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Rol de los micro-ARN 21 y 16 en la diseminacion metastasica y

resistencia a terapias dirigidas en el cancer de mama ErbB-2 positivo.

RESUMEN

La sobreexpresion/amplificacion del receptor con actividad tirosina-quinasa ErbB-2 define un
subtipo agresivo de cancer de mama (CM) con incidencia elevada de metastasis, denominado
ErbB-2 positivo. En esta Tesis revelamos un nuevo sentido de la interaccion entre el ErbB-2 y
Stat3, otro actor clave en CM, la cual subyace la diseminacion metastasica. Encontramos que Stat3
no solo induce la expresion del ErbB-2, sino que también lo recluta como coactivador en el
promotor del microARN-21, un microARN promotor de metastasis. El ErbB-2 induce ademas la
expresion del microARN-21 actuando como factor de transcripcion. El microARN-21, a su vez,
inhibe la expresién de PDCD4, un supresor de metastasis. En la clinica, encontramos en tumores
ErbB-2 positivos una correlacion inversa entre la coexpresion nuclear Stat3/ErbB-2 y la expresién
de PDCDA4, la expresioén del microARN-21 y de PDCD4, y la expresion de PDCD4 vy la presencia de
metastasis ganglionares.

A pesar de que terapias dirigidas al ErbB-2, como el trastuzumab y el lapatinib, han probado
ser beneficiosas, las respuestas tienden a ser limitadas en magnitud y duracion. Aqui, describimos
un mecanismo de accion novedoso para estos agentes. Encontramos que el trastuzumab y el
lapatinib, a través del bloqueo de las vias de PI3K/AKT y MAPK, inhiben al oncogén c-Myc, lo cual
aumenta los niveles del microARN-16, un potente supresor tumoral. La incapacidad de inducir la
expresion del microARN-16 subyace fendmenos de resistencia. Identificamos a CCNJ y FUBP1
como blancos novedosos del microARN-16, responsables de sus efectos antiprolfierativos, y
demostramos que los niveles del microARN-16 y FUBP1 predicen la respuesta al trastuzumab en
adyuvancia, en pacientes con CM ErbB-2 positivo. Postulamos al microARN-16 como un agente

terapéutico innovador para tumores resistentes al trastuzumab y/o lapatinib.



Palabras Clave: Cancer de mama, ErbB-2, microARN-21, microARN-16, Metastasis, Stat3,

Resistencia, Trastuzumab, Lapatinib.



MicroRNA-21 and microRNA-16 roles in ErbB-2 positive breast cancer

metastatic dissemination and resistance to targeted therapies.

ABSTRACT

Overexpression/amplification of the receptor tyrosine kinase ErbB-2 accounts for an
aggressive breast cancer (BC) subtype (ErbB-2 positive) with increased incidence of metastases. In
the present Thesis, we revealed a novel direction of the interaction between ErbB-2 and Stat3
(another key player in BC), underlying BC metastasis. We found that Stat3 not only induces ErbB-2
expression, but it also recruits ErbB-2 as its co-activator at the promoter of microRNA-21, a
metastasis-promoting microRNA. ErbB-2 also up-regulates microRNA-21 through its direct role as
transcription factor. MicroRNA-21, in turn, downregulates the expression of the metastasis-suppressor
protein PDCD4. In the clinic, we found an inverse correlation between ErbB-2/Stat3 nuclear co-
expression and PDCD4 expression, microRNA-21 and PDCD4 expression, and PDCD4 expression
and nodal metastasis in ErbB-2 positive tumors.

Although the ErbB-2-targeted therapies trastuzumab and lapatinib have proven beneficial,
responses are usually limited in length and magnitude. Here, we revealed a novel mechanism of
action of these agents. We found that that blockade of PI3K/AKT and MAPK by trastuzumab or
lapatinib inhibits the oncogene c-Myc, resulting in upregulation of microRNA-16, a potent tumor
suppressor. Accordingly, we found that failure to upregulate microRNA-16 underlies resistance. We
identified two novel microRNA-16 targets, CCNJ and FUBP1, which mediate microRNA-16
antiproliferative effects, and identified microRNA-16 and FUBP1 as predictive biomarkers of
adjuvant trastuzumab response in patients with ErbB-2 positive BC. We propose microRNA-16 as

an innovative therapeutic agent for trastuzumab- and lapatinib-resistant tumors.



Keywords: Breast cancer, ErbB-2, microRNA-21, microRNA-16, Metastasis, Stat3, Resistance,

Trastuzumab, Lapatinib.
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ADCC: citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo
ADN: acido desoxirribonucleico

ADNCc: ADN copia

AKT: proteina quinasa B

ARN: acido ribonucleico

ARNmM: ARN mensajero

Bcl-2: B-cell lymphoma 2

CBP: CREB-binding protein

CCN: ciclina

CDK: quinasa dependiente de ciclina
CDX2: homeocaja 2 de tipo caudal

CG: cancer gastrico

ChIP: inmunoprecipitacion de la cromatina
CM: cancer de mama

COX-2: ciclooxigenasa tipo |l

CPM: cuentas por minuto

c-Myc: v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene homolog

DAPI: 4’,6’-diamidino-2-fenilindol
DE: desvio estandar
DLEU2: deleted in lymphocytic leukemia 2

DMEM/F12: Dulbecco's modified Eagle's medium/Ham's F12

DN: proteina dominante negativa
EGFR: receptor del factor de crecimiento epidérmico

ABREVIATURAS

ErbB-2: v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2, neuro/glioblastoma derived
oncogene homolog; también denominado HER2 (humano) o neu (rata)

FDA: Food and Drug Administrarion

FFPE: fijado en formalina y embebido en parafina.
Foxp3: forkhead box P3

FT: factor de transcripcion

FUBP1: proteina 1 de union a FUSE

FUSE: Far Upstream Element

GAPDH: gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
GAS: gamma-activated sites

GFP: proteina verde fluorescente

GHR: receptor de la hormona de crecimiento
HAS: HERZ2 associated sequence

HIF-1: factor 1 inducido por hipoxia

HRG: heregulina

HRP: peroxidasa de rabanito

IF: inmunofluorescencia
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Ig: inmunoglobulina

IHQ: inmunohistoquimica

IGF1-R: receptor del factor de crecimiento semejante a insulina de tipo |
IP: loduro de propidio

MAPK: proteinas quinasas activadas por mitégenos

MCL1: myeloid cell leukemia 1

MiARN / miR: microARN

MMTV: virus tumoral mamario murino

MPA: acetato de medroxiprogesterona

mTOR: mammalian target of rapamycin

NErbB-2: ErbB-2 nuclear

NLS: sefial de localizacion nuclear

nt: nucledtidos

Nn.s.= no significativo

pb: pares de bases

PBS: buffer fosfato salino

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa

PDCD4: programmed cell death protein 4

PI3K: fosfatidil inositol 3-quinasa

pre-miR: precursor de microARN

PTEN: homodlogo de fosfatasa y tensina

RE: receptor de estrogeno

RISC: RNA-induced silencing complex

RP: receptor de progesterona

RTQ: receptor con actividad tirosina-quinasa

RT-gPCR: PCR cuantitativa en tiempo real

SDS-PAGE: electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio
SEM: error estandar de la media

SFB: suero fetal bovino

SFBch: suero fetal bovino libre de esteroides por adsorcion con carbdn activado
siARN: ARN corto de interferencia

Stat3: proteina transductora de sefiales y activadora de la transcripciéon 3
TCGA: The Cancer Genome Atlas

TNFa: factor de necrosis tumoral alfa

TZ: trastuzumab

uPA: activador de plasmindgeno de tipo uroquinasa

UTR: regién no traducida

VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular

VEGFR: receptor de VEGF

WB: western blot

WNT3A: wingless-type MMTYV integration site family, member 3A
WT: wild type
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INTRODUCCION GENERAL

Cancer de mama

El cancer de mama (CM) es una enfermedad con incidencia elevada, siendo el tipo de
cancer mas frecuente en mujeres en el mundo entero, y la segunda causa de muerte por cancer,
luego del cancer de pulmén. En este sentido, el National Cancer Institute (EEUU;
http://www.cancer.gov/types/breast/risk-fact-sheet) estima que a una de cada ocho mujeres que
viva hasta los 85 anos se le diagnosticara CM en el transcurso de su vida. En Argentina, donde
mas de 18.700 mujeres son diagnosticadas con CM cada ano, el mismo representa la primera
causa de muerte en mujeres por patologia maligna [Fuente: Sistema de Vigilancia Epidemioldgica y
Reporte del Instituto Nacional del Céancer (SIVER/INC);
http://www.msal.gob.ar/inc/index.php/acerca-del-cancer/estadisticas]. El Ministerio de Salud de la
Nacion (Argentina) reportd que la mortalidad anual por CM en nuestro pais asciende a 18 casos
por cada 100.000 mujeres, significando esto alrededor de 5.500 muertes por afio asociadas a la
enfermedad. En paises desarrollados, la mortalidad por CM ha disminuido en los ultimos afios
gracias al diagndstico precoz, a los mejores esquemas de tratamiento disponibles y a la reciente
reduccion de la incidencia [Surveillance, Epidemiology, and End Results Cancer Statistics Review;
http://seer.cancer.gov/csr/1975_2012/]. En nuestro pais, si bien la mortalidad por CM a nivel
nacional ha disminuido en forma sostenida y significativa desde el afio 1996, aun persisten varias
regiones con tendencias en aumento [Fuente: SIVER/INC]. En estos casos, el escaso acceso a
planes de cobertura médica, a tratamientos personalizados de avanzada y a mejores herramientas
de diagnéstico, asi también como la co-existencia de infecciones en situaciones de pobreza,

impiden que los ultimos avances se traduzcan en un mejor tratamiento de la enfermedad.

El CM es una enfermedad biolégicamente muy heterogénea. El diagndstico del CM esta
basado en la determinacion de caracteristicas histopatolégicas especificas que definen distintos
subtipos histolégicos. En la actualidad, el diagnéstico se acompafia ademas de la determinacion de
marcadores moleculares, como el receptor de estrogeno (RE), el receptor de progesterona (RP), el
receptor de membrana con actividad tirosina-quinasa ErbB-2, y el marcador nuclear de proliferacién
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Ki-67. En funcién de la expresion diferencial de estos marcadores, el CM puede clasificarse en
distintos subtipos moleculares (Tabla 1), los cuales resultan informativos acerca del prondstico del
paciente, y de las estrategias terapéuticas a emplear (Goldhirsch et al., 2013). Por otra parte, los
canceres se clasifican en estadios clinicos de | a IV en base al tamafio tumoral, el compromiso
ganglionar y la presencia de metastasis a distancia (Singletary et al., 2002). A partir del diagndstico
histopatologico y del estadio clinico, se asigna a cada paciente un esquema de tratamiento que
puede incluir estrategias como la tumorectomia, mastectomia, radioterapia, quimioterapia, terapia

hormonal y/o terapias dirigidas contra blancos moleculares.
Tabla 1. Definiciones subrogantes de subtipos moleculares de CM.

Tratamiento de

Subtipo Molecular .
referencia

Definicion clinico-patoldgica

» RE y RP positivos

Luminal A » ErbB-2 negativo Terapia endocrina
» Ki-67 bajo
» RE positivo
ErbB-2 » RP positivo o negativo Terapia endocrina £
negativo » ErbB-2 negativo Quimioterapia
) » Ki-67 elevado
Luminal B -
» RE positivo
ErbB-2 » RP positivo o negativo A3 2R Bl o
- 2+
positivo  » ErbB-2 sobreexpresado/amplificado VSRR a2

Terapia endocrina
» Ki-67 bajo o elevado

ErbB-2 positivo
(no luminal)

Triple negativo

» RE y RP negativos
» ErbB-2 sobreexpresado/amplificado

» RE y RP negativos

Quimioterapia +
Terapia anti-ErbB-2

Quimioterapia

» ErbB-2 negativo

Clasificacion molecular del CM en base a la determinacién de marcadores moleculares (“subtipos intrinsecos”), y
estrategias terapéuticas generales recomendadas. Adaptado del St. Gallen International Expert Consensus (Goldhirsch et

al., 2013).

ErbB-2: caracteristicas estructurales y mecanismos de accién
La familia de receptores tirosina-quinasa tipo | (RTQ-I) se compone de cuatro receptores
relacionados: ErbB-1 (EGFR), ErbB-2 (Neu/HER2), ErbB-3 y ErbB-4 (Yarden and Sliwkowski,

2001). En presencia de ligandos, los receptores forman hetero- u homodimeros que son
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transfosforilados por los dominios quinasa activos en su contraparte. Las excepciones son el ErbB-
3, que tiene una actividad tirosina-quinasa muy baja, y el ErbB-2, para quien no se conocen
ligandos (Arteaga and Engelman, 2014). En cambio, se han descripto hasta el momento una gran
cantidad de ligandos para los demas RTQ-I, incluyendo seis ligandos del EGFR, y todas las
isoformas conocidas del factor de diferenciacién Neu/Heregulina/Neuregulina (HRG), que se unen
al ErbB-3 y ErbB-4 (Tzahar et al., 1996; Harris et al., 2003). Una vez fosforilados, los receptores
actuan como sitios de anclaje para el reclutamiento de proteinas adaptadoras o enzimas, las cuales
inician cascadas de senalizacién capaces de controlar multiples procesos celulares. Dos de la
principales vias activadas por estos receptores son la de las proteinas quinasas activadas por
mitégenos (MAPK) y la de la fosfatidil inositol 3-quinasa/ proteina quinasa B (PI3K/AKT) (Figura 1).
Otras proteinas efectoras importantes para la sefalizacion de los ErbBs son: la tirosina-quinasa
soluble Src, la serina-treonina quinasa mMTOR (por sus siglas en inglés, mammalian target of
rapamycin) y las proteinas transductoras de sefiales y activadoras de la transcripcion (Stats)
(revisado en Yarden and Sliwkowski, 2001). La respuesta biologica especifica desencadenada

depende de las interacciones cruzadas entre las vias de senalizacion activadas.

El ErbB-2, como todos los miembros de la familia de RTQ-I, es una proteina de un solo paso
de membrana con 4 dominios extracelulares (I al IV), siendo el dominio IV el mas proximo a la
membrana plasmatica. Los dominios | y Il estan involucrados en la union al ligando, y el brazo de
dimerizacion del dominio Il promueve la interaccion receptor-receptor (Burgess et al., 2003) (Figura
1). Ademas, el ErbB-2 posee un dominio hidrofébico que lo ancla y posiciona en la membrana, y
una region carboxilo-terminal citoplasmatica, donde se encuentra la actividad de tirosina-quinasa y
los residuos blanco de esa actividad (Figura 1). Aunque la molécula de ErbB-2 no puede unir
ligandos, la misma presenta una conformacion abierta y extendida que le permite homo- o
heterodimerizar con los demas ErbBs. De hecho, el ErbB-2 constituye el compafero de
dimerizacion mas frecuentemente encontrado formando dimeros con cualquier otro receptor ErbB
(Graus-Porta et al., 1997). Ademas, de todos los dimeros posibles, el de ErbB-2/ErbB-3 es el de

mayor potencial oncogénico, debido en parte a la capacidad unica que posee el ErbB-3 de unir a la
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subunidad regulatoria p85 de la PI3K, y de activar asi la via de AKT (Figura 1) (Fedi et al., 1994;

Graus-Porta et al., 1997).

La sobreexpresion del ErbB-2 resulta en su homodimerizacion espontanea y dispara la
activacion ligando-independiente de la actividad tirosina-quinasa. En este sentido, la desregulacion
de la expresién y actividad del ErbB-2 ha sido implicada en el desarrollo y la agresividad de

numerosos tipos de canceres humanos (revisado en Yan et al., 2014).

Brazos de Dimerizacion

!

e\
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Figura 1. Estructura y funciéon de los receptores ErbB. La union del ligado y la consecuente formaciéon de dimeros
entre ErbBs activan cascadas de sefalizacién interconectadas, que inducen y controlan un amplio rango de procesos
celulares. La formacion del dimero resulta en la fosforilacion cruzada de los miembros involucrados, creando sitios de
anclaje que permiten el reclutamiento de componentes de sefalizacion rio abajo, y la formacion de complejos de
sefalizacion. La activacion de la via de MAPK lleva a la transcripcion de genes que dirigen la proliferaciéon, migracion y
diferenciacion celular, asi como la angiogénesis. La sefializacién a través de la via de PI3K/AKT lleva a la activaciéon de
numerosos factores que controlan el ciclo celular, promueven la supervivencia de las células e inhiben la apoptosis. A
fines de simplificar el esquema, sélo se muestra en el mismo la sefalizacién a través de estas dos vias rio abajo del
dimero ErbB-2/ErbB-3, y se presentan aquellos efectos mas estudiados sobre la biologia de las células. Adaptado de

(Baselga and Swain, 2009).

CM ErbB-2 positivo

El ErbB-2 se expresa a niveles muy bajos en el tejido mamario normal y en lesiones
hiperproliferativas benignas, lo que sugiere que su expresion esta bajo estricta regulacién en la
mama normal. En cambio, la amplificacion génica y/o sobreexpresion del ErbB-2 es encontrada en
el 15-20% de los tumores de mama humanos y define un subtipo molecular de CM (ErbB-2
positivo), el cual tiene valor pronéstico, predictivo y relevancia terapéutica (Frahm et al., 2007;
Slamon et al., 1987). Estudios realizados por nuestro grupo demostraron que la incidencia de
sobreexpresion del ErbB-2 en mujeres de América Latina (12,9%) es comparable con la de las

mujeres en paises desarrollados (Schillaci et al., 2012).

El CM ErbB-2 positivo tiende a ser clinicamente muy agresivo, existiendo una correlacion
inversa entre los niveles de ErbB-2 en el tumor, la sobrevida total del paciente y el tiempo de
latencia antes de la recurrencia (Baselga and Swain, 2009; Slamon et al., 1987; Slamon et al.,
2001). Ademas, la expresion elevada de ErbB-2 correlaciona positivamente con la presencia de
células en fase S, con el tamafo y grado tumoral, con la presencia de metastasis en ganglios

linfaticos y con la resistencia a terapias endocrinas (Ross and Fletcher, 1998; Ross et al., 2009).

CM ErbB-2 positivo y metastasis

La diseminaciéon metastasica involucra varias etapas que comienzan cuando el tumor

primario invade tejidos lindantes e ingresa a vasos sanguineos o linfaticos. Las células viajan a
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través de la vasculatura, se extravasan en tejidos distantes, y establecen tumores secundarios
(revisado en Hunter et al., 2008). EI CM metastasico (CM estadio 1V) implica la colonizacion de
6rganos distantes, como el hueso, pulmén, higado o cerebro, por células del tumor primario. EI CM
metastasico no es curable, por lo que los tratamientos apuntan a prolongar y mejorar la calidad de

vida de los pacientes.

Evidencias clinicas y de laboratorio indican que la sobreexpresion/amplificacién del ErbB-2
contribuye a aumentar el potencial metastasico de las células cancerosas. Estudios en paciente
con CM y ganglios linfaticos positivos, revelaron una correlacion positiva entre el numero de
metastasis ganglionares y los niveles de ErbB-2 (Slamon et al., 1987; Slamon et al., 1989).
Asimismo, experimentos utilizando ratones transgénicos mostraron que la introduccion del gen del
ErbB-2 en ratones puede inducir carcinomas mamarios metastasicos en estos animales (Guy et al.,
1992; Suda et al., 1990). Mas aun, las metastasis a distancia, en particular las metastasis
cerebrales, son comunes en pacientes con CM ErbB-2 positivo, al punto de que casi la mitad de los

pacientes con enfermedad avanzada presentan metastasis en este sitio (Giordano et al., 2014).

