNK con el uso de la plataforma denominada NLStradamus, que predice que parte de la
secuenciade a.a de las proteinas presentan una mayor probabilidad de funcionarcomo NLS
[52, 64], en este analisisde pudo observar que en la secuenciade a.a. de LNK no existe la
presencia de péptidos sefial con alta probabilidad de funcionar como NLS. Sin embargo, se
pudo observar que la secuenciacomprendida entre los a.a. 95 al 118 es la que tiene una mayor
probabilidad de actuar como una NLS comparado con el resto de la proteina. Ademas, se pudo
observar que las mutaciones reportadas en el articulo de S. Gery y H. P. Koeffler[29] y en la
plataforma cBioPortal [49] se encontraban cerca de esta zonade la secuencia de aminoacidos
gue tiene mayor probabilidad de funcionarcomo una NLS. Al hacer la conjuncion de toda esta
informacién, sumado a que las NLS generalmente son secuencias pequefias que contienen
residuos de a.a. basicos [65] y que el cambio de un inico aminoacido no basico poruno basico
puede dar lugara la aparicion de una NLS, surgio el interés por conocer si estas mutaciones o
mutaciones similares en las lineas de TNBC pueden aumentar la probabilidad de la entrada de
LNK al nucleo. Al realizar la comparacion de las secuencias luego de incluir las mutaciones
reportadas para cancer de mama, se observdé que la mutacién que provocaba el cambio
p.Glul22Lys aumentaba significativamente la probabilidad de que se presentara una NLS
funcional, esto se puede relacionar con que esta modificacion provoca el cambio de un a.a.
cargado negativamente por una lisina, que es un aminoacido basico en un sitio de mayor
probabilidad de encontrar una NLS. Para determinar si existian mutaciones similares de LNK
en las lineas de TNBC se realizé la secuenciacion de los nucleétidos que dan lugar a la
secuencia de a.a comprendida entre los residuos 65 al 173, ya que como se menciond con
anterioridad, era la parte de la secuencia que parecia indicarnos una mayor probabilidad de
encontrar cambios que dieran lugar a la aparicion de una posible NLS. Con el anélisis de la
secuenciacion, se determin6 que la secuencia de todas las lineas de TNBC evaluadas se
encuentran inalterada. Sin embargo, esto debe de corroborarse con el uso de la secuenciacion
completa del gen de LNK, para poder descartar la presencia de mutaciones que ocasionen la

aparicion de NLS clasicas que le permitan a LNK entrar al nucleo.
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11. Conclusiones

* Se encontr6é que la proteina LNK se expresa en el tejido mamario sano en mayor medida
gue en la mayoria de los tejidos de los sistemas reproductivos masculino y femenino.

* Se pudodeterminar que las variaciones en la expresion de LNK entre el tejido sano y el
tumoral no tienen una asociacion con la supervivencia de los pacientes que presentan

cancer de mama.

» Se corroboré que todas las lineas de TNBC evaluadas expresan LNK, presentdndose la
mayor cantidad en las lineas celulares MDA-MB-231, HCC1806 y HCC1937. Sin lograr
establecer alguna asociacién entre la produccién de LNK con la etapa del cancer de la

cual fueron obtenidas las lineas evaluadas.

» Se corrobord que existe una menor cantidad LNK presente en las lineas de TNBC basal
A (HCC1806,HCC1937, HCC70y MDA-MB-468), comparada con la linea de tipo basal
B (MDA-MB-231). Sumado a esto, se puede sugerir que LNK no presenta una funcion
normal en estas lineas ya que no se observé una inhibicion de la via JAK2/STAT3

proporcional a la cantidad presente de LNK.

+ Contrario a lo esperado, LNK no se encuentra localizada cerca de la membrana
citoplasmatica, en cambio presenté una distribucién citoplasmica, y en menor medida
nuclear, en las lineas HCC70, MDA-MB- 231 y MDA-MB- 468, mientras que la proteina
se localizo dentro del nacleo preferencialmente en las células HCC1937y HCC1806. La
deslocalizacién de la proteina LNK dentro de las lineas celularesde TNBC podria sugerir

una asociacion con la disminucioén de la funciéon normal de LNK.

* No fue posible detectar mutaciones en la parte del gen de LNK analizada, en las lineas
de TNBC evaluadas, que dieran lugar a una modificacion de la secuenciade a.a.y a la
aparicion de posibles NLS funcionales.
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12. Perspectivas

« Corroborar la presencia de la proteina LNK en diferentes espacios subcelulares en las
lineas celulares de TNBC, utilizando fraccionamiento subcelular previo al WB.

+ Determinarla presenciade LNK en lineascelularesde cancerde mama que noson triple
negativo y compararlo con lo obtenido para las lineas de TNBC.

» Realizar el WB con un anticuerpo que reconozca el amino terminal de la proteina LNK,
con el fin de descartar la presencia de otras variantes de la proteina LNK.

» Realizar la secuenciacion completa del gen de LNK, con el fin de determinar si existen
mutacionesy si estas pueden ser causantes de cambios en la secuenciade a.a. que den

lugar a la aparicion de potenciales péptidos sefial de entrada al nucleo en las lineas
celulares de TNBC.

+ Estudiaren las lineas de TNBC el efecto de LNK en la activacion de la via JAK2/STAT3
con un modelo inducible.
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