Desde el punto de vista mecanistico, actualmente se sabe que la sobreexpresion del ErbB-
2: a) induce la funcién de las metaloproteasas 2 y 9, lo cual aumenta la capacidad invasiva de
lineas celulares de CM (Tan et al., 1997); b) incrementa los niveles de expresion del VEGF (por sus
siglas en inglés, vascular endothelial growth factor) en células de CM, lo cual, asociado a una
mayor actividad de metaloproteasas, puede llevar a una respuesta angiogénica mas fuerte (Petit et
al., 1997); c) confiere resistencia a la apoptosis (ventaja de supervivencia) a células de CM (Yu et
al., 1998). Si bien se sabe que estos factores contribuyen a incrementar el potencial metastasico
del CM ErbB-2 positivo, se estima que gran parte de los mecanismos que subyacen la induccién de
metastasis por el ErbB-2 son desconocidos al momento. La comprension y manipulacién de estos
mecanismos debiera facilitar entonces el desarrollo de nuevas terapias antimetastasicas para el

CM ErbB-2 positivo.
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microARNSs: biosintesis y mecanismos generales de accion

Los microARNs (miARNs/miRs) son una clase de ARNs pequefios (19-25 nt) endégenos no
codificantes, con funciones regulatorias sobre la expresion génica, tanto en condiciones fisioldgicas
como patolégicas. Durante su biogénesis (Figura 2), los segmentos del ADN que contienen los
genes codificantes para miARNs son transcriptos por las ARN polimerasas Il o Ill. El transcripto
primario (pri-miARN) puede tener una longitud de cientos a miles de nt, pero es procesado para dar
lugar a un precursor de ~100 nt (pre-miARN), el cual se pliega sobre si mismo para dar una
estructura caracteristica de horquilla (Borchert et al., 2006; Bartel, 2004). Las formas precursoras
son exportadas al citoplasma, donde atraviesan una serie de pasos cataliticos para alcanzar su
forma madura. En el citoplasma, los miARNs simple cadena maduros son integrados al complejo
proteico que constituye la maquinaria de silenciamiento inducida por ARN (RISC; por sus siglas en
inglés, RNA-induced silencing complex), para luego interactuar con secuencias complementarias

presentes en moléculas de ARN mensajero (ARNm) (Hutvagner and Zamore, 2002).

El dogma del ARN no codificante indica que los miARNs se unen a regiones localizadas en
la region 3’ no traducida (UTR; por sus siglas en inglés, untranslated region) de los ARNm para
inhibir la expresion de genes codificantes para proteinas (Figura 2). En particular, se ha postulado
que la “secuencia semilla” (posiciones 2 a 8 desde el extremo 5’ del miARN maduro) actua como la
principal guia para el reconocimiento de ARNm blancos. La habilidad de los miARNs para inhibir la
expresién génica radica en su capacidad para prevenir que los ribosomas puedan acceder al
ARNm vy traducirlo. Alternativamente, los miARNs puede inducir la degradacion del ARNm,
reduciendo asi también las posibilidades de que éste sea traducido (Bartel, 2004). El grado de
complementariedad entre un miARN y su ARNm blanco determinara el mecanismo por el cual se
bloquea la traduccién de este ultimo. Se ha encontrado que la complementariedad (cuasi) perfecta
favorece la degradacion por RISC, mientras que la complementariedad parcial reprime la
traduccion bloqueando el acceso del ribosoma al ARNm (Hutvagner and Zamore, 2002). Debido al

hecho de que cada miARN posee cientos a miles de ARNm blancos, un amplio segmento del
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genoma codificante se encuentra bajo el control de los miARNs. Asimismo, un mismo ARNm puede

ser blanco de diversos miARNSs, lo cual resulta en una compleja red regulatoria.

Transcripcion Pri-miARN
[ | del miARN
MIMFNMR
Gen miARN AAAAARN
(D_rosh ha l
Nicleo
<RAN-GTP>
by Pre-miARN }_(po n!,\
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Figura 2. Biogénesis y funcion de los miARNs. Los miARNs se originan en el nucleo como transcriptos primarios de
las ARN polimerasas Il o lll, a partir de genes independientes, de transcriptos policistronicos (como el esquematizado en
este caso), o de intrones de otros genes. Los pri-miARNs son poliadenilados en el extremo 3’, y poseen un cap en el

extremo 5’. Una ribonucleasa especifica de ARN doble cadena (Drosha), en conjunto con la proteina GGCR8 procesan al

pri-miARN a un precursor de 70—100 nt (pre-miARN), el cual es translocado desde el nucleo al citoplasma por el sistema

20



Exportina5/Ran-GTP. El pre-miARN es escindido luego a una longitud de 19—25 nt por un complejo compuesto por las

proteinas Dicer (una ribonucleasa Ill) y TRBP. Finalmente, el miARN interactia con RISC, el cual incluye proteinas de la
familia Argonauta. Una de las hebras del miARN se asocia establemente a RISC y se convierte en el miARN maduro, el
cual guia al complejo RISC hacia el 3UTR de ARNm blancos. A pesar de que la interaccion miARN-ARNmM generalmente
resulta en inhibicion de la traduccion, también se observa escision y/o desestabilizacion de ARNm blancos. Adaptado de

(Lodish et al., 2008).

El modelo propuesto para el accionar de los miARNs se ha expandido notablemente en los
ultimos afos, a partir del descubrimiento de una complejidad inesperada en sus mecanismos de
accioén, tales como su unién directa a promotores, su union a proteinas (mas alla de RISC), y su
interaccion directa con otros ARN no codificantes (revisado en Berindan-Neagoe et al., 2014). Por
otra parte, se ha descrito que los miARNs también pueden actuar uniéndose a regiones
codificantes o a la porcion 5" UTR de los transcritos (Lytle et al., 2007). En los ultimos afos, se ha
demostrado también que ciertos miARNs puede favorecer la expresién de proteinas (ademas de
inhibirlas) (Vasudevan et al., 2007). Asimismo, se ha visto que los miARNs pueden ser secretados
(a través de su inclusién en exosomas) y disparar respuestas mediadas por receptores (Ej.
Recetores de tipo Toll) en células o tejidos distintos al de origen, actuando asi como “hormonas”

(Cortez et al., 2011).

microARNs y CM

Numerosos estudios de han demostrado que la expresién aberrante de miARNs es una
regla, mas que la excepcion, en el CM (Andorfer et al., 2011; Engert et al., 1991; lorio et al., 2005).
Diversos mecanismos, actuando en forma independiente o conjunta, pueden aumentar o reducir los
niveles de expresion de un miARN y/o de sus precursores (revisado en Bertoli et al., 2015).
Brevemente, se han encontrado ejemplos de los siguientes fenomenos en CM: a) Mecanismos
epigenéticos, incluyendo cambios en el perfil de metilacion y de acetilacién de histonas en genes
codificantes para miARNSs; b) Alteraciones genéticas, incluyendo cambios en el marco de lectura y
amplificaciones/deleciones en regiones codificantes para miARNSs; c¢) Alteraciones en la maquinaria

de sintesis y procesamiento de miARNSs, incluyendo la inhibicién generalizada de los niveles de
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Drosha y Dicer en CM avanzados; d) Regulacion transcripcional aberrante de miARNSs, incluyendo

alteraciones en el funcionamiento de distintos factores de transcripcion (FT).

En base a la naturaleza de sus ARNm blanco, y a sus efectos sobre la célula tumoral, los
mMiARN suelen clasificarse en miARNs oncogénicos (oncomiRs) o supresores de tumores. La
estrecha integracion de los miARNs en circuitos fisioldgicos permite que la desregulacion de un
pequeio numero de miARNs pueda afectar a gran escala el perfil de expresién génica de las
células, dirigiéndolas hacia una transformacion neoplasica. Notablemente, la desregulacion de los
mMiARNs no soélo afecta procesos asociados a la carcinogénesis, sino que puede tener también
consecuencias directas sobre la efectividad de las intervenciones terapéuticas, como se ha
demostrado en estudios resientes (revisado en Mulrane et al., 2013). En la Figura 3 se presentan
algunos ejemplos representativos de miARNs que actian como reguladores de caracteristicas

distintivas de la biologia tumoral (Hanahan and Weinberg, 2011) en el CM.
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Figura 3. Ejemplos de miARNs involucrados en caracteristicas claves del CM. Aquellos microARNs propuestos
como biomarcadores (diagndsticos/ prondsticos) en CM se sefialan en cursiva. Se indican con un asterisco los miARNs
que se postula pueden actuar como predictores de respuesta a terapias en CM. Aquellos miARNs con mudltiples funciones
propuestas (diagnodsticas/ prondsticas/ predictivas) se representan subrayados. En color negro se presentan aquellos
miARNs cuyas funciones se estudiaron en tumores primarios y, en color rojo, miARNs circulantes cuyos niveles de
expresion se analizaron en sangre o suero. Las flechas indican expresién aumentada o disminuida en CM. Adaptado de

(Bertoli et al., 2015).

microARNs y CM ErbB-2 positivo

El ErbB-2 dirige la expresion de distintos oncomiRs y miARNs supresores de tumores, los
cuales median al menos parte de sus efectos en el CM, tales como la induccién del crecimiento, la
diseminacion metastasica y la transicion epitelio-mesenquimal (revisado en Wang and Lin, 2013).
En este sentido, se han descrito perfiles de expresion diferenciales de miARNs para el CM ErbB-2
positivo, en comparacién con otros subtipos (Lowery et al., 2009; Kang et al., 2014b). En particular,
se ha sugerido que los niveles de expresion del miR-4728, un miARN localizado en un intrén del
gen del ERBBZ2, podria servir como marcador del status del ErbB-2 en CM (Li et al., 2015).
Notablemente, solo dos trabajos al momento han explorado los mecanismos a través de los cuales
el ErbB-2 controla la expresion de miARNs en CM. Por un lado, se ha reportado que el ErbB-2
induce la expresion del cluster microARN-23b/27b a través de la via de PI3K/AKT (Jin et al., 2013).
Asimismo, se ha encontrado que el ErbB-2 es capaz de inducir la expresion del microARN-21 a
través de la via de MAPK (Huang et al., 2009b). En otros tipos de cancer en los que el ErbB-2
juega un rol importante, como en el cancer gastrico (CG) ErbB-2 positivo, se ha encontrado que el
ErbB-2 es capaz de inhibir la expresion del supresor tumoral microARN-139 a través de su
silenciamiento epigenético, favoreciendo asi el crecimiento y progresién tumoral (Bao et al., 2011).

Asi, el estudio de los mecanismos moleculares que subyacen la expresién anormal de los
mMiARNs en el CM ErbB-2 positivo representa un area pobremente explorada, pero promisoria en
cuanto a las posibilidades de identificar nuevos biomarcadores y de desarrollar estrategias

terapéuticas novedosas basadas en miARNSs.
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INTRODUCCION ESPECIFICA: PRIMERA PARTE

Localizacion y funcién nuclear del ErbB-2

Si bien estd ampliamente aceptado que los ErbBs funcionan como iniciadores de
senalizacién en la membrana celular, su localizacion nuclear también es conocida y ha sido
documentada (revisado en Wang and Hung, 2012). De los miembros de la familia, el EGFR (Brand
et al., 2011), el ErbB-2 (Brand et al., 2011; Xie and Hung, 1994) y el ErbB-3 (Offterdinger et al.,
2002) fueron detectados en el nucleo de numerosos tipos de lineas celulares y tejidos, tanto
normales como tumorales. La localizacion del receptor ErbB-4 en el nucleo de células normales
también fue reportada (Bueter et al. 2006). En estos reportes, se encontré en el nucleo la forma
entera (no truncada) de los receptores. Por otra parte, se detecté la localizacién nuclear de
fragmentos carboxilo-terminales derivados del ErbB-2, ya sea por el truncamiento del extremo
amino, o por la existencia de sitios de inicio de la traduccion alternativos en células cancerosas
(Offterdinger et al., 2002; Scaltriti et al., 2007; Anido et al., 2006). Estas variantes truncadas del
ErbB-2 retienen el dominio transmembrana, por lo que su translocacion nuclear debe superar la
misma barrera energética con la que se enfrenta el receptor de longitud completa. La elucidacién
de los mecanismos involucrados en el transporte nuclear de los ErbBs constituye un area activa de
trabajo (revisado en Wang and Hung, 2012). Mas alld del mecanismo de transporte nuclear
implicado, las evidencias indican que el receptor debe poseer una sefial de localizacion nuclear
(NLS; por sus siglas en inglés, nuclear localization signal) para atravesar el poro nuclear. Al
respecto, en la porcion citoplasmatica del ErbB-2, entre los aminoacidos 676 y 689, se encuentra
una secuencia de localizaciébn nuclear que contiene tres grupos de aminoacidos basicos
(KRRQQKIRKYTMRR), conservada entre los miembros de la familia de los ErbBs (Hsu and Hung,
2007; Chen et al., 2005). Por otra parte, se ha demostrado también que la actividad tirosina-
quinasa del receptor es necesaria para su translocacién al nucleo (Wang et al., 2004; Beguelin et

al., 2010).

Se han descrito diversas funciones de los ErbBs en el nudcleo, tanto en tejidos normales
como en células cancerosas humanas, tales como la regulacion de la proliferacién celular, la
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reparacion de danos al ADN, la replicacion del ADN vy la transcripciéon (revisado en Wang and
Hung, 2012). También se los ha involucrado en la progresién del cancer (revisado en Wang and
Hung, 2009). En particular, trabajos pioneros describieron la funcion nuclear del ErbB-2 (NErbB-2)
en CM como FT sobre el promotor del gen de la ciclooxigenasa 2 (COX-2), al cual se une a través
de una secuencia especifica del ADN, denominada HAS (por sus siglas en inglés, HERZ2
associated sequence) (Wang et al., 2004). Los mismos autores demostraron en un trabajo posterior
que el NErbB-2, a través de su interaccion directa con la ARN polimerasa |, es capaz de regular la
tasa de sintesis del ARN ribosomal, lo cual induce la traduccion y crecimiento celular en modelos

de CM (Li et al., 2011).

Por otra parte, trabajos pioneros de nuestro laboratorio han demostrado que, por accion de
hormonas esteroideas o de la HRG, el ErbB-2 migra al nucleo y actia como coactivador del FT
Stat3 en tumores de mama, promoviendo la expresion de genes clave en el progreso del ciclo
celular, tales como la ciclina D1 (CCND1) y p21°™" (Beguelin et al., 2010; Cordo Russo et al., 2015;
Diaz Flaque et al.,, 2013b). Estos trabajos revelaron asi el papel central del NErbB-2 en la
proliferacion del CM que expresa receptores hormonales. Asimismo, nuestros estudios
demostraron la relevancia clinica de nuestros hallazgos, al comprobar que la expresion del NErbB-
2 sirve como un biomarcador de mal prondstico en pacientes con tumores que sobreexpresan
ErbB-2 en membrana (Schillaci et al., 2012). Mas aun, nuestros trabajos identificaron al complejo
transcripcional NErbB-2/Stat3 como un inductor clave de la proliferaciéon en tumores resistentes a
terapias anti-ErbB-2, y revelaron que la interaccion nuclear entre el ErbB-2 y Stat3 en la clinica
correlaciona con una menor sobrevida (Cordo Russo et al., 2015). Estas evidencias indican que el
NErbB-2 juega un rol importante en el CM y que la regulacién génica mediada por el NErbB-2 es un

campo promisorio de investigacion basica y clinica.

Stat3: Funciones en CM e interaccion con el ErbB-2
Las proteinas Stats funcionan como moléculas sefalizadoras en el citoplasma, y como FT
luego de su translocacién al nucleo (Bromberg and Darnell, Jr., 2000). En el nucleo, las proteinas

Stats se unen a secuencias consenso, denominadas GAS (por sus siglas en inglés, gamma-
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interferon activated sites), localizadas en los promotores de sus genes blanco, e inducen la
transcripcién de los mismos. La Figura 4 muestra el modelo propuesto para la activacién y funcion

de las proteinas Stat.

Citoplasma

Factores extrinsecos
e intrinsecos

l Cyclin D1, cMyg, J' Rho, Rac Jv

BelXl, Mcll, and p53

VEGE, HIFa

MMP2, MMPY,
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Figura 4. Mecanismo de activacion y funciones biolégicas de la familia de proteinas Stats. La unién de factores de
crecimiento o de citoquinas a sus receptores resulta en la activacion de la actividad tirosina-quinasa intrinseca del
receptor o de quinasas intracelulares asociadas al receptor, tales como quinasas de la familia de Janus (Jaks) o de Src.
Estas quinasas fosforilan las colas citoplasmaticas de los receptores en residuos tirosina especificos, generando sitios de
anclaje para el reclutamiento de monémeros de Stats. Las Stats reclutadas son fosforiladas en residuos tirosina o serina
especificos en el dominio carboxi-terminal y forman homo- o heterodimeros activos, los cuales se translocan al nucleo
donde, a través de su dominio de unién al ADN, reconocen secuencias especificas en el ADN y regulan la transcripcién

génica. Circulos amarillos = fosforilacion. Adaptado de (Kamran et al., 2013)
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La activacién constitutiva y persistente de Stat3, uno de los siete miembros de la familia
Stat, se ha reportado en tumores, cultivos primarios y lineas celulares de CM (Proietti et al., 2005;
Proietti et al., 2009; Banerjee and Resat, 2015; Tkach et al., 2013). En la clinica, Stat3 se encuentra
activa constitutivamente en el 69% de los CM humanos (Dolled-Filhart et al., 2003). Diversos
estudios indican que Stat3 regula una serie de vias claves en CM. Al respecto, se han encontrado
sitios de union de Stat3 en los promotores de genes cuyos productos estan involucrados en la
progresion del ciclo celular (Ej. c-fos, c-Myc, CCND1), en la apoptosis (Ej. Bcl-2, survivina), en la
transicion epitelio-mesenquimal (Ej. Vimentina, TWIST, MMP-7), asi como en la angiogénesis (E;j.
VEGF) (revisado en Kamran et al., 2013). Se ha demostrado ademas que Stat3 participa en los
procesos de invasion, metastasis y evasion tumoral del sistema inmune (Zhang et al., 2015b; Jones

et al., 2015).

Distintos trabajos, incluyendo aquellos de nuestro grupo, han demostrado que el ErbB-2
activa a Stat3, el cual actia como un efector de la iniciaciéon tumoral y diseminacion metastasica
inducida por el ErbB-2 en CM (Barbieri et al., 2010b; Barbieri et al., 2010a; Guo et al., 2006; Proietti
et al., 2009; Ranger et al., 2009). A modo de ejemplo, estudios realizados en modelos y muestras
de tumores de CM han demostrado que Stat3 es fosforilada por el ErbB-2 en tumores ErbB-2/RE
positivos, y que la activacién de Stat3 colabora a que las células tumorales adquieran marcadores y
rasgos tipicos de células madre (Chung et al., 2014). Asimismo, estudios previos han demostrado
qgue la sobreexpresion de ErbB-2 induce la secrecion de interleuquina-6 y la consecuente activacion
de Stat3, favoreciendo asi el desarrollo de un fenotipo de inflamacion sistémica, de mal pronéstico
clinico (Hartman et al., 2011). Mas aun, como se ha hecho mencién previamente, nuestro grupo ha
identificado a Stat3 como un blanco comun del RP y del ErbB-2, y ha demostrado que la activaciéon
del RP por progestagenos induce la formacién de un complejo transcripcional entre el NErbB-2 y
Stat3, el cual controla la proliferacion de células de CM (Beguelin et al., 2010). Notablemente, el
potencial caracter bidireccional de la interaccion entre Stat3 y el ErbB-2, esto es, la capacidad de
Stat3 de actuar como un activador rio arriba del ErbB-2 en el CM, no ha sido explorada al

momento.
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microARN-21 y CM ErbB-2 positivo

El microARN-21 (miR-21) se destaca como un miARN cuya expresion se encuentra
aumentada en practicamente todos los canceres de tipo epitelial (Wang et al., 2014), incluyendo al
CM (Zhang and Ma, 2012; lorio et al., 2005), asi también como en diversas neoplasias
hematoldgicas, de tejido conectivo, germinal y nervioso (revisado en Krichevsky and Gabriely,
2009). El miR-21 posee una secuencia conservada en mamiferos, y es codificado a partir de un
unico gen. En la mayoria de los canceres donde miR-21 esta sobreexpresado, el locus del miR-21
no suele estar amplificando, sugiriendo que la desregulacién ocurre a nivel transcripcional o post-
transcripcional (Krichevsky and Gabriely, 2009). EI miR-21 se ha clasificado como un oncomiR en
CM pues es capaz regular positivamente la proliferacion celular, apoptosis y diseminacion
metastasica en CM, a través de la inhibicion de la expresion de diversos genes con actividad
supresora de tumores (Song et al., 2010; Dong et al.,, 2014; Buscaglia and Li, 2011). En este
sentido, se ha reportado que la expresion forzada de miR-21 en células de CM induce sus
capacidades migratorias e invasivas (Han et al., 2012; Song et al., 2010). Ademas, trabajos previos
han encontrado una correlacion directa entre los niveles de expresion de miR-21 y la diseminacién
metastasica en muestras clinicas de tumores de CM (Marino et al., 2014; Yan et al., 2008; Petrovic
etal., 2014).

El miR-21 actia como mediador de la sefializacion rio abajo del ErbB-2. En un estudio en
muestras de tumores primarios de CM, niveles elevados de miR-21 se asociaron positivamente a la
expresion del ErbB-2, a un mayor tamano tumoral, a un grado y estadio tumoral mas elevado, y a
una peor expectativa de vida (Lee et al., 2011). Mas aun, la expresion forzada de ErbB-2 en células
normales o cancerosas con niveles endoégenos reducidos de ErbB-2 induce significativamente la
expresion del miR-21 (Huang et al., 2009b; Yu et al., 2010). La inducciéon de miR-21 puede ser
bloqueada por inhibidores de la via de MAPK, pero no asi por inhibidores de AKT ((Huang et al.,
2009b). Ademas, la expresion del miR-21 es regulada en forma directa por los factores de
transcripcién AP-1 (Fujita et al., 2008), Stat3 (Loffler et al., 2007) y ETS-1 (Huang et al., 2009b), a

través de sitios de union altamente conservados en su promotor. En particular, la regulacion de
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miR-21 por Stat3 ha sido reportada en distintos tipos de cancer (lliopoulos et al., 2010; Yang et al.,

2010; Loffler et al., 2007; Niu et al., 2012).

A través de la induccion de miR-21, la sobreexpresion del ErbB-2 resulta en la inhibicién de
la proteina PDCD4 (por sus siglas en inglés, programmed cell death protein 4), un blanco directo
del miR-21 y un potente inhibidor de la invasion celular en CM (Huang et al., 2009b). Otros
supresores tumorales que actian como blancos del miR-21 incluyen al homdlogo de fosfatasa y
tensina (PTEN; por sus siglas en inglés, phosphatase and tensin homolog), tropomiosina 1,
maspina, RECK, TIMP3 y JAG1, entre otros (revisado en Buscaglia and Li, 2011). Estos blancos
del miR-21 también median el accionar del ErbB-2 sobre la sobrevida, invasion y respuesta a

terapias en el CM ErbB-2 positivo.
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INTRODUCCION ESPECIFICA: SEGUNDA PARTE

Terapias anti-ErbB-2
Descripcion

En vistas de la relevancia clinica del ErbB-2 en el CM, se han desarrollado y aprobado para
su uso clinico dos clases de terapias anti-ErbB-2 (Figura 5): anticuerpos monoclonales (simples o
conjugados) que unen el dominio extracelular del ErbB-2, o moléculas de bajo peso molecular

inhibidoras de la actividad tirosina-quinasa del receptor.
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Figura 5. Terapias anti-ErbB-2 utilizadas en la clinica para el CM ErbB-2 positivo. La dimerizacién de los receptores
de la familia de los ErbBs activa su funcion tirosina-quinasa (TQ) y dispara una cascada de sefializaciéon que resulta en la

activacion de las vias de PI3K/AKT y MAPK. Las quinasas activadas rio abajo, a su vez, modifican y fosforilan (P) a
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factores de transcripcion y a otros componentes de la maquinaria transcripcional y del ciclo celular. Esto les permite
alterar la expresion génica y activar funciones pro-tumorales. Se representan los agentes dirigidos al ErbB-2 aprobados
por la Food and Drug Administration (EEUU) y por la Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia
Médica (Argentina) para el tratamiento del CM ErbB-2 positivo: trastuzumab, pertuzumab, trastuzumab-DM1 (T-DM1) y

lapatinib. Adaptado de (Rimawi et al., 2015)

El trastuzumab (TZ, Herceptina®) es un anticuerpo IgG,; humanizado que se une a un
epitope en el dominio IV yuxtamembrana del ErbB-2 (Figura 1). Los mecanismos de accion del
trastuzumab incluyen: a) la inhibicién de la escision del ectodominio del ErbB-2; b) el desacople de
los dimeros ligando-independientes de ErbB-2, lo cual lleva a la inhibicion de las vias de
sefnalizacion rio abajo del receptor; y ¢) la induccién de la citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpo (ADCC; por sus siglas en inglés, antibody-dependent cellular cytotoxicity) (revisado en
Arteaga and Engelman, 2014). Este ultimo mecanismo coopera con el reclutamiento de la
poblacion de linfocititos T, mediando una respuesta inmune adaptativa de memoria que colabora
con la erradicacion del tumor (Park et al., 2010). El uso del trastuzumab fue autorizado por la Food
and Drug Administration (FDA, EEUU) en 1998 para el tratamiento del CM ErbB-2 positivo
avanzado vy, posteriormente, para el CM en estadios tempranos. En el ano 2010, la FDA aprobd

también el uso del trastuzumab para el CG ErbB-2 positivo avanzado.

El pertuzumab (Perjeta®) es un anticuerpo monoclonal que reconoce un epitope en el
dominio Il de heterodimerizacién en el ErbB-2, bloqueando asi la dimerizacion ErbB-2/ErbB-3
dependiente de ligando, e inhibiendo por tanto la activacion de la via de PI3K/AKT (Agus et al.,
2002). Dado que el pertuzumab y el trastuzumab se unen a distintos epitopes en el ectodominio del
ErbB-2, y que poseen capacidades complementarias para desacoplar los dimeros del ErbB-2, la
combinaciéon de estos agentes ha mostrado tener efectos sinérgicos en modelos preclinicos
(Scheuer et al., 2009) y en ensayos clinicos (Gianni et al., 2012; Baselga et al., 2012), y ha sido
aprobada en el afio 2013 por la FDA para el tratamiento en neoadyuvancia de pacientes con CM

ErbB-2 positivo [http://www.cancer.gov/about-cancer/treatment/drugs/fda-pertuzumab].
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El trastuzumab emtansina (T-DM1, Kadcyla®) es un conjugado droga-anticuerpo en el que
una molécula de trastuzumab se une covalentemente, a través de un linker, a 1-8 moléculas de un
derivado de la maitansina (DM1), un inhibidor de la polimerizacién de microtiubulos. Tras su unién
al receptor, el T-DM1 es internalizado y degradado en los lisosomas, tras lo cual se produce la
liberacion del DM1 y la subsecuente lisis celular (Lewis Phillips et al., 2008). EI T-DM1 se une al
ErbB-2 con una afinidad similar al trastuzumab, por lo cual mantiene las capacidades del
trastuzumab de inhibir los dimeros ligando-independientes del ErbB-2 y la activacién de vias de

sefializacion, y de inducir ADCC (Junttila et al., 2011).

El lapatinib (Tykerb®) es una molécula pequefia que actia como inhibidor competitivo
reversible de la actividad tirosina-quinasa del ErbB-2 y del EGFR (Konecny et al., 2006). En el CM
ErbB-2 positivo, el lapatinib bloquea rapidamente la sefializacion del ErbB-2, resultando en la
inhibicion de las vias de PI3K/AKT y MAPK. Interesantemente, el lapatinb ha mostrado actividad
clinica en CM ErbB-2 positivos que progresaron al trastuzumab (Geyer et al., 2006). Su uso clinico
para CM ErbB-2 positivos avanzados fue autorizado por la FDA en el afio 2006. Si bien el lapatinib
también une la conformacion inactiva del EGFR (Wood et al., 2004), no se ha podido demostrar su
efectividad en el tratamiento de canceres en los que se utilizan otros anticuerpos o inhibidores

tirosina-quinasa dirigidos a éste receptor.

Eficacia clinica y mecanismos de resistencia

A pesar de que las terapias dirigidas al ErbB-2 han otorgado un beneficio substancial a
pacientes con CM avanzado, los efectos antitumorales obtenidos no han sido tan contundentes
como los esperados en base a ensayos preclinicos (Ross et al.,, 2009), y los tumores
eventualmente desarrollan resistencia a los tratamientos actuales. Por ejemplo, el tratamiento con
trastuzumab resulta en tasas de respuesta de entre el 30 y 60% (Slamon et al., 2001), y la mayoria
de los pacientes que inicialmente responden al tratamiento, desarrollan resistencia dentro del
primer afo (Seidman et al., 2001; Slamon et al., 2001). Mas aun, a pesar de que el lapatinib ofrece
beneficio clinico a un subgrupo de pacientes que recayeron al trastuzumab (Geyer et al., 2006),

menos del 25% logran una respuesta objetiva, y la mayoria eventualmente desarrolla resistencia al
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lapatinib (revisado en Patel et al., 2014). De manera similar, se han descrito fenomenos de

resistencia al T-DM1 (Barok et al., 2014).

Los fendmenos de resistencia pueden ser de caracter intrinseco o adquirido. La resistencia
intrinseca o de novo hace referencia a aquellos canceres que no exhiben una respuesta inicial al
tratamiento, mientras que la resistencia adquirida surge tras una respuesta clinica inicial,
generalmente marcada y durable, al tratamiento. Es importante notar que los mismos mecanismos
pueden causar ambos tipos de resistencia, lo cual resalta la robustez de los principios biolégicos
que subyacen las formas en las que los tumores evaden estas terapias (Arteaga and Engelman,
2014). Mientras los mecanismos de accion de las terapias anti-ErbB-2 sélo han sido parcialmente
elucidados, se han propuesto distintas fuentes de resistencia (revisado en Rexer and Arteaga,
2012). Entre ellas se destacan: la existencia de isoformas del ErbB-2 resistentes a drogas, la
sobreexpresion de ligandos de ErbBs, la activacion constitutiva de vias de senalizacion rio abajo
del ErbB-2, la existencia de defectos en mediadores y/o efectores del ciclo celular y la apoptosis, la
actividad compensatoria de otros ErbBs, la activacion del ErbB-2 por ligandos no clasicos, y la
formacion de heterodimeros ErbB-2/IGF1-R (receptor del factor de crecimiento semejante a insulina
de tipo I). Ademas, se ha postulado que ciertos microARNs pueden afectar la respuesta a terapias
anti-ErbB-2 (revisado en Wang and Lin, 2013). Entre estos, la expresion elevada del miR-21 se ha
asociado a la resistencia al trastuzumab. En lineas de CM ErbB-2 positivo que han adquirido
resistencia al trastuzumab por exposicion prolongada al anticuerpo, se ha visto un incremento en
los niveles de miR-21, acompanado de la inhibiciéon de su blanco directo PTEN. Por su parte, la
sobreexpresion forzada de miR-21 indujo resistencia al trastuzumab en células sensibles a la
droga, mientras que el bloqueo de miR-21 re-sensibiliz6 células resistentes a los efectos inhibitorios
del trastuzumab (Gong et al., 2011). En la clinica, niveles elevados de miR-21 previo al tratamiento
de tumores ErbB-2 positivos se asociaron con una respuesta pobre al trastuzumab administrado en
neo-adyuvancia (Gong et al., 2011). Aun asi, el rol que desempefan los miARNs en los

mecanismos de accién y resistencia a terapias anti-ErbB-2 permanece ampliamente inexplorado.
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En vistas de las evidencias presentadas, existe una necesidad imperiosa de comprender los
mecanismos de accion y resistencia a las terapias anti-ErbB-2 disponibles actualmente, con el
objetivo de identificar biomarcadores predictivos relevantes y de desarrollar estrategias

terapéuticas novedosas para el CM ErbB-2 positivo.

microARN-16 y cancer

El microARN-16 (miR-16) forma parte del cluster bicistronico microARN-15a/16-1, ubicado
en una region intrénica del gen DLEUZ2 (por sus siglas en inglés, deleted in lymphocytic leukemia 2)
(Figura 6). El gen DLEUZ2 posee dos promotores alternativos y da lugar a transcritos no
codificantes, poliadenilados y procesados por splicing, cuya funcion es desconocida al momento
(Lerner et al., 2009; Migliazza et al., 2001). Se ha demostrado que DLEUZ2y el cluster microARN-
15a/16-1 se regulan en forma coordinada, y que la biogénesis del miR-16 a partir de los transcritos
de DLEUZ es mediada por la enzima Drosha (Lerner et al., 2009). En este sentido, se ha reportado
que el FT c-Myc es capaz de unirse a sitios especificos (E-Box) en ambos promotores del DELU2
(Figura 6), inhibiendo asi la expresién del miR-16 y de su gen hospedador (Chang et al., 2008;

Lerner et al., 2009).
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Figura 6. DLEUZ2 es el gen hospedador del miR-16. Esquema representativo del gen DLEUZ2 y del cluster microARN-
15a/16-1. Se muestran los exones (cajas) e intrones (lineas) del gen. Las letras “E” sefialan la ubicacién de los sitios

conservados de union de c-Myc en los promotores de DELUZ2. Adaptado de (Lerner et al., 2009).

La primera evidencia acerca de la participacién de los microARNs en cancer fue reportada
en el afo 2002, cuando se identific6 al miR-16 como un potencial miIARN vinculado a la
carcinogénesis, cuyo locus suele sufrir deleciones en leucemias linfociticas crénicas (Calin et al.,
2002). Desde ese momento, se ha reportado la inhibicion total o parcial de la expresion de miR-16
en una gran variedad de neoplasias sdlidas y hematologicas (revisado en Aqgeilan et al., 2010). En
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éstas patologias, el miR-16 actia como un supresor tumoral, inhibiendo la proliferacion celular,

promoviendo la apoptosis y suprimiendo la tumorigenicidad in vitro e in vivo (Ageilan et al., 2010).

microARN-16, CM v resistencia a terapias

Reportes previos, incluyendo aquellos de nuestro grupo, han identificado al miR-16 como un
microARN cuya expresion se encuentra reducida en CM luminales y triple negativos (Rivas et al.,
2012; Shin et al., 2015; Yu et al., 2012). De hecho, nuestros hallazgos fueron los primeros en
demostrar el rol del miR-16 como un potente supresor de la tumorigénesis mamaria (Rivas et al.,
2012). En particular, mostramos que los progestagenos reducen los niveles de miR-16 a través de
una interaccién jerarquica entre el RP, Stat3 y el FT oncogénico c-Myc (Figura 7), lo cual induce el
crecimiento tumoral (Rivas et al., 2012). Encontramos ademas que la ciclina E1 (CCNE1), un actor
clave del ciclo celular, constituye un blanco directo del miR-16. En sintonia con nuestros hallazgos,
estudios posteriores demostraron que el estradiol, actuando a través de su receptor clasico, inhibe
la expresion del miR-16, favoreciendo asi la proliferacion in vitro de células de CM (Yu et al., 2012).
Por otra parte, nuestro grupo demostré que el miR-16 actua también como un supresor tumoral en
el crecimiento inducido por un ligando de los ErbBs (i.e. HRG), y que la HRG es capaz de inhibir la
expresion del miR-16 a través de c-Myc (Rivas et al., 2012). Asimismo, se ha reportado que la
expresion forzada de una forma truncada del ErbB-2, ErbB-2A16, en células de CM con bajos
niveles enddgenos de ErbB-2, es capaz de inhibir la expresion de miR-16 (Cittelly et al., 2010).

Desde el punto de vista funcional, la reduccién en los niveles de miR-16 en CM ha sido
implicada en fendmenos de resistencia a la radioterapia y quimioterapia, asi como a terapias
endocrinas (Chu et al., 2015; Kastl et al., 2012; Mei et al., 2015; Cittelly et al., 2010). Por tanto, el
miR-16 no sdélo cumple un papel crucial en la oncogénesis y desarrollo del CM, sino que también es
un factor clave en fendmenos de resistencia a las terapias tradicionales. Interesantemente, muchos
de los blancos validados del miR-16, tales como la CCND1, CCNE1, Bcl-2, survivina, VEGF,
VEGFR-2 (receptor de VEGF), IGF1-R, MCL1 (por sus siglas en inglés, myeloid cell leukemia 1),
WNT3A (por sus siglas en inglés, wingless-type MMTYV integration site family, member 3A) y TNFa

(factor de necrosis tumoral alfa) (Ageilan et al., 2010; Chamorro-Jorganes et al., 2011; Chen et al.,
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2013; Jing et al., 2005; Rivas et al., 2012; Yu et al., 2012), han sido involucrados como participes
en fendmenos de resistencia al trastuzumab (Wu et al., 2012; Spector and Blackwell, 2009;
Valabrega et al., 2011; Scaltriti et al., 2011; Rivas et al., 2010). A pesar de su relevancia aparente,
el papel que desempefia el miR-16 en el desarrollo y tratamiento del CM ErbB-2 positivo no ha sido

explorado al momento.
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Figura 7. Modelo de la inhibicion de miR-16 y control del ciclo celular inducido por progestagenos. En ausencia
del estimulo con progestagenos, los niveles basales de miR-16 reprimen la traducciéon de genes importantes, como las
ciclinas D1 y E1, requeridas para la progresion del ciclo celular (panel izquierdo). La unién de los progestagenos al RP
(panel derecho) induce la activacion de Stat3, a través de las quinasas c-Src y Jak (1). Al mismo tiempo, el RP activado
migra al nucleo, donde se une a elementos de respuesta especificos (ERP) en el promotor de MYC (2). Ademas, Stat3
migra al nucleo y se une a sus elementos de respuesta (GAS) en el promotor de MYC, donde también puede actuar como
coactivador del RP (3). Esto resulta en la induccion del oncogén c-Myc (4), el cual reprime la expresion del miR-16 a
través de su union a su elemento de respuesta (E-Box) y de la induccién de cambios en la estructura local de la

cromatina [reduccién de la acetilacién de la histona H4 (AcH4), y aumento de la trimetilacion de la lisina 9 en la histona
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H3 (H3K9me3)] (5). La reduccion en los niveles de miR-16, a su vez, permite el aumento de la expresidon de sus genes

blanco y la proliferacion celular (6). Adaptado de (Rivas et al., 2012).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
El objetivo general del presente trabajo fue caracterizar el rol que desempenan el miR-21 y
el miR-16 en la diseminacién metastasica y resistencia a terapias dirigidas, respectivamente, en el
CM ErbB-2 positivo. Asimismo, nos propusimos identificar los genes blanco de cada miARN que
expliquen los efectos biolégicos asociados a su desregulacion. También se buscod explorar la
efectividad de manipular los niveles de miR-21 y miR-16 como herramientas terapéuticas para

carcinomas mamarios ErbB-2 positivos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS PARA LA PRIMERA PARTE: “Rol del microARN-21 en la
diseminaciéon metastasica del CM ErbB-2 positivo”.

Objetivo especifico #1: estudiar si el complejo transcripcional, en el que ErbB-2 actua
como coactivador del factor de transcripcion Stat3, esta implicado en la modulacién de miR-21 en
modelos metastasicos de CM ErbB-2 positivo.

Objetivo especifico #2: establecer la jerarquia en la interaccion entre Stat3, ErbB-2 y miR-
21 en modelos metastasicos de CM ErbB-2 positivo, in vitro e in vivo.

Objetivo especifico #3: estudiar la regulacién de la expresién de genes blanco del miR-21,

implicados en el fenotipo metastasico del CM ErbB-2 positivo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS PARA LA SEGUNDA PARTE: “Rol del microARN-16 en la
resistencia a terapias dirigidas en el CM ErbB-2 positivo”.

Objetivo especifico #1: estudiar los efectos del tratamiento con trastuzumab y lapatinib
sobre los niveles de miR-16 en modelos celulares sensibles y resistentes, in vitro e in vivo, y
determinar el mecanismo molecular subyacente.

Objetivo especifico #2: evaluar la capacidad del miR-16 de actuar como herramienta
terapéutica en modelos de CM sensibles y resistentes al trastuzumab y lapatinib, in vitro e in vivo.

Objetivo especifico #3: determinar los genes modulados por miR-16 en el CM ErbB-2

positivo, e identificar genes blanco involucrados en la resistencia a trastuzumab y lapatinib.
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Objetivo especifico #4: validar los resultados obtenidos in vitro e in vivo, en una cohorte de

pacientes con tumores ErbB-2 positivos, que recibieron trastuzumab como parte de su tratamiento.
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MATERIALES Y METODOS

Reactivos generales

Las sales y solventes organicos utilizados en este trabajo, de calidad proanalisis certificada,
fueron comprados a Merck (Kenilworth, NJ, EEUU), Mallinckrodt Pharmaceuticals (St. Louis, MO,
EEUU) o Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EEUU). La acrilamida, EDTA, Tris y Glicina fueron
adquiridos a Bio-Rad (Hercules, CA, EEUU). El acetato de medroxiprogesterona (MPA) y el 17f3-
estradiol utilizados fueron de Sigma-Aldrich. En los tratamientos in vivo, se utiliz6 MPA
(Medrosterona), en forma de depdsito (40 mg/ratdon), gentilmente donado por Laboratorios Craveri
(Buenos Aires, Argentina). La HRG se compr6 a R&D Systems (Minneapolis, MN, EEUU). El G418
se compré a Invitrogen (Carlsbad, CA, EEUU).

Soluciones utilizadas para el cultivo de células

Solucién enzimatica, utilizada para disgregar tumores: tripsina 2,5 mg/ml (Sigma-Aldrich);
albumina 5 mg/ml (Sigma-Aldrich); colagenasa tipo Il 240 U/ml (Gibco, Gaitherburg, MD, EEUU).
Buffer fosfato-salino (PBS; por sus siglas en inglés, phosphate-buffered saline): NaCl 137 mM; KCI
2,7 mM; Na,HPO, 10 mM; KH,PO, 1,76 mM; pH=7,4. Solucién de Tripsina-EDTA, utilizada para
obtener células en suspensién a partir de los cultivos primarios o para el repique de las lineas
celulares: tripsina 2,5 mg/ml y EDTA 1 mM en PBS. Todos los medios de cultivo se prepararon
segun las instrucciones del fabricante con agua hexadestilada y se esterilizaron por presion negativa

utilizando filtros de acetato de celulosa de 0,22 uym de poro (Corning Inc., Corning, NY, EEUU).

Inhibidores farmacolégicos

Se utilizaron los siguientes inhibidores farmacolégicos: U0126 40 uM (Cell Signaling
Technology, Beverly, MA, EEUU) y LY294002 40 uM (Sigma-Aldrich), para bloquear las vias de
sefalizacion MEK1/2 y PISK/AKT, respectivamente. Se realizaron controles para verificar que el
DMSO utilizado como vehiculo de los inhibidores farmacolégicos no modificara la proliferacion

basal de las células.
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Agentes terapéuticos dirigidos al ErbB-2
El trastuzumab (Herceptin®, Hoffmann-La Roche Ltd, Basel, Suiza) fue utilizado in vitro a
una concentracion de 10 ug/ml, e in vivo a una concentracién de 5mg/kg. El lapatinib (Tykerb®,

GSK, Brentford, Middlesex, Reino Unido) se empled in vitro a una concentracién de 1 0 5 uyM.

Animales

Se utilizaron ratones hembra virgenes de dos meses de edad de la cepa BALB/c, criadas en
el bioterio del Instituto de Biologia y Medicina Experimental (IBYME) o en el bioterio del Instituto de
Oncologia “Angel H. Roffo”. Los ratones provenian de reproductores sanos, y fueron criados en un
ambiente controlado y de entrada restringida, con agua y comida ad libitum, con doce horas de luz
y doce de oscuridad. Se utilizaron también ratones hembra virgenes inmunocomprometidos [N:NIH
(S)-Foxnl nu, procedentes del National Institute of Health (NIH, EEUU)] para los experimentos de
xenotransplantes de lineas celulares de CM humano. Los mismos fueron criados en el bioterio de
la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad de La Plata, y alojados en el bioterio del
IBYME cuando los mismos tuvieron dos meses de edad. El transporte y alojamiento se realizé bajo
condiciones de asepsia. Todos los estudios se realizaron de acuerdo a los estandares de cuidado y
uso de animales de laboratorio del NIH (Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, 1996).
Todos los ensayos presentados fueron revisados y aprobados por el Comité de Etica del IBYME y del

Instituto de Oncologia “Angel H. Roffo”.

Tumores C4HD

Se utilizé el adenocarcinoma mamario murino C4HD, perteneciente al modelo experimental
desarrollado por la Dra. Lanari (Lanari et al., 1986). Los tumores se originaron en ratones hembra
virgenes de la cepa BALB/c tratados con 40 mg del progestageno sintético MPA cada 3 meses,
durante 1 afio, y han sido mantenidos desde entonces por pasajes seriales singeneicos en ratones
tratados con MPA (Lanari et al., 1986). EIl MPA se administra en forma de depdsito (40 mg/ratén)
en el flanco contralateral al inéculo tumoral. El adenocarcinoma mamario C4HD es de histologia

ductal, con muy baja capacidad metastasica, y crecimiento hormono-dependiente (Molinolo et al.,
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1987). El tumor C4HD expresa RE y RP, altos niveles de ErbB-2 y ErbB-3, bajos niveles de ErbB-4,

y carece de receptores de glucocorticoides y de EGFR (Labriola et al., 2003; Balana et al., 1999).

Cultivos primarios de tumores C4HD

Para realizar cultivos primarios de células epiteliales, los tumores C4HD se extirparon de los
ratones en una cabina de flujo laminar aproximadamente 21 dias después de haber sido
inoculados. Se realizé una disgregacion mecanica del tumor con tijeras, seguida de una tratamiento
con solucién enzimatica durante 40 minutos a 37°C. Para detener la reaccién se utilizoé DMEM/F12
(Dulbecco's modified Eagle's medium: Ham's F12, 1:1) sin rojo fenol (Sigma-Aldrich) + 10% de
suero fetal bovino (SFB, Bioser, Buenos Aires, Argentina) al cual se le inactivé el complemento por
calentamiento (30 min a 56°C). De esta forma se obtuvo una suspension compuesta por una
poblacion de estirpe epitelial y otra fibroblastica, las cuales se separaron segun la técnica de
Pandis y colaboradores (Pandis et al., 1992), con algunas modificaciones. Brevemente, la técnica
se basa en que la velocidad de sedimentacion de las células epiteliales que forman agregados
celulares es mayor que la de los fibroblastos, permitiendo su separacién mediante decantaciones
diferenciales. Para comenzar la purificacion, las células obtenidas luego de la disgregacion se
centrifugaron a 400 x g durante 10 minutos. Se descarté el sobrenadante y el pellet celular se
resuspendié en una solucion de DMEM/F12 + 2% SFB, dejando sedimentar luego durante 20
minutos. El sedimento constituye la fraccidn enriquecida en células epiteliales que se encuentran
habitualmente en agregados. Luego de la decantacion se descartd el sobrenadante y las células
remanentes se volvieron a poner en suspension. Este procedimiento se repitié 10 veces o hasta
que el sobrenadante se tornara traslucido. En la decantacion final, las células epiteliales se
resuspendieron en DMEM/F12 + 10% SFB, y se sembraron en placas de cultivo. Los cultivos
primarios mantienen las caracteristicas del tumor parental en cuanto a su perfil de expresion de
receptores y al crecimiento progestageno-dependiente (Balana et al., 1999). Los cultivos primarios
de células epiteliales se incubaron durante 48 h en DMEM/F12 + 10% SFB para favorecer la
adhesion. A continuacién, se reemplazé el medio de cultivo por DMEM/F12 + 2,5% SFB deprivado

de esteroides por tratamiento con carbon activado (SFBch) + MPA 10 nM, y se incubd durante
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otras 48 a 72 h. Pasado este tiempo de incubacion, se realizaron los experimentos descriptos. El
cultivo de células epiteliales resulta de una pureza mayor al 98%, evidenciado por

inmunohistoquimica de citoqueratina.

Lineas celulares

Las células T47D, SKBR-3, BT-474, MCF-7, MDA-MB-231, NCI-N87 y SNU-I fueron
obtenidas de la American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, EEUU). Las lineas
celulares de CM humano T47D, MDA-MB-231 y MCF-7 se mantuvieron en DMEM/F12 + 10% SFB.
La linea celular de CM humano SKBR-3 fue mantenida en medio McCoy’s 5A (Simga-Aldrich) +
10% SFB. La linea de CM humano BT-474, y las lineas de CG humano NCI-N87 y SNU-I, fueron
mantenidas en medio RPMI 1640 (RPMI, Gibco) + 10% SFB. Las lineas celulares MDA-MB-453,
HCC-1419 y HCC-1519 nos fueron cedidas gentilmente por el Dr. DJ Slamon (Universidad de
California, Los Angeles, CA, EEUU), y se mantuvieron en RPMI + 10% SFB. La linea celular BT-
474.m1 nos fue cedida gentilmente por el Dr. D Yu (MD Anderson Cancer Center, Houston, EEUU) y
se mantuvo en DMEM/F12 10% SFB. La linea celular JIMT-1 fue obtenida del German Resource
Center for Biological Material (Braunschweig, Alemania) y se mantuvo en cultivo en DMEM/F12 +
10% SFB. La linea celular LM3, derivada de un carcinoma mamario murino, nos fue cedida
gentilmente por la Dra. ED Bal de Kier Joffé (Instituto de Oncologia “Angel H. Roffo”, Bs. As.,
Argentina), y se mantuvo en DMEM/F12 + 5% SFB. Se controlé en forma periddica la contaminacion
de los cultivos celulares con micoplasmas. Las lineas celulares utilizadas fueron autenticadas por la
Genetic Resource Core Facility (Universidad Johns Hopkins, Baltimore, MD, EEUU) mediante sus
perfiles de repeticiones cortas en tdndem. Todos los experimentos se realizaron en medio completo,
salvo donde se indique lo contrario. Previo a la estimulacion con HRG o MPA, las células T47D se

ayunaron durante 48 h en medio sin rojo fenol y libre de suero.

Transfecciones con plasmidos de expresion
Las células fueron transfectadas durante 48 h con los plasmidos indicados, utilizando el
reactivo de transfeccion X-tremeGENE HP (Roche), siguiendo las indicaciones del fabricante. El

vector de expresion de la variante dominante negativa de Stat3, Stat3Y705-F, que porta una
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substitucion de fenilalanina por tirosina en el codén 705, la cual reduce la fosforilacién y activacion de
la proteina Stat3 wild type, inhibiendo asi la capacidad de dimerizacion y activacion de Stat3
(Bromberg et al., 1998; Bromberg et al., 1999), fue cedido gentilmente por el Dr. J Darnell (Universidad
Rockefeller, Nueva York, EEUU). El vector vacio correspondiente, pcDNA3.1, también fue cedido por
el Dr. Darnell. El vector de expresion de la variante constitutivamente activa del ErbB-2 (pSV2-ErbB2-
V659E), donde la valina 659 fue reemplazada por un acido glutamico, asi como el plasmido vacio
correspondiente (pSV2), fueron un regalo del Dr. T Akiyama (Universidad de Osaka, Osaka, Japén)
(Akiyama et al., 1991). El plasmido que expresa el mutante del ErbB-2 humano unido a GFP (proteina
verde fluorescente; por sus siglas en inglés, green fluorescent protein), que carece del NLS y bloquea
la migracion nuclear del ErbB-2 endégeno (Beguelin et al., 2010), nos fue cedido generosamente por
el Dr. MC Hung (MD Anderson Cancer Center, Houston, EEUU) (Giri et al., 2005). El plasmido vacio
pEGFP-N1 se compré a BD Biosciences-Clontech (Palo Alto, CA, EEUU). El plasmido pBABE-Myc-
S62D, que codifica para una mutante fosfomimética de c-Myc, la cual porta una substitucién de
aspartico por serina en el codon 62 que lo hace aberrantemente estable, fue un regalo generoso
del Dr. PJ Hurlin (Universidad de Ciencia y Salud de Oregon, Portland, EEUU) (Kapeli and Hurlin,
2011), asi como lo fue el vector vacio pBABEpuro.

Establecimiento de clones LM3

Las células LM3 se transfectaron con los vectores Stat3Y705-F o pcDNA3.1 durante 48 h,
como se describio anteriormente (Proietti et al., 2005). Las células transfectadas se mantuvieron
luego en DMEM/F12 + 10% SFB con la adicién de G418 (500 pg/ml), durante 3 semanas. Pasado
este tiempo, se seleccionaron colonias individuales, se expandieron y se cribaron. La caracterizacion
de los clones se realizé6 a través de ensayos de Western Blot, utilizando anticuerpos especificos
dirigidos a Stat3 total y a su forma fosforilada en el residuo tirosina 705. Aquellos clones que
registraron los niveles mas bajos de fosforilacion de Stat3 (clones DN), se emplearon para los
subsecuentes analisis experimentales. Se expandi® ademas un clon obtenido a partir de la
transfeccion con el vector vacio (clon VECTOR), para emplear como control. Los clones se
mantuvieron en las mismas condiciones que la linea LM3 parental, con la excepcion del agregado de
G418 al medio de cultivo, para mantener la presion de seleccion.

44



Transfecciones con ARNs cortos de interferencia (siARNs)

Los siARNs dirigidos contra Stat3, ErbB-2, c-Myc, ciclina J (CCNJ) y la proteina 1 de unidn a
FUSE (FUBP1; por sus siglas in inglés, FUSE binding protein 1)) fueron sintetizados por Dharmacon
(Lafayette, CO, EEUU). Las células fueron transfectadas durante 48 h con la concentracion de
siARN indicada, utilizando el reactivo de transfeccion DharmaFECT | (Dharmacon), segun las
indicaciones del fabricante. Las secuencias de los siARNs fueron las siguientes: ErbB-2 humano #1,
5-GGACGAAUUCUGCACAAUG-3’; ErbB-2 humano #2, 5-GACGAAUUCUGCACAAUGG-3’; ErbB-2
raton, 5-GAUGGUGCUUACUCAUUGA-3’; Stat3 humano, 5-GAGCAGAGAUGUGGGAAUGUU-3’;
Stat3 raton, 5-GGUCAAAUUUCCUGAGUUGUU-3’; CCNJ humano #1, 5-
GAACGACUGUUGAUCGCUC-3’; CCNJ humano #2, 5-UGGGUUGUAUGACUAAUAU-3’; FUBP1
humano #1, 5-GACAACAAGCAGCCUAUUA-3; FUBP1 humano #2, 5-
GACAAACCUCUUAGGAUUA-3’; c-Myc humano/ratén #1, 5-GAAACGACGAGAACAGUUG-3’; c-Myc
humano/raton #2, 5-GGACACACAACGUCUUGGA-3'. Como control se utilizd un siARN que no

corresponde a ninguna secuencia conocida de genes en mamiferos (Dharmacon).

Transfecciones con precursores e inhibidores de miARNs

Las células se transfectaron con las cantidades indicadas en cada caso de precursores o
inhibidores de microARNSs, utilizando el reactivo de transfeccion siPORT NeoFX (Ambion, Austin, TX,
EEUU), de acuerdo a las indicaciones del fabricante. Los precursores [pre-miR-21(PM10206); pre-
miR-16 (PM10339); pre-miR-Control (AM17110), el cual no forma ningin miARN conocido en
mamiferos] e inhibidores [anti-miR-16 (MH10339); anti-miR-Control (#4464076)] también se

compraron a Ambion.

Ensayos de gen reportero

El vector vacio pGL3-basic y el plasmido p-670-Luc (que incluye el gen de la luciferasa de
luciérnaga clonado rio abajo de los nucleétidos -670 a -100 de la regién promotora del ERBB2) nos
fueron regalados por el Dr. N Guo (Instituto de Ciencias Médicas Basicas, Beijing, China) (Qian et al.,
2006). El plasmido de expresion del gen de la luciferasa de Renilla, RL-CMV, se compr6 a Promega

(Madison, WI, EEUU). Los plasmidos que contienen la secuencia wild type (WT) de la regién 3UTR de
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la CCNJ o de FUBP1 humana clonada rio abajo del gen de la luciferasa RenSP en el vector
pSGG_3'UTR (luc-3'CCNJ-WT vy Iluc-3’'FUBP1-WT, respectivamente) fueron comprados a
SwitchGear Genomics (Menlo Park, CA, EEUU). De la misma empresa se obtuvo el plasmido vacio
correspondiente (pLightSwitch_3UTR-Empty) y un plasmido que codifica para la luciferasa de
luciérnaga (pSGG-3'UTR), empleados como control. Los constructos que portan la version mutada
del sitio de wunién a miR-16 (luc-3'CCNJ-MUT y luc-3’'FUBP1-MUT), representados
esquematicamente en la Figura 51, fueron sintetizados por ACGT Corporation (Toronto, Ontario,
Canada), a partir de los plasmidos con la secuencia WT.

Las células LM3 se cotransfectaron durante 48 h con el plasmido RL-CMV, utilizado para
normalizar, con los plasmidos p-670-Luc o pGL3-basic, y con un siARN dirigido a Stat3 o control. Para
esto se utilizd el reactivo de transfeccion DharmaFECT DUO (Dharmacon), de acuerdo a las
indicaciones del fabricante.

Las células BT-474 y JIMT-1 se cotransfectaron con el plasmido pSGG-3'UTR, utilizado
para normalizar, y uno de los siguientes vectores: luc-3’'CCNJ-WT, luc-3’FUBP1-WT, luc-3'CCNJ-
MUT, luc-3’FUBP1-MUT o pLightSwitch_3UTR-Empty. Tras 48 h de transfeccion, las células se
trataron con trastuzumab o lapatinib durante 24 h, o se re-transfectaron durante 48 h con
precursores o inhibidores de miR-16.

Para la determinacion de la actividad luciferasa en cada condicion, las células fueron
lavadas con PBS vy lisadas con la solucion Pasive Lysis Buffer (Promega), con un ciclo de
congelado-descongelado en nitrégeno liquido. La actividad luciferasa de luciérnaga y Renilla fue
determinada en forma secuencial empleando el kit Dual-Luciferase Reporter Assay System
(Promega), de acuerdo a las instrucciones del fabricante, con un luminémetro 20/20n (Turner
BioSystems, Sunnyvale, CA, EEUU). La actividad luciferasa se informé como veces de induccién
de la razén entre la actividad luciferasa de luciérnaga y la actividad luciferasa de Renilla (o la
inversa, segun el caso), con respecto al grupo control. Para cada ensayo, se analizaron triplicados

biolégicos.
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Ensayos de proliferacion

Las células fueron puestas en suspension mediante tratamiento con tripsina-EDTA, y fueron
sembradas en placas de 96 hoyos de fondo plano (P96), a una densidad de 1-2 x 10* células por
hoyo. Las células repicadas se dejaron adherir durante 24 h en medio completo, el cual se
reemplazoé luego por el medio de tratamiento indicado en cada caso. Se empled el método de
incorporacion de timidina tritiada para evaluar la sintesis de ADN, como medida de la proliferaciéon
celular. Para esto se aplicd un pulso de 1 uCi de timidina tritiada (New England Nuclear, Dupont,
Boston MA, EEUU; actividad especifica: 20 Ci/mmol) en cada hoyo durante las ultimas 16 h de
tratamiento. Se descarté entonces el medio de cultivo, se despegaron las células con tripsina-EDTA,
y se cosecharon en un cosechador Nunc (Sigma-Aldrich). La radioactividad incorporada se midio
en un contador beta de centelleo liquido (Tri- Carb2800TR, PerkinElmer, Waltham , MA, EEUU)
durante 1 minuto, por métodos estandar de centelleo liquido. La incorporaciéon de timidina tritiada
se muestra como cuentas por minuto (CPM). Cada condiciébn experimental se evaludé por
octuplicado. El recuento celular fue usado para corroborar que la incorporacion de timidina
correlacionara con la proliferacion celular. Las células viables fueron contadas en camara de

Neubauer con el colorante vital Azul Trypan. Cada condicién experimental se evalué por triplicado.

Ensayos de migracion

Con el fin de evaluar la motilidad celular, se realizaron ensayos de “cierre de herida”.
Brevemente, se generaron heridas de 400 uM de ancho en monocapas sub-confluentes de células
tratadas como se indica en cada caso. A continuacién, las células se lavaron con PBS estéril y se
las incubd con medio competo en estufas con inyeccion de CO, a 37°C durante 12 h, para permitir
la migracion de las mismas hacia el espacio libre dejado por la herida. El area libre de células se
fotografié al momento de realizarse la herida y tras la incubacién de 12 h. La cuantificacion se

realizé con el programa Imaged (NIH) (Schneider et al., 2012).

Ensayos de invasion
Las células se trataron como se indica en cada caso y se levantaron con tripsina-EDTA. Se

sembraron 5 x 10* células LM3 o 1,5 x 10° células MDA-MB-453 en medio libre de suero sobre la
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superficie de una camara de invasién (membrana de poro de 8 um; Corning Costar) recubierta con 25
pg de Matrigel (BD Biosciences). Para las células LM3 se empleé como quimioatractante DMEM/F12
+ 5% SFB. Para las células MDA-MB-453 se utilizé una mezcla en partes iguales de medio completo
fresco (RPMI + 10% SFB) y de medio completo condicionado durante 24 h por estas mismas células.
Las células se incubaron durante 20 h a 37°C en una estufa con inyeccién de CO,. Al finalizar el
tiempo de incubacion, sélo aquellas células que habian pasado a través de los poros del filtro, y que
estaban adheridas a la cara inferior de la membrana, se consideraron invasivas. Las membranas se
fijaron con una solucion de formaldehido y los nucleos se tifieron con 4’,6’-diamidino-2-fenilindol
(DAPI, Sigma-Aldrich). El numero de células invasoras se cuantific6 empleando un microscopio de
fluorescencia. Se estudiaron por membrana 20 campos distintos con un aumento de 400X, y el valor

medio se empled para realizar el analisis estadistico.

Preparacioén de extractos proteicos

Las células se trataron como se indica en cada experimento, se recolectaron de las placas
de cultivo utilizando un scrapery se homogeneizaron en presencia de buffer de extraccion [Tris-HCI
50 mM (pH=7,4); NaCl 150 mM; EDTA 1 M; EGTA 1 mM; 10% glicerol; 1% NP-40; MgCl, 1 mM;
0,1% SDS; inhibidores de proteasas y fosfatasas: PMSF 0,4 mM; NaF 25 mM; leupeptina 5 pg/ml;
pepstatina 5 pg/ml; aprotinina 5 pg/ml; espermina 0,15 mM; espermidina 0,5 mM; B-glicerofosfato
10 mM; NazVO, 0,2 mg/ml]. El disgregado celular se completé mediante ruptura mecanica con una
jeringa de calibre 25G, en frio. El homogenato celular resultante se centrifugd a 13.000 x g a 4°C,
durante 30 minutos. Se descarto el pellet y el contenido proteico del sobrenadante fue evaluado por
ensayo de Bradford (Bio-Rad), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Para preparar extractos proteicos a partir de tumores extirpados de animales, los tejidos
extraidos fueron digeridos mecanicamente, primero con tijeras y, luego, con un homogeneizador
Ultra-Turrax (IKA Labortechnik, Wilmington, NC, EEUU) en el buffer de extraccion descrito. Se
realizaron 2 pulsos de 15 segundos al 50% de potencia del homogeneizador. Los extractos fueron
centrifugados luego durante 45 minutos a 218.000 x g a 4°C, y se utilizd el sobrenadante para

realizar los ensayos de Western Blot, como se describe en la siguiente seccion.
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Para estudiar los niveles de expresion extracelular del activador de plasminégeno de tipo
uroquinasa (uPA), las células se trataron como se indica en cada caso vy, tras un lavado con PBS,
se incubaron en medio libre de suero durante 24 h. Pasado este tiempo, se colectaron los medios
condicionados resultantes y se concentraron utilizando columnas Centricon (Amino, Beverly, MA,

EEUU).

Ensayos de Western Blot (WB)

Los extractos proteicos (25 a 50 ug de proteinas) se diluyeron en buffer de carga [Tris-HCI
60 mM (pH=6,8); 2% SDS; 10% glicerol; 2-B-mercaptoetanol 0,7 M; 0,1% azul de bromofenol] y se
hirvieron durante 5 minutos. Los extractos se resolvieron en geles de poliacrilamida
desnaturalizante con dodecilsulfato sddico (SDS-PAGE; por sus siglas en inglés, sodium dodecyl!
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis). Las muestras se corrieron en geles de 7,5-15%
acrilamida/bis-acrilamida, segun el peso molecular de la proteina de interés. Tras la corrida, las
proteinas se ftransfirieron a una membrana de nitrocelulosa (0,2 um, Bio-Rad) y éstas se
bloquearon a temperatura ambiente con leche descremada 5% p/v en PBS + tween 20 0,01%
(PBS-tween). Las membranas se incubaron con los anticuerpos primarios diluidos en PBS-tween
so6lo o con 5% BSA (Sigma-Aldrich), segun el anticuerpo, durante 16 h a 4°C en agitacion. Luego
de 3 lavados en PBS-tween, las membranas se incubaron con anticuerpos secundarios conjugados
a peroxidasa de rabanito (HRP; por sus siglas en inglés, horseradish peroxidase) (Vector
Laboratories, Burlingame, CA, EEUU). Las membranas se revelaron utilizando el reactivo de
quimioluminiscencia ECL prime (GE Healthcare, Bukinghamshire, Reino Unido), siguiendo las
instrucciones del fabricante. La quimioluminiscencia generada por las membranas se registré con
un equipo de captura G-BOX iChemi (Syngene, Cambridge, Reino Unido). Después de la primera
revelada, las membranas se incubaron 30 minutos a 50°C con solucién de stripping (Tris-HCI 62,5
mM (pH=6,7); 2-Bmercaptoetanol 100 mM; 2% SDS) en agitacién, para extraer los anticuerpos
unidos a la misma. Luego de dos lavados con PBS-tween, las membranas se bloquearon y se

incubaron con el anticuerpo primario contra la proteina total correspondiente.
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Para el analisis cuantitativo, la densidad de cada una de las bandas se midié con el
programa ImageJ. Las formas fosforiladas de las proteinas fueron normalizadas a sus respectivas
proteinas totales. En los casos en que se evaluaron niveles de expresion, las bandas de la proteina
en cuestidon se normalizaron con las bandas de B-actina o B-tubulina, corridas en el mismo gel.
Anticuerpos

Los siguientes anticuerpos fueron utilizados para ensayos de WB: anti-Stat3 (C-20, sc-482),
anti-pY705-Stat3 (B-7, sc-8059), anti-ErbB-2 (C-18, sc-284), anti-uPA (M-20, sc-6831), anti-CCNE1
(M-20, sc-481), anti-pErk (E-4, sc-7383) y anti-Erk2 (C-14, sc-154), todos de Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA, EEUU); anti-c-Myc (D84C12), anti-pSer473-Akt, anti-Akt, anti-
p1221/1222-ErbB-2 (6B12) y anti-PDCD4 (D29C6), todos de Cell Signaling Technology; anti-green
fluorescence protein (GFP, ab290), anti-CCNJ (ab104895), anti-FUBP1 (ab28732) y anti-pSer62-c-
Myc (ab78318), todos de Abcam (Cambridge, MA, EEUU); anti-B-actina (A2228) y anti-B-tubulina

(TO198) de Sigma-Aldrich.

Ensayos de actividad uPA

El analisis de la actividad uPA se realizé mediante zimografias reversas, de acuerdo a un
protocolo reportado previamente (Urtreger et al., 2005). Brevemente, células LM3 se transfectaron
como se indica durante 24 h, se lavaron tres veces con PBS, y se incubaron en medio libre de
suero. Pasadas 24 h, el medio condicionado resultante se colecto, clarificé y concentré. Las
monocapas de células se lisaron para determinar su contenido proteico. La actividad uPA se evalué
a través de una zimografia de caseina y plasminégeno. Con este fin, las muestras se resolvieron
mediante una electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida con un 0,5% de caseina, en
presencia o ausencia de plasmindgeno (10 yg/ml), para la deteccién de la actividad uPA especifica
0 no especifica (control negativo), respectivamente. Tras la electroforesis, los geles se lavaron con
un buffer Tris-HCI 50 mM + 2% Triton X-100, y se incubaron durante 2 h a 37°C en un buffer Tris 20
mM + 15 mM EDTA (pH=8,3), para la deteccion de actividad especifica. Los geles se fijaron,

tineron y visualizaron, y las bandas de uPA se analizaron por densitometria con el programa
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Imaged. Los datos se presentan normalizados al contenido proteico total de la monocapa de

células.

Busqueda in silico de sitios de unién a FTs

La presencia de potenciales sitios de unién a Stat3 en el promotor del miR-21 murino se
realiz6 con la herramienta de prediccion de sitios de unidon de FTs Matinspector
[http://lwww.genomatix.de]. La busqueda reveld la existencia de tres sitios potenciales de unién a
Stat3, localizados en las posiciones -3.111, -2.810 y -2.779 respecto de la horquilla del pre-miR-21
murino.

La presencia de potenciales sitios de union para el ErbB-2 en el promotor del miR-21 se
estudié con el programa para realizar alineamientos de secuencia Clustal X (Larkin et al., 2007),y a
través de la inspeccion manual de las secuencias. La busqueda revel6 la presencia de un potencial
sitio HAS (Wang et al., 2004) en la posicion -1.193 respecto del sitio de inici¢ de la transcripcion del
miR-21 humano (37pb rio abajo del sitio 1 de unién a Stat3), y un HAS putativo situado 6pb rio

abajo del sitio 1 de unién a Stat3 en el promotor del miR-21 murino.

Ensayos de Inmunoprecipitacion de la Cromatina (ChlP) y re-ChIP

Para los ensayos de ChIP se sembraron 3-5 x 10° células por placa de 100 mm de diametro
y se ftrataron segun se indica en cada caso. Tras el tratamiento especifico, se realizé un
crosslinking incubando las células con formaldehido a una concentracién final del 1% durante 10
minutos a 37°C, y se detuvo la reaccion agregando glicina a una concentracion final de 140 mM.
Las células se lavaron con PBS frio, se levantaron de las placas de cultivo en PBS con inhibidores
de proteasas y fosfatasas (descriptos previamente) utilizando un scraper, se colectaron por
centrifugacion, y se resuspendieron en 1 ml de buffer hipoténico [HEPES 20 mM (pH=7,9), EDTA 1
mM, EGTA 1 mM]. Se centrifugé 1 minuto a 16.000 x g para obtener los nucleos en el pellet, y se
resuspendié en 300 pl de buffer de lisis [Tris-HCI 50 mM (pH=8,1); 1% SDS; EDTA 10 mM].
Después de la lisis, los extractos celulares fueron procesados en hielo con un sonicador Bioruptor®
UCD-200 X (Diagenode, Denville, NJ, EEUU). Se realizaron 4 a 6 pulsos de 30 segundos a

potencia media y se centrifugd durante 10 minutos a 16.000 x g y 4°C. La concentracion de
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proteinas en el sobrenadante se determind por ensayo de Bradford. Entre 250 y 500 ug de proteina
fueron pre-clareados con 40 ul de esferas de agarosa conjugadas a proteina A y bloqueadas con
ADN de esperma de salmon (Millipore, Temecula, CA, EEUU). El 5% de esta cromatina se reservo
como input (ADN total) y se procesé luego junto con los inmunoprecipitados en el paso de
reversion del crosslinking (ver a continuacion). La cromatina remanente fue incubada durante 16 h
a 4°C con 4 ug de anticuerpo contra la proteina de interés, o inmunoglobulina G (IgG) de conejo
(Sigma-Aldrich) como control de especificidad. El complejo proteina-ADN-anticuerpo fue precipitado
incubando durante 2 h a 4°C con 80 pl de las esferas de agarosa conjugadas a proteina A. Las
esferas asociadas al complejo fueron precipitadas por una centrifugacién de 1 minuto a 4.000 x g, y
se lavaron con dos buffers de alta concentracién salina [Buffer 1: Tris-HCI 20 mM (pH=8,1); 0,1%
SDS; 1% Triton X-100; EDTA 2 mM; NaCl 150 mM - Buffer 2: Tris-HCI 20 mM (pH=8,1), 0,1% SDS,
1% Triton X-100, EDTA 2 mM, NaCl 500 mM], luego con un tercer buffer de baja concentracién
salina [Buffer 3. Tris-HCI 10 mM (pH=8,1), LiCl 0,25 M, 1% NP-40, 1% deoxicolato, EDTA 1 mM], y
finalmente con Tris-EDTA. El complejo proteina-ADN se obtuvo incubando las particulas de
agarosa con buffer de elucion (NaHCO; 0,1 M; 1% SDS). La reversion del crosslinking del complejo
proteina-ADN se realizé incubando con NaCl 0,2 M a 65°C durante 16 h. Las proteinas en las
muestras fueron digeridas por incubacién con proteinasa K (Promega) durante 1 hora a 45°C, y el
ADN se extrajo mediante el kit QIAquick PCR purification kit (QIAGEN, Germantown, MD, EEUU)
segun las instrucciones del fabricante. El ADN fue resuspendido en H,O libre de DNAsas y RNAsas
(Promega).

Para los ensayos de re-ChlP, se utilizé para la primera incubacion el equivalente a 1 mg de
proteina de partida y 12 pg del anticuerpo correspondiente. Los inmunocomplejos fueron eluidos
del ChIP primario incubandolos con ditiotreitol (DTT) 10 mM a 37°C durante 30 minutos. Luego, se
diluyeron 40 veces con buffer de inmunoprecipitacion y se re-inmunoprecipitaron con 12 ug del
segundo anticuerpo, incubando a 4°C durante 16 h. El re-ChIP de los sobrenadantes se llevo a

cabo de manera analoga a la del ChlIP primario.
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Anticuerpos

Los siguientes anticuerpos fueron utilizados para ensayos de ChIP o re-ChIP: anti-FUBP1
(ab28732), anti-c-Myc (N-262, sc-764X, Santa Cruz Biotechnology), anti-Stat3 (C-20), anti-ErbB-2
(C-18), anti-CBP (ab2832, Abcam), anti-Acetyl-Histone H4 (06-866, Millipore) y anti-trimethyl-Histone
H3 (Lys9) (07-442, Millipore). Una IgG de conejo (Sigma-Aldrich) fue empleada como control

negativo.

Ensayo de sensibilidad a DNAsa |

Las células recibieron los tratamientos indicados y fueron cosechadas en buffer de lisis
[Tris-HCI 10 mM (pH=7,5); NaCl 10 mM; MgCl, 3 mM; 0,05% NP40] e incubadas en hielo por 10
minutos. Los nucleos fueron aislados mediante centrifugaciéon a 2.000 rpm por 5 minutos a 4°C. El
pellet resultante fue lavado con buffer de digestion [Tris-HCI 40 mM (pH=7,5); MgCl, 10 mM; CaCl,
1 mM] y centrifugado a 2.000 rpm por 5 minutos a 4°C. Los pellets obtenidos fueron resuspendidos
en 200 ul de buffer de digestion. Las muestras se dividieron en partes iguales y fueron incubadas o
no con DNAsa | (QR1, Promega) por 5 minutos a 37°C (dando lugar a las condiciones “cortado” y
“no cortado”). La concentracién de enzima utilizada se puso a punto con anterioridad para cada
linea celular. La reaccion fue interrumpida por la adicion de 50 ug de Proteinasa K e incubando 2 h
a 65°C. El ADN fue aislado mediante extraccion con fenol y precipitacion con etanol absoluto. La
sensibilidad fue calculada por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) cuantitativa en tiempo

real como 2A(Ct °oede” _ G'no-cortade’y,

Extraccion de ARN y transcripcion reversa

Para el estudio de la expresion de ARNm, se aislé6 ARN total de las células utilizando el
reactivo TRIzol (Invitrogen), siguiendo las instrucciones del fabricante. Para el estudio de la
expresion de miARNs en células en cultivo o tejidos en fresco, se aisld6 ARN total utilizando el kit
comercial miRVANA PARIS RNA and Native Protein Purification Kit (Ambion), segun indicaciones
del fabricante. La extraccién de ARN a partir de muestras de tumores fijados en formalina y
embebidos en parafina (FFPE; por sus siglas en inglés, formalin-fixed paraffin-embedded) se

realizé6 mediante el kit RecoverAll Total Nucleic Acid Isolation Kit (Ambion), segun instrucciones del
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fabricante. La concentracion de ARN extraido se determind utilizando un espectrofotdmetro

Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, Waltham, MA, EEUU).

Para el estudio de los niveles de expresién de ARNm, 1 ug de ARN se sometid a
transcripcion reversa utilizando la enzima SuperScript Il (Invitrogen) y oligonucleétidos Oligo dT
(Biodynamics, Buenos Aires, Argentina), segun las indicaciones del fabricante. Para el estudio de la
expresiéon de miARNs se sometieron 100 ng de ARN total a transcripcién reversa utilizando el kit
TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit (Ambion). EI ADN copia (ADNc) obtenido fue

amplificado por PCR cuantitativa en tiempo real segun se indica en la siguiente seccion.

PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR)

El ADN obtenido de los ensayos de ChIP y de sensibilidad a DNAsa, o el ADNc obtenido a
partir de ARNm, fue amplificado por reacciones de PCR en tiempo real en un equipo ABI Prism
7500 (Applied Biosystems, Austin, TX, EEUU), utilizando la SYBR green PCR master mix (Roche).
Para la determinacion de miARNs se utilizd6 la TagMan® Universal PCR Master Mix, No
AmpErase® UNG (Applied Biosystems). El programa de PCR en tiempo real utilizado en todos los
casos fue el siguiente: 10 minutos a 95°C, seguido de 40 ciclos de 15 segundos a 95°C + 1 minuto
a 60°C. Los numeros de los ejes de las ordenadas de los histogramas se calcularon dividiendo los
numeros arbitrarios obtenidos para cada muestra en la PCR cuantitativa por el input (ADN total), o
por el control de carga GAPDH (Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa) para los ensayos de
ARNm, estableciendo en 1 los valores de las muestras inmunoprecipitadas con IgG o de las
muestras control, y determinando las veces de incremento relativas a ese punto. Las veces de
induccion en los niveles de miR-16 o miR-21 se calcularon normalizando los valores absolutos de
miR-16 o0 miR-21 a aquellos de U6snRNA, utilizado como control interno, y estableciendo el valor
de las células de la condicion control en 1.

Cebadores para la amplificacion de ADNc

Los siguientes cebadores se utilizaron para amplificar el ADNc del ErbB-2 humano: 5'-
AAAGGCCCAAGACTCTCTCC-3' y 5-CCTCCCTGGGGTGTCAAGTA-3'. Los siguientes cebadores

se utilizaron para amplificar el ADNc del GAPDH humano y murino: 5-CCAGAACATCATCCCTGCAT-

54



3'y 5-GTTCAGCTCTGGGATGACCTT-3'". Los siguientes cebadores se utilizaron para amplificar el
ADNCc de la CCNJ murina: 5-CTGGCCGCCGATATTCACC-3' y 5'
GGCAATCAAGTCAGCAAAATACC-3'. Los siguientes cebadores se utilizaron para amplificar el
ADNc de FUBP1 murino: 5-GATTCAAGATGGGCCTCAAA-3'y 5-TTTCCTTGGCTTGCTGAACT-3'.
Los siguientes cebadores se utilizaron para amplificar el ADNc de la CCNJ humana: 5'-
CTGGCCGCCGATATTCACC-3' y 5-GGCAATCAAGTCAGCAAAATACC-3". Los siguientes
cebadores se utilizaron para amplificar el ADNc de FUBP1 humano: 5'-
ACACAGTTACCACCGATGCA-3'y 5-CAGATTCAGGTGTTCCAGTT-3".

Cebadores para la amplificacion de productos de ChIP vy ensayos de sensibilidad a DNAsa |

Para la amplificacion del sitio 1 de union a Stat3 en el promotor de miR-21 murino: 5-
GAGTTTCTGGGCAAACATCC-3 y 5-CTGCGTCATCCTTCTCCAAA-3. Para la amplificacién
conjunta de los sitios 2 y 3 de union a Stat3 en el promotor murino de miR-21: 5-
CCACAGCAGTGTGCAGTCTCA-3 y 5-GGGAGAAAAGTAGGAGAGAGCTCAGA-3. Para la
amplificacion del sito 1 de wunibn a Stat3 en el promotor de MIR21 humano: 5-
TGGAGTTTCTGTGCAAACTGTC-3 y 5-TGTGCGTCATCCTTATCCAA-3'. Para la amplificacién
conjunta de los sitios 2 y 3 de uniébn a Stat3 en el promotor de MIR217 humano: 5-
TGACACAAGCATAAGTCATTTCC-3 'y 5-TCCTCAGAGTAAGGTCAGCTCAG-3. Para la
amplificacion del sitio de wunion a Stat3 en el promotor del ERBB2 humano: 5-
CACATCCCCCTCCTTGACTA-3 y 5-TCCCTAGGCTGCCACTCTTA-3'. Para la amplificacién del sitio
E-Box localizado rio arriba del exén 1A del DLEU2 humano: 5-ACGGCAAAAGCTCTACAAGC-3' y
5-GGGTCCTGCTTAGGAGAAAA-3'. Para la amplificacion del sitio FUSE localizado en el promotor
de MYC humano (Avigan et al, 1990). 5-CCCCCGAATTGTTTTCTCTT-3' y 5"

CCCACACATGATTTGTTTGC-3'.

Perfiles de expresién génica
Los estudios de expresion génica a nivel global se llevaron a cabo utilizando cultivos primarios
de tumores C4HD. A tales fines, se extrajo ARN total a partir de seis cultivos primarios independientes

transfectados durante 48 h con pre-miR-16 (n=3) o pre-miR-Control (n=3) 30 nM. La concentracién de
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ARN se determindé mediante espectrofotometria, y la integridad del mismo se verificé resolviendo una
alicuota de cada muestra en un gel desnaturalizante de agarosa, tefiido con SYBR® Safe DNA Gel
Stain (Thermo Scientific).

El posterior procesamiento de las muestras estuvo a cargo del Microarray Group del National
Institute of Environmental Health Sciences (Research Triangle Park, NC, EEUU). El analisis se
condujo empleando microarrays Agilent Whole Mouse Genome 4x44 multiplex format oligo arrays
(014868, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EEUU), siguiendo el protocolo del fabricante para
microarrays de 1 color. Empleando 300 ng de ARN total como punto de partida, se sintetizo el ARN
copia marcado con Cianina 3 (Cy3), de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Para cada
muestra, 1,65 ug de ARN copia marcado con Cy3 se fragmentaron e hibridaron con los microarrays
durante 17 h en un horno de hibridacion rotatorio. Las microarrays se lavaron y escanearon con un
Agilent Scanner (Agilent). Los datos se recuperaron a partir de las imagenes capturadas,
empleando el programa Agilent Feature Extraction software v9.5 (Agilent), conservando los
parametros predeterminados para el analisis de microarrays de 1 color. El programa realizé un
modelado del error, ajustando ruidos aditivos y multiplicativos. Se consideraron confiables aquellas
celdas con intensidad de sefial mayor al doble del entorno local, no saturadas, y no sefaladas
como anormales por el programa.

El preprocesamiento de datos y el analisis de control de calidad de los mismos se realizé
empleando el paquete Agi4x44PreProcess (Pedro Lopez-Romero; PreProcessing of Agilent 4x44
array data. R package version 1.22.0) de la suite Bioconductor (Gentleman et al., 2004), en el
lenguaje y entorno de programacion para analisis estadistico y grafico R. Brevemente, las
intensidades de senal extraidas se corrigieron por la sefial de fondo utilizando el método normexp,
se normalizaron por el método de cuartiles, y se transformaron mediante la aplicacién de un
logaritmo en base 2. Para determinar aquellos genes diferencialmente regulados entre las dos
condiciones experimentales, se utilizé el paquete Limma (Ritchie et al., 2015), aplicando una
funcién Bayesiana empirica para moderar los estadisticos t obtenidos del analisis, y una correccion
de Benjamini-Hochberg para ensayos mudltiple, con el fin de reducir el numero de falsos positivos.
Aquellas sondas con un p valor ajustado menor a 0,01, y con una tasa de cambio absoluta superior
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a 1,9, fueron seleccionadas como relevantes. El mapa de calor para los genes expresados
diferencialmente se construyé con el programa CIMminer (Weinstein et al., 1997). El analisis de
agrupamiento de las muestras se realizd utilizando el método de la distancia Euclidiana y el

algoritmo de agrupamiento de vinculo promedio.

Los datos crudos y procesados obtenidos de los estudios de microarrays fueron depositados
en la base de datos de acceso publico Gene Expression Omnibus (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo;

Numero de acceso: GSE73900).

Prediccion in silico de genes blanco de microARNs

La lista de potenciales genes blanco del miR-16 murino (mmu-miR-16) se obtuvo mediante el
motor de busqueda miRecords (Xiao et al., 2009). Con el objetivo de reducir el nimero de genes
candidatos, y de incrementar la robustez de la prediccion, se aplicé un filtro de modo tal que se sdlo
se presentaran aquellas interacciones predichas simultaneamente por al menos 4 algoritmos de
prediccion distintos. De esta manera se recupero una lista de 486 blancos putativos del mmu-miR-
16. La presencia de potenciales sitios de unién para el miR-16 humano (hsa-miR-16) en las
regiones 3'UTR de la CCNJ y FUBP1 de humano se estudié mediante el programa Clustal X, y a

través de la inspeccidon manual de las secuencias.

Modelos preclinicos

En todos los casos, los animales se asignaron a los distintos grupos experimentales en
forma aleatoria, empleando un disefio de grupos paralelos. Brevemente, cada animal de un grupo
fue designado para recibir un tratamiento dado empleando una tabla de niumeros al azar.

El desarrollo de metéastasis pulmonares espontaneas se estudidé luego de la inyeccion
subcutanea en el flanco toracico-ventral de 3 x 10° células de los clones DN1, DN3 o VECTOR en
ratones singeneicos (n=8 por grupo). Se calculd la latencia, volumen tumoral y velocidad de
crecimiento de los tumores. El ancho (A) y largo (L) del tumor fueron medidos con un calibre Vernier
tres veces por semana, y el volumen tumoral (mm?®) se calculé segun la formula “(L x A%)/2”. La tasa de

crecimiento tumoral se calculé como la pendiente de las curvas de crecimiento. Los animales se
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sacrificaron al dia 42 y el nUmero de colonias pulmonares superficiales fue evaluado en cada animal
por un investigador que desconocia la identidad de los grupos experimentales.

Para los ensayos de metastasis experimentales (Carnevale et al., 2007; Welch, 1997), 3 x 10°
células de los clones DN1 o VECTOR, o células LM3 transfectadas en forma transiente, se inyectaron
por la vena de la cola en ratones singeneicos (n=8 por grupo). Previo a su inyeccién, las células LM3
se cotransfectaron durante 36 h con un siARN dirigido a Stat3 o control, y con pre-miR-Ctrl o pre-miR-
21, utilizando siPORT NeoFx, tras lo cual se las re-transfectd con los vectores hErbB- 2ANLS, V659E,
0 un vector vacio, por 24 h. Tras la inyeccion de las células, los animales se sacrificaron al dia 21 y el
numero de metastasis pulmonares superficiales fue determinado por un investigador que desconocia
la identidad de cada grupo experimental.

Las células BT-474.m1 (2 x 107/ratén) se inyectaron con Matrigel (relacién 1:1 con la
suspension de células) por via subcutanea en el flanco toracico-ventral de ratones
inmunocomprometidos, en forma concomitante con un depésito de 0,72 mg de estradiol en el
flanco opuesto. Una vez que los tumores alcanzaron un volumen medio de 150 mm?, los animales
fueron tratados con trastuzumab (5mg/kg) o una IgG control (IgG2500; Purissimus, Buenos Aires,
Argentina) por via intraperitoneal, dos veces por semana.

Las células JIMT-1 (2 x 107/ratén) se inyectaron por via subcutanea en el flanco toracico-
ventral de ratones inmunocomprometidos. Una vez que los tumores alcanzaron un volumen
promedio de 100 mm?, los animales se trataron con trastuzumab o IgG, como se indicé para las
BT-474.m1, y recibieron tres inyecciones semanales intratumorales de pre-miR-16 o pre-miR-
Control. Para cada inyeccion se combinaron 8 ug de pre-miR-Control o pre-miR-16 con 0,8 pl del
reactivo de transfeccion siPORT NeoFx, y se llevaron a un volumen final de 50 ul con PBS estéril.
La solucién de pre-miR se inyecté utilizando una aguja de calibre 33G. Los animales se sacrificaron
un dia después del ultimo tratamiento.

Al momento de sacrificar los animales con xenotransplantes tumorales de las lineas BT-
474.m1 o JIMT-1, se extrajeron los tumores y se dividio cada tumor en dos porciones: una fue
congelada a -70°C para preparar luego extractos de ARN y proteina, y la otra fue fijada con formol
neutro [p-formaldehido (Merck) al 10% en PBS] para su posterior analisis histopatoldgico y/o
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inmunomarcacion. También se extrajeron y fijaron ejemplares de pulmén, ganglios, corazén,

higado y pancreas para su examen histoldgico (presencia de metastasis y toxicidad).

Establecimiento de la linea celular BT-474 HR

La linea celular BT-474 HR se obtuvo a partir del tratamiento prolongado in vivo con
trastuzumab de xenotransplantes tumorales de la linea BT-474.m1. Los xenotransplantes de
tumores se establecieron como se menciond en la seccién anterior, y una vez que los tumores
alcanzaron un volumen medio de 300 mm?®, los animales se trataron con trastuzumab (5 mg/kg)
diluido en PBS estéril, dos veces por semana, por via intraperitoneal. Un tumor que continud
creciendo frente al tratamiento con trastuzumab se extirpd, disgregdé y procesd con solucion
enzimatica. La linea celular derivada del tumor se establecio siguiendo un protocolo reportado
previamente (Ritter et al., 2007), y se mantuvo por al menos 40 pasajes en RPMI + 10% SFB

suplementado con trastuzumab (10 pg/ml).

Pacientes

Los Comités de Etica de las siguientes instituciones revisaron y aprobaron la coleccion de
especimenes tumorales, la recopilacion de datos clinicos y patologicos de los pacientes, asi como
el analisis retrospectivo de biomarcadores en especimenes anonimizados, provenientes de sus
cohortes archivadas: Universidad de La Frontera - Hospital de Temuco (Chile), Hospital de Agudos
“Juan A. Fernandez” (Buenos Aires, Argentina) y Hospital Aeronautico Central (Buenos Aires,
Argentina). El estudio se condujo de acuerdo a los principios éticos para investigacion médica
delineados en la Declaracion de Helsinki, y se obtuvieron consentimientos informados por escrito
de todos los pacientes previo a su inclusién en el estudio. El estadio de los pacientes antes del
tratamiento fue clasificado de acuerdo al sistema del American Joint Committee on Cancer (EEUU)
(Singletary et al., 2002). Para la determinacion del grado histolégico se utilizo el sistema de Elston y
Ellis (Page et al., 1995).

Los criterios preestablecidos de inclusion para el estudio de ErbB-2, Stat3 y PDCD4 fueron:
mujeres de 18-75 anos (vivas o difuntas) diagnosticadas con CM ErbB-2 positivo como tumor

primario, en estadios I-lll, tratadas con cirugia y quimioterapia. Se seleccionaron 48 muestras de
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tejido FFPE correspondientes a carcinomas mamarios invasivos ErbB-2 positivos, con un
seguimiento de hasta 13 afios (mediana: 53 meses), archivados en forma consecutiva entre los
anos 1998 y 2006, del Departamento de Histopatologia del Hospital de Temuco.

Los criterios preestablecidos de inclusion para el estudio de miR-16, CCNJ y FUBP1 fueron:
mujeres de 18-75 anos (vivas o difuntas) diagnosticadas con CM ErbB-2 positivo como tumor
primario, en estadios I-lll, que no recibieron quimio- o radioterapia previo a la cirugia, y que
recibieron quimioterapia y trastuzumab en adyuvancia. La resistencia al trastuzumab se defini6
como la ocurrencia de recaidas dentro de los cuatro afnos posteriores al fin del tratamiento con la
droga. Para el estudio de los niveles de miR-16, seleccionamos 19 muestras de tejido FFPE
correspondientes a carcinomas mamarios invasivos ErbB-2 positivos, con una mediana de
seguimiento de 60 meses (rango 1-7 anos), archivados en forma consecutiva entre los anos 2008
y 2014, del Hospital de Temuco. El porcentaje de células tumorales en cada muestra fue evaluado
por un patélogo a través de una tincion con hematoxilina y eosina de las secciones contiguas a
aquellas utilizadas para la extraccion de ARN. Con el objeto de minimizar la contaminacién con
tejido no tumoral, sélo se extrajo ARN cuando el componente tumoral representaba al menos un
80% de la seccion de tejido. Para los estudios de FUBP1 mediante inmunohistoquimica,
seleccionamos 42 muestras de tejido FFPE correspondientes a carcinomas mamarios invasivos
ErbB-2 positivos, con una mediana de seguimiento de 29 meses (rango 1-6 anos), archivados en
forma consecutiva entre los afios 2008 y 2014, del Hospital “Juan A. Fernandez” y del Hospital

Aeronautico Central.

Mineria en bases de datos de pacientes

Los niveles de expresién de miR-21 y del ARNm de PDCD4 en muestras de pacientes con CM
ErbB-2 positivo, pertenecientes a la cohorte del TCGA (The Cancer Genome Atlas), se obtuvieron de
la base datos y plataforma de mineria de datos Oncomine (Compendia Bioscience, Ann Arbor, M,
EEUU). La informacion clinica de estos pacientes (compilada por la TCGA Research Network)

también se obtuvo a partir de Oncomine. El mapa de calor se construy6 con el programa CIMminer.
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Los niveles de expresion de miR-16 y de los ARNm de CCNJ y FUBP1 en muestras de
pacientes con CM ErbB-2 positivo, utilizadas para los analisis de correlacion, se obtuvieron de dos
cohortes de acceso publico (Numeros de acceso GEO: GSE75685 y GSE19783), utilizando la
herramienta GEO2R [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/info/geo2r.html]. La informacién clinica de estos
pacientes también se obtuvo a partir de GEO. Los pacientes fueron seleccionados en base a su stafus

positivo para el ErbB-2.

Inmunohistoquimica (IHQ)

Los siguientes anticuerpos primarios se emplearon para IHQ: anti-PDCD4 (D29C6), anti-
FUBP1 (ab28732) y una IgG de conejo como control de isotipo. Los tejidos a tefiir se fijaron en
formol durante 16-20 h y luego fueron embebidos en parafina. Las marcaciones se realizaron en
forma manual sobre cortes de 4 ym de espesor. Las peroxidasas enddgenas fueron bloqueadas
con peroxido de hidrégeno 2% durante 30 min, y la recuperacion de antigenos se realizd durante
50 minutos a 92°C con buffer citrato [citrato de sodio 10 mM (pH=6,0); 0,05% Tween 20]. Los
preparados se bloquearon con 2,5% BSA en PBS por 30 minutos y se incubaron con una dilucion
del anticuerpo primario correspondiente en 2,5% BSA en PBS durante 16 h, a 4°C. Tras realizar
lavados secuenciales con PBS, los preparados se incubaron con un anticuerpo secundario
biotinilado anti-conejo (Vector Laboratories) 1/400 en 2,5% BSA en PBS por 30 minutos, y se
reveld con una solucién de 3,3’-diaminobezidina (DAB, Cell Marque, Rocklin, CA, EEUU). La
reaccion fue detenida mediante lavado con H,O destilada, tras lo cual se procedioé a la tinciéon de
contraste con hematoxilina activada (Biopur, Buenos Aires, Argentina), durante 5 minutos.

Las fotos de los preparados fueron adquiridas con un microscopio confocal Nikon Eclipse
E800 (Nikon Instruments, Tokio, Japdn). Todas las inmunomarcaciones fueron hechas en paralelo
con controles positivos y negativos. La puntuacion de las tinciones estuvo a cargo de dos patdlogos
que trabajaron en forma independiente, y que desconocian la identidad de las muestras. Las
discrepancias se re-evaluaron y resolvieron en un microscopio de dos cabezales.

La puntuacion de la marcacion nuclear de PDCD4 se realizé empleando una escala de

cuatro valores. Puntuacién 0: sin marca; Puntuacién 1: 21<30% nucleos positivos; Puntuacién 2:
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>30=70% nucleos positivos; Puntuacion 3: >70% nucleos positivos (Fassan et al., 2010; Mudduluru et
al.,, 2007). La marcacion nuclear se dicotomizé como “negativa” (puntuaciones 0 y +1) o “positiva”
(puntuaciones +2 y +3).

La puntuacion de la expresion nuclear de FUBP1 se baso en la intensidad de marca y en el
porcentaje de células inmunoreactivas para FUBP1 (Zhang et al., 2013). La intensidad de marca se
puntué de acuerdo al siguiente criterio: 0 (sin marca), 1 (marca débil), 2 (marca moderada), 3
(marca intensa). El porcentaje de marcacion se puntué de acuerdo a la proporcion de nucleos con
marca positiva: 0 para <5% nucleos positivos; 1 para >5<25%; 2 para >25<50%; 3 para >50%. El
indice de marcacion nuclear (calculado como el producto de la intensidad por el porcentaje) se
dicotomizé6 como “negativo” (indices 0 a +3) o “positivo” (indices +4 a +9). La validacién del

anticuerpo anti-FUBP1 utilizado se presenta en el Anexo .

Ensayos de inmunofluorescencia (IF) y microscopia confocal

Cultivos celulares

Las células, crecidas sobre cubreobjetos, fueron tratadas segun se indica en cada caso, tras
lo cual fueron fijadas y permeabilizadas con metanol a -20°C, y luego bloqueadas con PBS + 1%
BSA a temperatura ambiente durante 30 minutos. La incubacién con los anticuerpos primarios se
llevé a cabo en PBS + 1% BSA durante 16 h a 4°C, utilizando una dilucion del anticuerpo 1:100.
Los anticuerpos utilizados fueron: anti-ErbB-2 (C-18), anti-ErbB-2 (F-11, Santa Cruz
Biotechnology), anti-ErbB-2 (9G6, Santa Cruz Biotechnology), anti-Stat3 (124H6, Cell Signaling
Technology) y anti-FUBP1 (ab28732). Luego de 3 lavados de 10 minutos con PBS + 1% BSA, los
cubreobjetos fueron incubados durante 1 hora a temperatura ambiente con anticuerpos
secundarios conjugados a Alexa 488 o rodamina (Molecular Probes, Eugene, OR, EEUU). Los
controles negativos se realizaron incubando las células con PBS + 1% BSA o con una IgG control,
en lugar del anticuerpo primario. Cuando las células se transfectaron con el mutante hErbB-2ANLS,
la senal de la proteina GFP de este vector se detectd por fluorescencia directa. Los nucleos fueron
tefiidos con ioduro de propidio (5 pg/ml, Sigma-Aldrich) o DAPI (2 ng/ml), segun lo indicado en las

figuras. Las imagenes fueron obtenidas con un microscopio Nikon Eclipse E800, cuyo limite de
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resolucion es de 300 nm. Las fotos que se muestran en la seccion Resultados ilustran sélo algunas
células representativas de las examinadas.

El analisis cuantitativo de las imagenes de microscopia confocal se hizo con el programa
Imaged. Se estudio la localizacion del ErbB-2 en el ndcleo y en la membrana citoplasmatica, como
se reportd previamente (Cordo Russo et al., 2015). Brevemente, la segmentacion de cada célula se
realizé empleando las imagenes del ErbB-2. El compartimento correspondiente a la membrana
plasmatica se defini6 como la diferencia entre la imagen de la células y una erosion binaria
(iteraciones: 5-25), y el compartimento nuclear se defini6 de acuerdo a las imagenes de la
marcacion con DAPI. Se obtuvo un valor de intensidad integrada de fluorescencia para el ErbB-2
total (tErbB-2), de membrana (MErbB-2) y nuclear (NErbB-2). Para computar la distribucién celular del
ErbB-2, se calcularon las relaciones MErbB-2/tErbB-2 (MErbB-2) y NErbB-2/tErbB-2 (NErbB-2) para
100 células de cada grupo, y se obtuvieron valores promedio. El andlisis cuantitativo de la distribucién
subcelular del ErbB-2 se expresa como el porcentaje de NErbB-2. Mientras que los resultados
presentados se obtuvieron con anticuerpos anti-ErbB-2 dirigidos al extremo carboxilo del mismo, se
obtuvieron hallazgos similares empleando un anticuerpo dirigido al extremo amino, confirmando la
presencia del ErbB-2 de longitud completa en el nucleo de las células (Beguelin et al., 2010; Cordo
Russo et al., 2015).

La cuantificaciéon de la localizacion subcelular de Stat3 se realizé a través de la segmentacion
de las células y sus nucleos (DAPI), en un analisis de tipo célula-a-célula (Elguero et al., 2012), y se
expresa como el porcentaje de Stat3 en el citoplasma o en el nucleo. En experimentos donde se
evalud colocalizacion, se analizaron aproximadamente 100 a 200 células por tratamiento, de las
cuales aproximadamente el 80% mostraban el mismo patron de localizacién nuclear de Stat3 y ErbB-
2.

Para las IF de FUBP1, se evalud el valor de intensidad de fluorescencia de FUBP1 nuclear y
total para 100 células de cada tratamiento, y se obtuvo un valor promedio. EI compartimento

nuclear se definié empleando las imagenes de la tincion con ioduro de propidio.

63



Muestras de tejido FFPE

La recuperacion antigénica se realizé utilizando buffer citrato de sodio 10 mM (pH=6) durante 4
min a potencia maxima en microondas. Los vidrios fueron bloqueados por 30 min en Buffer Hank's
Modificado y luego se incubaron durante 16 h a 4°C con el anticuerpo primario correspondiente. Los
siguientes anticuerpos se utilizaron para IF en muestras de tumores: anti-ErbB-2 (C-18) y anti-Stat3
(C-20). Seguidamente, se incubaron los preparados con un anticuerpo secundario conjugado a Alexa
488 o rodamina (Molecular Probes). Para reducir la autofluorescencia, se incubaron los vidrios en
Sudan Black B 0,1% (Sigma-Aldrich). Los nucleos se tifieron con DAPI.

Los niveles nucleares de ErbB-2 y Stat3 (NStat3) se detectaron por IF y se puntuaron
considerando tanto el porcentaje de células positivas como la intensidad de marca. Una puntuacion de
0 representa una marcacion débil o inexistente en menos del 10% de las células, +1 representa una
marca débil en 11-25% de las células, +2 representa una marca moderada en 26-50% de las células,
+3 representa una marca intensa en mas del 50% de las células. Las puntuaciones +2 y +3 se
consideraron positivas para la presencia de NErbB-2 (Schillaci et al., 2012), y las puntuaciones +1, +2
y +3 se consideraron positivas para la presencia de NStat3 (Dolled-Filhart et al., 2003).

Para el estudio de los niveles de expresiéon de Stat3 en metastasis pulmonares de células LM3,
se realiz6é un analisis cuantitativo de las imagenes de microscopia confocal con el programa ImageJ.
Con este fin, se obtuvo el valor de intensidad integrada de fluorescencia de Stat3 en los focos
metastasicos de cada grupo, y se expreso relativo al numero de nucleos celulares en el campo
correspondiente. Se calculd la relacion mencionada para 10 focos metastasicos independientes de

cada grupo experimental y se obtuvo un valor promedio.

Anidlisis estadistico

Cuando se compararon dos grupos, se utilizé la prueba t de Student, salvo donde se indique
lo contrario. Cuando tres 0 mas grupos se compararon, se utilizé6 una prueba de ANOVA de una
via, seguida de la prueba t de Tukey, para determinar la significacion entre grupos. No se
emplearon métodos estadisticos a priori para predeterminar los tamafios muestrales, pero los

mismos estuvieron en linea con aquellos reportados en trabajos previos (Alonso et al., 1999;
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Carnevale et al., 2007; Cordo Russo et al., 2015; Peters et al., 2003; Rivas et al.,, 2012). La
comparacion de los volumenes tumorales entre los distintos grupos se llevé a cabo mediante un
analisis de varianza de dos vias, seguida de una prueba de Tukey. Las velocidades de crecimiento
se calcularon como las pendientes de las curvas de crecimiento, empleando un analisis de
regresion lineal, y las pendientes fueron comparadas mediante un analisis de varianza, seguido de
una prueba de paralelismo para determinar la significacion estadistica de las diferencias. La
correlacion de Pearson y el andlisis de regresion lineal se utilizaron para evaluar la correlacion
entre los niveles de expresion de los miARNs y la expresion de sus ARNm blancos. La
comparacion del numero de metastasis pulmonares entre grupos se realiz6 mediante las pruebas
no paramétricas de Kruskal-Wallis o Mann-Whitney, segun el numero de grupos comparados.

Las correlaciones entre variables categdricas se llevaron a cabo mediante una prueba de
Chi cuadrado, o una prueba exacta de Fischer cuando el nUmero de observaciones obtenidas para
el analisis resultaba pequefio. Las probabilidades de sobrevida se calcularon de acuerdo al método
de Kaplan-Meier, y la significacion estadistica se analiz6 mediante la prueba de rango logaritmico.
El analisis estadistico se llevo a cabo utilizando los programas GraphPad Prism 4 (GraphPad, La
Jolla, CA, EEUU) y SPSS Software (SPSS, Inc., Chicago, IL, EEUU). Todos los analisis

estadisticos fueron de dos colas, y un p valor inferior a 0,05 fue considerado significativo.
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PRIMERA PARTE
Rol del microARN-21 en la diseminacion

metastasica del CM ErbB-2 positivo.
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RESULTADOS: PRIMERA PARTE

Stat3 controla la transcripcion del ErbB-2 en el CM

Como se sefiald en la Introduccion de este trabajo, el rol de Stat3 como mediador de los
efectos pro-tumorales del ErbB-2 en el CM ha sido ampliamente estudiado. Se decidié explorar,
entonces, el potencial caracter bidireccional de la interaccion entre Stat3 y el ErbB-2 en el CM
ErbB-2 positivo, lo cual no habia sido examinado hasta el momento. Utilizamos con este fin la linea
celular murina metastasica LM3, la cual sobreexpresa ErbB-2 (Puricelli et al., 2002; Urtreger et al.,
1997), y la linea celular humana metastasica MDA-MB-453, la cual exhibe amplificacion del ERBB2
(O'Brien et al., 2010). Hallazgos previos de nuestro grupo demostraron que el ErbB-2 se encuentra
constitutivamente fosforilado en sus residuos tirosina en la linea celular LM3 (Puricelli et al., 2002).
Aqui, encontramos que también en células MDA-MB-453 el ErbB-2 esta fosforilado en el residuo

Tyr1222 (Figura 8a), uno de los principales sitios de auto-fosforilacién del receptor (Olayioye et al.,

2001).
a o> b
N
o N
A (ol
,\b& @0
pErbB-2 pStat3 | e B i
(Tyr 1222) -- (Tyr 705) & ]
ErbB-2 o ' ' ' ’
o = s e e e
HRG 40 ng/ml (10min) - + '
MPA 10 nM (10min) -  + - -
C - MDA-MB-453 d
Pt L
(Tyr 705) LM3 LM3
Stat3 J— pStat3
(Tyr705)- —— . e
0,5 1,0 0,4 0,7 0,6
ErbB-2 . . - Stat3 "~ —— S o— ——
B-Actina i — \?ib"\ 06,? VECTOR DN1 DN2 DN3
A
SiARN Control (100 nM) + - Q&e Q}*
SIARN ErbB-2 (100 nM) - + 2

Figura 8. Estado de activacion de Stat3 y ErbB-2 en lineas celulares de CM metastasico ErbB-2 positivo. (a) Las
células T47D (modelo del subtipo luminal B ErbB-2 positivo de CM) fueron tratadas con HRG, y las células MDA-MB-453

se estimularon con suero. El analisis por WB se realizd con un anticuerpo contra el ErbB-2 fosforilado (p), y las

67



membranas se reincubaron con un anticuerpo anti-ErbB-2 total. (b) Las células T47D se trataron con MPA, y las células
LM3 y MDA-MB-453 se estimularon con suero. Los WB se realizaron con un anticuerpo anti Stat3 fosforilado, y las
membranas se reincubaron con un anticuerpo contra Stat3 total. (¢) Las células se transfectaron con un siARN contra el
ErbB-2. Se analizaron mediante WB los niveles de Stat3 fosforilado y los niveles de ErbB-2 total. Se utilizé 3-actina como
control de carga. (d) Las células LM3 fueron transfectadas en forma transiente (izquierda) o estable (derecha) con el
vector Stat3Y705-F (Clones DN) o un plasmido vacio (Clon VECTOR). Las imagenes en (a-d) son representativas de tres
experimentos con resultados similares. Los niumeros debajo de las bandas reflejan la cuantificacion por densitometria de

las mismas.

Nuestro grupo, entre otros, ha demostrado que la fosforilacion de Stat3 en el residuo tirosina
705 (Tyr705) es necesaria para su migracion nuclear, unién al ADN y actividad transcripcional
(Bromberg et al., 1998; Proietti et al., 2005). En condiciones 6ptimas de crecimiento, las lineas LM3 y
MDA-MB-453 mostraron niveles de Stat3 fosforilado en Tyr705 comparables a aquellos en la linea
de CM T47D estimulada con MPA (Figura 8b), los cuales se caracterizaron previamente como
elevados (Proietti et al.,, 2005). El silenciamiento de la expresion del ErbB-2 redujo
significativamente la fosforilacion de Stat3 en ambas lineas (la Figura 8c muestra los resultados en
la linea MDA-MB-453), lo cual indica que Stat3 es activado rio abajo del ErbB-2, como se ha
observado en otros modelos de CM (Barbieri et al., 2010b; Guo et al., 2006; Ranger et al., 2009). La
fosforilacion de Stat3 también se redujo significativamente frente a la transfeccién transiente con
una variante dominante negativa (DN) de Stat3, Stat3Y705-F, la cual porta una sustituciéon de
tirosina por fenilalanina que reduce la fosforilacion del Stat3 enddgeno, inhibiendo asi su actividad
transcripcional (Figura 8d) (Bromberg et al., 1998; Kaptein et al., 1996; Proietti et al., 2005). De
manera similar, en clones de la linea LM3 generados para expresar Stat3Y705-F en forma estable
(“DN1” a “DN3”), se observaron distintos niveles de inhibicion de la fosforilacion de Stat3 en Tyr705,
en comparacion con un clon generado con el vector vacio (“VECTOR”) (Figura 8d).

Interesantemente, en los clones DN se hall6 ademas una reduccién significativa en los
niveles de la proteina ErbB-2, en comparacién con el clon VECTOR (Figura 9a). De igual manera,
los niveles de proteina ErbB-2 se redujeron al silenciar la expresién de Stat3 en las lineas LM3 y
MDA-MB-453 (Figura 9b). Con el objetivo de evaluar la generalidad de nuestra observacion,

silenciamos la expresion de Stat3 en la linea pobremente metastasica MCF-7 (modelo del subtipo
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luminal A de CM), en la linea no metastasica BT-474 (modelo del subtipo luminal B ErbB-2 positivo
de CM), en la linea no metastasica JIMT-1 (modelo del subtipo ErbB-2 positivo de CM), y en la
linea metastasica triple negativa MDA-MB-231 (Figura 9c) (Holliday and Speirs, 2011). En todos los
casos estudiados, el bloqueo de Stat3 resulté en una reduccién en los niveles de la proteina ErbB-

2. Asimismo, el silenciamiento de Stat3 redujo los niveles de ARNm del ErbB-2 (Figura 10a).
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ErbB-2 g “ W
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siARN Stat3 (100 nM) - + - +
C
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Figura 9. Stat3 controla la expresion de la proteina ErbB-2 en CM. (a) Se determinaron mediante WB los niveles de
expresion del ErbB-2 en los clones DN. (b y ¢) Las células indicadas se transfectaron durante 48 h con un siARN dirigido
a Stat3 o control, y la expresion de ErbB-2 se analizé6 mediante WB. Los experimentos en (a-c) son representativos de un
total de tres, con resultados similares.

Reportes previos revelaron la existencia de un sitio GAS en el promotor del ErbB-2 (Qian et
al., 2006). Con el fin de elucidar si la regulacion del ErbB-2 por Stat3 observada aqui ocurria a nivel
transcripcional, transfectamos la linea LM3 con un plasmido que porta el gen de la luciferasa
clonado rio abajo del promotor humano del ERBBZ2 (Qian et al., 2006). El silenciamiento de Stat3 en
éstas células inhibio la activacion del promotor del ERBB2, como se evidencia por la reduccion en
la actividad luciferasa (Figura 10b). Mas aun, ensayos de ChIP revelaron que Stat3 es reclutado al

sitio GAS en cuestion (Figura 10c). La proteina CBP (por sus siglas en inglés, CREB-binding
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protein), un coactivador con actividad histona acetil-transferasa cuya presencia refleja transcripcion
génica activa, también se encontré reclutada a este sitio (Figura 10c). Ademas, el analisis de la
estructura local de la cromatina reveld niveles elevados de acetilacién de la histona H4 (H4Ac), un
marcador de la activacion de la cromatina (Figura 10c).
En cambio, la inhibicion de la activacion de Stat3 mediante la transfeccion con Stat3Y705-F atenud
significativamente el reclutamiento de Stat3 y CBP al promotor del ErbB-2, y redujo los niveles de

H4Ac (Figura 10c).
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Figura 10. Stat3 controla la transcripcion del ErbB-2 en CM. (a) Las células se transfectaron segun lo indicado
durante 48 h y los niveles de ARNm de ErbB-2 se midieron mediante RT-qPCR. Las veces de induccion en los niveles de
ARNm se calcularon normalizando los valores absolutos del ARNm de ErbB-2 a los de GAPDH, empleado como control
interno, estableciendo el valor de células transfectadas con siARN Control en 1. (b) Las células se cotransfectaron con un
siARN dirigido a Stat3 o control, y con un plasmido vacio o un constructo reportero que incluye el promotor del ErbB-2
humano (p-670-Luc), el cual contiene un sitio GAS. La luciferasa de Renilla se utilizé para normalizacion. Los resultados
se presentan como porcentaje de inhibicion, estableciendo el valor de las células transfectadas con siARN Control en 1.

(c) Las células se transfectaron o no con el plasmido Stat3Y705-F y se analizaron mediante ChIP los niveles de
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acetilacion de la histona H4 (H4Ac), y el reclutamiento de Stat3 y CBP. EI ADN inmunoprecipitado se amplificé por RT-
gPCR utilizando cebadores que flanquean el sitio GAS en posicion -529 del promotor del ERBB2. La cantidad de ADN
inmunoprecipitado para cada muestra se reporta relativo a la cantidad obtenida para la IgG, utilizada como control
negativo, cuyo valor se establecié en 1. Los datos presentados en (a-c) representan el promedio * error estandar de la

media (SEM) de tres experimentos independientes.

Nuestros hallazgos revelan un sentido novedoso de la interaccién ErbB-2/Stat3, en la que
Stat3 induce la expresién del ErbB-2 en el CM metastasico ErbB-2 positivo. Mas aun, nuestros
resultados en lineas celulares pertenecientes a distintos subtipos de CM resaltan el rol general de

Stat3 como regulador de la expresion del ErbB-2 en el CM.

Stat3 recluta al ErbB-2 como su coactivador para inducir la expresion de miR-21

Nuestro grupo demostrdé previamente que un complejo transcripcional en el que ErbB-2
actua como coactivador de Stat3 es ensamblado en los sitios GAS del promotor de la CCND1 y de
p21°"" induciendo asi el crecimiento del CM (Beguelin et al., 2010; Cordo Russo et al., 2015; Diaz
Flague et al., 2013b; Diaz Flaque et al., 2013a). Decidimos entonces estudiar el ensamblado de
dicho complejo en el promotor del miR-21, dado que la expresidén aberrante de este ultimo ha sido
asociada a la diseminacion metastasica en CM (Chen and Wang, 2014). Mas aun, como se
menciond en la Introduccion, el rol de Stat3 como FT y las cascadas de sefializacion rio abajo del
ErbB-2 han sido involucrados en la regulacion del miR-21 en CM (Huang et al., 2009c; Niu et al.,
2012). Aqui, en primer lugar, hallamos que el silenciamiento de Stat3 redujo los niveles de miR-21
en un panel de lineas de CM, con o sin capacidad metastasica (Figura 11a). Asimismo, el
silenciamiento del ErbB-2 redujo los niveles de expresién de miR-21 en las lineas LM3, MDA-MB-
453, JIMT-1 y BT-474 (Figura 11b). Por otra parte, la marcacién por IF y posterior microscopia
confocal (Beguelin et al., 2010; Cordo Russo et al., 2015) revel6 la presencia nuclear del ErbB-2 y de
Stat3 (NStat3) en las lineas LM3 y MDA-MB-453, asi como su colocalizacion nuclear (Figura 11c).
De hecho, el analisis cuantitativo de las imagenes de microscopia confocal revel6 niveles elevados

de NErbB-2 y NStat3 en estas células (Figura 11c).
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Figura 11. Stat3 y ErbB-2 inducen la expresion de miR-21 en CM. (a y b) Panel superior: Las células se transfectaron
como se indica y los niveles de miR-21 de midieron mediante RT-gPCR. Las veces de induccién en los niveles de miR-21
se calcularon normalizando los valores absolutos de miR-21 a aquellos de U6snRNA, utilizado como control interno,
estableciendo el valor de las células transfectadas con siARN Control en 1. Los resultados se presentan como la media +
SEM de tres experimentos independientes. Panel inferior: Control del silenciamiento de ErbB-2 o Stat3. La B-tubulina se
utilizé como control de carga. (c) Paneles superiores: La localizacion de Stat3 (rojo) y ErbB-2 (verde) se estudié mediante
IF y microscopia confocal en células LM3 y MDA-MB-453 estimuladas con suero. Las imagenes combinadas muestran la
colocalizacion Stat3/ErbB-2 en amarillo. Los nucleos se tifieron con DAPI (azul). Paneles inferiores: Las intensidades de
sefial roja y verde (intensidad integrada por unidad de area) se cuantificaron para 50 células de cada linea celular y se
presentan como porcentajes (media + desvio estandar (DE)), relativos al contenido (intensidad) total de Stat3 o ErbB-2 en
cada células, que se establecié en 100%. Las imagenes en (a-c) son representativas de tres ensayos, con resultados

similares.

Con el fin de explorar el rol del NErbB-2 en el control de la expresion de miR-21,
transfectamos células LM3 y MDA-MB-453 con el hErbB-2ANLS, un mutante del ErbB-2 humano
con una delecion del NLS, incapaz de translocarse al nucleo (Giri et al., 2005), y que funciona
ademas como un inhibidor DN de la migracion nuclear del ErbB-2 endogeno (Beguelin et al., 2010;
Cordo Russo et al., 2015). EI hErbB-2ANLS retiene su funcién de tirosina-quinasa y la capacidad de
activar cascadas de sefializacioén, y no afecta la capacidad de sefalizacion del ErbB-2 enddgeno
(Beguelin et al., 2010; Cordo Russo et al., 2015; Giri et al., 2005). La transfeccién con el hErbB-
2ANLS inhibié exitosamente la localizacion nuclear del ErbB-2 en ambas lineas (la Figura 12a
muestras el resultado en células MDA-MB-453). Interesantemente, la inhibicion de la presencia
nuclear del ErbB-2 gener6 un descenso en los niveles de miR-21 en ambas lineas celulares (Figura

12b).
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Figura 12. El ErbB-2 nuclear es requerido para la expresion de miR-21. (a) Las células se transfectaron con el vector

GFP
(hErbB-2ANLS)

miR-21 / U6snRNA
(Veces de induccion)

Superposicion
GFP/ErbB-2

DAPI

que codifica para el hErbB-2ANLS o el vector vacio pEGFP-N1. La proteina verde fluorescente (GFP) del vector hErbB-
2ANLS se visualizé por fluorescencia directa (verde), y el ErbB-2 total (rojo) se localizé por IF y microscopia confocal. Los
nucleos se tifieron con DAPI (azul). (b) Panel superior: las células se transfectaron con el hErbB-2ANLS vy los niveles de
miR-21 se determinaron mediante RT-qPCR. Panel inferior: el WB de GFP y ErbB-2 se realizé para confirmar la
transfeccion. Los resultados se presentan como la media + SEM de tres experimentos independientes. Las imagenes en
(ay b) son representativas de tres experimentos con resultados similares.

A continuacion realizamos ensayos de ChIP utilizando cebadores que flanquean un sitio
GAS en posicién -1.230 (Sitio 1), o que flanquean dos sitios en las posiciones -938 y -907 (Sitios 2
y 3) (lliopoulos et al., 2010) respecto al sitio de inicio de la transcripcion del MIR21 humano (Cai et

al., 2004). Los ensayos revelaron la union de Stat3 y ErbB-2 a estos sitios (Figura 13a). Resultados

equivalentes se obtuvieron en células LM3 al evaluar el reclutamiento de ErbB-2 y Stat3 con
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cebadores que flanquean un sitio GAS en la posicion -3111 (Sitio 1), o que flanquean dos sitios en
las posiciones -2.810 y -2.779 (Sitios 2 y 3) (Matlnspector [http://www.genomatix.de]), respecto a la
horquilla del pre-miR-21 murino (Figura 13a). Asimismo, el ensayo de re-ChIP demostré que Stat3
y ErbB-2 son coreclutados al promotor del miR-21 (Figura 13b). Con el objetivo de evaluar el rol del
NErbB-2 sobre la induccion de miR-21 por Stat3, estudiamos el estado de activacién de la
cromatina en el sitio GAS 1 del promotor de MIR21 en células MDA-MB-453. En condiciones de
crecimiento, CBP se hall6 reclutada a este sitio y se detectaron niveles elevados de H4Ac (Figura
13c). Inhibimos entonces la presencia del NErbB-2 mediante la transfeccion con el hErbB-2ANLS.
El hErbB-2ANLS no afecté el reclutamiento de Stat3, tal como reportamos previamente para el
promotor de la CCND1 (Beguelin et al., 2010), pero si inhibié el pegado de CBP y redujo

dramaticamente los niveles de H4Ac (Figura 13c).
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Figura 13. Stat3 y el ErbB-2 se reclutan al promotor de miR-21. (a) Se analizé6 mediante ChIP el reclutamiento de
Stat3 y ErbB-2 al promotor de miR-21. La Inmunoprecipitacion (IP) con 1gG se utiliz6 como control. EI ADN
inmunoprecipitado se amplificé mediante RT-qPCR utilizando cebadores (flechas rojas) que flanquean los sitios de unién
de Stat3 (cufas verdes), indicados en los diagramas superiores. Los valores arbitrarios obtenidos por RT-gPCR se
normalizaron al input, estableciendo el valor para la IgG en 1. *p<0,05; **p<0,01. (b) Las cromatinas se
inmunoprecipitaron en primer lugar con un anticuerpo anti-Stat3 y luego se re-inmunoprecipitaron con un anticuerpo anti-
ErbB-2. El analisis de los datos de RT-gPCR se realizé como en (a). (c) Las células se transfectaron con el hErbB-2ANLS
y se realizaron ensayos de ChIP en el promotor de miR-21 como se indicé en (a), para evaluar el reclutamiento de Stat3,
ErbB-2 y CBP, y los niveles de H4Ac. Los datos en (a-c) se presentan como el promedio + SEM de tres experimentos

independientes.

Nuestros resultados revelan que un complejo transcripcional, en el que el ErbB-2 actua
como coactivador de Stat3, induce la expresiéon de miR-21 en el CM. Ademas, éste constituye el
primer reporte de la participacion del NErbB-2 en el control de la expresiéon de un miARN en

cualquier tipo celular, normal o maligno.

ErbB-2 y miR-21 son mediadores de la capacidad de Stat3 para inducir metastasis en el CM
El rol del ErbB-2 como mediador de los efectos inductores de metastasis de Stat3 en el CM
no habia sido explorado al momento. Con el objetivo de resolver esta vacancia, estudiamos en
primer lugar si Stat3 modulaba el desarrollo de metastasis en nuestros modelos de CM ErbB-2
positivo. Con este fin, se inoculd por via subcutanea ratones BALB/c con células de aquellos clones
LM3 DN que presentaron una mayor inhibicion de la fosforilaciéon de Stat3 (Figura 8d), o del clon
VECTOR. Todos los ratones desarrollaron tumores sin diferencias significativas en latencia o toma
tumoral (Figuras 14a y 14b). Sin embargo, de acuerdo con los efectos inhibitorios de Stat3Y705-F
sobre la proliferacion celular in vitro (Figura 14c), los volumenes y tasas de crecimiento de los
tumores DN fueron menores que los del grupo VECTOR (Figuras 14a y 14b). Al dia 42, aquellos
animales que portaban tumores DN mostraron una incidencia y numero significativamente menor

de metastasis pulmonares que el grupo VECTOR (Figura 14d).

76



d
Crecimiento tumoral de células LM3 transfectadas en forma estable con Stat3Y705-F.

Latencia TomaTumoral Volumentumoral Tasa crecimiento Inhibicion crecimiento

Tipocelular .o Rango) (%) Media + SEM (mn?) + SEM (mn#¥/dia) (%)
VECTOR  9(6-14) 100 3121 + 378,82 193,3 + 28,32
DN1 12 (10-21) 100 432 + 73 3P 80+08° 86,2
DN3 8,5 (7-14) 100 1953 + 396, 9° 916+238° 374
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d El bloqueo de Stat3 reduce las metastasis pulmonares espontaneas.
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Tipo Celular =y, fia (Rango) (%)
VECTOR 40 (9-100) 100°
DN1 5.5 (0-20)° 75¢
DN3 14 (7-53° 100

Figura 14. La activaciéon de Stat3 dirige la diseminacion metastasica en el CM ErbB-2 positivo. (a) Los ratones
BALB/c se inocularon por via subcutanea con células (3 x 105/anima|) de los clones DN1, DN3 o VECTOR. Los animales
se sacrificaron al dia 42 y se calcularon los volumenes tumorales finales, los porcentajes de inhibicién del crecimiento y el
tiempo de latencia. Las velocidades de crecimiento se calcularon como la pendiente de las curvas de crecimiento. p<0,01
para b vs a; p<0,05 para c vs a. (b) Cada punto en las curvas representa el volumen tumoral promedio + SEM (n=8 por
grupo) del experimento en (a). (c) Las células se transfectaron en forma transiente durante 48 h con los plasmidos
Stat3Y705-F o pDCNA3.1, y la incorporacién de timidina tritiada [3H] se empleé como medida de la sintesis de ADN. (d)

La incidencia y el nimero de metastasis pulmonares superficiales espontaneas en el experimento en (a) se determinaron
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al dia 42 y se expresan como mediana y rango. p<0,001 para b vs a; p<0,05 para c vs a, y para e vs d. Los resultados

presentados son representativos de tres ensayos con resultados similares.

Con el fin de demostrar que la inhibicion de la diseminacién metastasica se debia a un
bloqueo en la activacién de Stat3, y no a una diferencia en el crecimiento del tumor primario, se
inocularon células DN1 y VECTOR en la circulaciéon de ratones BALB/c para realizar un ensayo de
metastasis experimentales (Carnevale et al., 2007; Welch, 1997). Observamos aqui también una
reduccion significativa en la incidencia y nimero de metastasis pulmonares desarrolladas por el

clon DN1, en comparacion con el clon VECTOR (Tabla 2).

Tabla 2. El bloqueo de la activacion de Stat3 inhibe el desarrollo de metastasis experimentales.

Nddulos pulmonares Incidencia

Tipo Celular
3 Media (Rango) (%)
VECTOR 9 (5-36)° 100
DN1 3 (0-11)° 80

Los ratones BALB/c se inocularon por la vena de la cola con 3 x 10° células de los clones DN1 o VECTOR. La incidencia
y el numero de metastasis pulmonares experimentales se determinaron al dia 21 post inyeccién y se expresan como
media y rango. p<0,05 para b vs a. Los resultados presentados son representativos de tres ensayos, con resultados

similares.

El desarrollo de metastasis implica la adquisicidén de ciertos rasgos fenotipicos por parte de
las células del tumor primario. En este sentido, los clones DN mostraron una menor capacidad de
migracion e invasion que el clon VECTOR (Figuras 15a y 15b). De forma similar, el silenciamiento
de Stat3 en las células MDA-MB-453 redujo su capacidad invasiva (Figura 15b). Por otra parte, la
expresiéon aumentada de proteasas que degradan la matriz extracelular es un componente critico
de la cascada metastasica. Aqui, encontramos una menor actividad del uPA en el medio
condicionado de células LM3 transfectadas en forma transiente con el vector Stat3Y705-F,
respecto a células transfectadas con un vector vacio (Figura 15c). Asimismo, los niveles de uPA
secretado e intracelular resultaron menores en los clones DN que en el clon VECTOR (Figura 15d).
Estos resultados indican que Stat3 participa de la induccion de metastasis en el CM ErbB-2 positivo

mediante la estimulacién de diversos rasgos involucrados en el proceso.
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Figura 15. Stat3 controla miiltiples etapas de la cascada metastasica en el CM ErbB-2 positivo. (a) Las monocapas
confluentes de los clones DN o VECTOR en medio completo se hirieron y se dejo migrar a las células hacia el area libre
de células. Las heridas se fotografiaron a las 0 y 12 horas (lzg.) y se cuantificaron por densitometria (Der.). (b) El clon
VECTOR, clones DN o células MDA-MB-453 transfectadas con un siARN contra Stat3 o control se sembraron en
camaras franswell conteniendo medio de cultivo completo como quimioatractante. Luego de 20 h de incubacion, las

células adheridas a la superficie inferior se contabilizaron. Los datos se presentan como el promedio de células invasoras
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por campo + SEM. *p<0,05; ***p<0,001. (c) Las células se incubaron en medio libre de suero por 24 h y la actividad uPA
en el sobrenadante se evalué mediante zimografias de caseina y plasminégeno (lzg.). Las bandas de uPA se
cuantificaron por densitometria y los valores se normalizaron respecto al contenido de proteinas de la monocapa de
células (Der.). (d) La secrecion de proteina uPA y los niveles de expresion intracelular de la proteina se evaluaron por

WB. Los resultados presentados son representativos de tres experimentos independientes.

A continuacion, exploramos la relevancia de la interaccion NErbB-2/NStat3, y del aumento
en los niveles de miR-21, en la diseminacidon metastasica inducida por Stat3. Con este fin
utilizamos la mutante V659E del ErbB-2, la cual exhibe actividad tirosina-quinasa constitutiva
(Akiyama et al., 1991) e induce la activacion de p42/p44 MAPK cuando se expresa en células MCF-

7 (Kang et al., 2014a). La mutante V659 también migra al nucleo de éstas mismas células (Figuras

16ay 16b).
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Figura 16. La mutante ErbB-2 V659E migra al nucleo celular. (a) Las células se transfectaron durante 48 h con la
mutante V659E o con un plasmido vacio, y se incubaron en medio completo. La localizacién del ErbB-2 (verde) se estudio
mediante IF y microscopia confocal. Dado que la inmunomarcacion detecta tanto al ErbB-2 endégeno como al V659E,
cuantificamos la intensidad de fluorescencia para identificar las células que incorporaron el V659E, lo cual resulta en
niveles mas elevados de fluorescencia verde total. Se muestran imagenes representativas de cada condicion
experimental. Flechas sélidas = células no transfectadas; flechas entrecortadas = células transfectadas con V659E. Los
nucleos se tifieron con DAPI (azul). (b) Panel izquierdo: Intensidad promedio de fluorescencia verde (media + DE) en 50

células de cada condicién experimental. Panel derecho: Andlisis cuantitativo de la localizacion nuclear del ErbB-2 en las
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imagenes confocales en (a). La intensidad de fluorescencia del NErbB-2 (media + DE) se evalué en 50 células no
transfectadas y en 50 células que incorporaron el V659E. Los resultados presentados representan el promedio de tres

ensayos independientes.

Las células LM3 y MDA-MB-453 en las que se silencié la expresién de Stat3 fueron
transfectadas con la mutante V659E. La reconstitucion de los niveles de ErbB-2 resultd en niveles
de expresion de miR-21 significativamente mayores a los hallados en células LM3 y MDA-MB-453
transfectadas con el siARN de Stat3 y un plasmido vacio (Figura 17). A pesar del hecho de que los
niveles de ErbB-2 en las lineas transfectadas con el V659E eran comparables a los hallados en
células con expresion intacta de Stat3 (Figura 17, panel inferior), la reconstitucion de la expresién
del ErbB-2 no fue capaz de restaurar los niveles de expresion de miR-21 a aquellos hallados en las
lineas parentales (Figura 17). Nuestro descubrimiento de que el ErbB-2 actia como un coactivador
de Stat3 para regular la expresiéon de miR-21 podria explicar la incapacidad del ErbB-2, en
ausencia de Stat3, de recuperar los niveles de miR-21 en forma completa. A fines de estudiar con
mayor profundidad la contribucion del NErbB-2 a la expresion de miR-21, cotransfectamos la linea
LM3 con un siARN dirigido a Stat3 y con el hErbB-2ANLS. A pesar del rol intacto del hErbB-2ANLS
como activador de cascadas de sefializacion (Beguelin et al., 2010; Cordo Russo et al., 2015; Giri et
al., 2005), los niveles de miR-21 no aumentaron en ausencia de NErbB-2, y se mantuvieron en
niveles comparables a aquellos en células LM3 transfectadas con el siARN de Stat3 y un plasmido
vacio (Figura 17). Estos resultados indican que, de hecho, la funcién nuclear del ErbB-2 es
necesaria para el aumento en los niveles de miR-21 inducido por Stat3. La principal diferencia entre
el V659E y el hErbB-2ANLS radica en la capacidad del primero de migrar al nucleo y ejercer
funciones nucleares, mientras que el segundo carece de esta capacidad (Beguelin et al., 2010).
Hipotetizamos, por tanto, que la habilidad del V659E de restaurar parcialmente la expresién de
miR-21 en condiciones en que Stat3 no estda disponible para ensamblar complejos

transcripcionales, podria radicar en la funcion del NErbB-2 como FT.
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Figura 17. El NErbB-2 induce la expresion de miR-21, ain en ausencia de Stat3. La expresion del ErbB-2 se
reconstituyé mediante la transfeccion con los vectores que codifican para el V659E o hErbB-2ANLS en células con Stat3
silenciado. Panel superior: los niveles de miR-21 se determinaron por RT-gPCR. Panel inferior: EI WB muestra la
eficiencia del silenciamiento de Stat3 y de la reconstitucion del ErbB-2. Los datos se presentan como el promedio + SEM
de tres experimentos independientes. *p<0,05; **p<0,001; ***p<0,001.

Al respecto, la inspeccion manual del promotor del MIR21 humano reveld la presencia de un
potencial sitio HAS (Wang et al., 2004) en la posicion -1.193 respecto al sitio del inicio de la
transcripciéon de miR-21 (37 pares de bases rio abajo del sitio GAS 1). Para explorar la
funcionalidad de este sitio realizamos ensayos de ChlIP utilizando cebadores que flanquean al sitio
GAS 1 (Figura 18), los cuales también incluyen el sitio HAS putativo. ElI ErbB-2 se reclutd
significativamente a esta region en células MDA-MB-453 transfectadas con V659E, aun en
ausencia de Stat3 (Figura 18). Mas aun, se detectod el reclutamiento de CBP a este sitio en las
mismas condiciones (Figura 18). Nuestras estrategias de reconstitucion con mutantes del ErbB-2
revelaron que el ErbB-2, actuando como FT y como coactivador de Stat3, regula la expresiéon de
miR-21 en células de CM metastasicas.
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Figura 18. El NErbB-2 se recluta al promotor del MIR21, aiin en ausencia de Stat3. La expresion del ErbB-2 se
reconstituydé mediante la transfeccion con el vector que codifican para V659 en células con Stat3 silenciado. El
reclutamiento de las proteinas indicadas en el promotor de MIR21 se evalué mediante ChlP. EI ADN inmunoprecipitado
se amplific6 por RT-gPCR utilizando los cebadores que flanquean el Sitio GAS 1, presentados en la Figura 13a. Las
cantidades de ADN inmunoprecipitado se normalizaron respecto a los inputs y se reportan relativos al valor obtenido para
la IgG, utilizada como control, que se establecié en 1. Los datos se presentan como el promedio + SEM de tres

experimentos independientes. **p<0,001; ***p<0,001.

Con el objeto de explorar la relevancia biolégica de nuestros hallazgos, evaluamos primero
la capacidad invasiva del clon DN1 transfectado con la variante V659E. Consistente con el rol del
ErbB-2 como efector rio abajo de Stat3, la expresion de V659E pudo revertir la inhibicién de la
capacidad invasiva causada por la actividad reducida de Stat3 en éstas células (Figura 19a).
Asimismo, la transfeccion de células LM3 con el hErbB-2ANLS inhibié significativamente su
capacidad migratoria, lo cual demuestra el rol del NErbB-2 en la cascada metastasica inducida por
Stat3 (Figura 19b). Realizamos entonces ensayos de metastasis experimentales empleando
células LM3 en las que se silencio la expresion de Stat3, y se reconstituyd la expresion de ErbB-2 o
miR-21. Los niveles de miR-21 alcanzados por la expresion forzada de pre-miR-21 en células LM3
con Stat3 silenciado fueron comparables a aquellos en células LM3 con expresién intacta de Stat3
(Figura 19c). Tal como ocurrié con el clon DN1 (Tabla 2), las células LM3 con Stat3 silenciado
mostraron una incidencia y numero de metastasis pulmonares significativamente menores que el
grupo control (Figura 19d). En cambio, la transfeccién con el V659E o con pre-miR-21 resulté en
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porcentajes de incidencia y numeros de metastasis comparables a aquellos del grupo control

(Figura 19d).
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Figura 19. La reconstitucion de la expresion del ErbB-2 o miR-21 restaura el fenotipo metastasico de células de
CM en las que se bloqueé la actividad o expresion de Stat3. (a) lzquierda: Los clones DN1 y VECTOR se
transfectaron con el V659E o un vector vacio, y su capacidad de invasién se evalué como en la Figura 15b. Derecha: Se
realizé6 un WB para verificar la reconstitucién de los niveles de ErbB-2. (b) Las monocapas confluentes de células se
transfectaron con el hErbB-2ANLS o un vector vacio, y su capacidad de migracién se evaludé mediante un ensayo de
“cierre de herida”, como en la Figura 15a. (c) Las células se cotransfectaron con un siARN contra Stat3 o control, y con
un precursor del miR-21 (pre-miR-21). Los niveles de expresion de miR-21 se determinaron mediante RT-qPCR.
***p<0,001. Los datos en (a-c) se presentan como promedio + SEM de tres experimentos independientes. (d) Las células
LM3 se transfectaron como se indica en (c¢) o en la Figura 17, y se inyectaron en la vena de la cola de ratones BALB/c (3
x 10° células/animal). Los animales se sacrificaron al dia 21 y se determind la incidencia y numero de metastasis
pulmonares experimentales. *p<0,05 para b vs a, y para d vs c. Se presentan los resultados de un experimento

representativo de un total de tres, con resultados similares.

El analisis histopatologico de los focos metastasicos pulmonares del ensayo de metastasis
experimentales se muestra en la Figura 20a. Todos los grupos presentaron carcinomas

superficiales o intraparenquimatosos pobremente diferenciados, con un patron de crecimiento
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sélido e infiltracion linfocitaria moderada a baja. Dado que la estrategia experimental empleada
para bloquear la expresion de Stat3 dependia de transfecciones transientes, al finalizar el
experimento exploramos los niveles de Stat3 por IF (Beguelin et al., 2010) en los focos
metastasicos. Los niveles de expresion de Stat3 en los focos resultaron menores en aquellos
grupos experimentales en los que las células inoculadas fueron transfectadas con un siARN
dirigido a esta proteina, que en el grupo control (Figuras 20b y 20c).

Nuestros hallazgos revelan entonces que ErbB-2 y miR-21 actuan como efectores de Stat3

en el desarrollo metastasico del CM ErbB-2 positivo.
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Figura 20. Caracterizacion de las metastasis pulmonares experimentales de la linea LM3. (a) Analisis histologico. La
tincién con hematoxilina y eosina de las muestras de pulmones con focos metastasicos correspondientes al experimento
en la Figura 19d no revelaron diferencias en tamafo o caracteristicas histoldgicas entre grupos. Flechas rojas = foco
metastasico; flechas verdes = tejido pulmonar normal. (b) Eficiencia del silenciamiento de Stat3. Los niveles de expresién
de Stat3 en los focos metastasicos pulmonares en (a) se evaluaron mediante IF (verde) y microscopia confocal. Los

nucleos se tifieron con DAPI (azul). (c) La intensidad de fluorescencia de Stat3 se cuantificé en los focos metastasicos de
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cada grupo y se expresa relativo al nimero de nucleos celulares en el campo correspondiente. Se estudiaron 10 focos
independientes por grupo. Los datos se presentan como media + SEM. **p<0,01; ***p<0,001. Las imagenes presentadas

en (a y b) son representativas de cada grupo experimental.

El miR-21, inducido por el complejo transcripcional NStat3/NErbB-2, inhibe la expresion de
PDCD4

El gen supresor tumoral PDCD4 ha sido identificado como un blanco de miR-21, y la
inhibicion de su expresién ha sido involucrada en los efectos pro-metastasicos del miR-21 en CM
(Huang et al., 2009c; Niu et al., 2012; Zhu et al., 2008; Nieves-Alicea et al., 2009). Aqui, hallamos
que la expresiéon forzada de miR-21 inhibe la expresion de PDCD4 en las células MDA-MB-453
(Figura 21a). Para estudiar el papel del complejo NStat3/NErbB-2 en la expresién de PDCD4,
bloqueamos la activacion de Stat3, y de esta forma el ensamble del complejo, mediante la
transfeccién con Stat3Y705-F. Esta estrategia también reduce los niveles del ErbB-2 (Figura 9),
comprometiendo aun mas la induccién de miR-21. La transfeccion con Stat3Y705-F generd un
marcado aumento en los niveles de PDCD4 (Figura 21b). El silenciamiento del ErbB-2, utilizado
como una herramienta para bloquear su actividad de sefnalizacion y sus funciones nucleares, o el
bloqueo directo del NErbB-2 mediante la transfecciéon con el hErbB-2ANLS, también resultaron en

un aumento en la expresién de PDCD4 (Figuras 21cy 21d).
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Figura 21. Stat3 y el NErbB-2 actiian como inhibidores de la expresion de PDCD4. Las células se transfectaron en
forma transiente con (a) pre-miR-21, (b) Stat3Y705-F, (c) un siARN contra ErbB-2 o (d) el hERbB-2ANLS, y los niveles de
PDCD4 se evaluaron mediante WB. Los experimentos presentados en (a-d) se repitieron tres veces con resultados

similares.
Para explorar en detalle los efectos del NErbB-2 sobre los niveles de PDCD4, hicimos uso

de nuestro hallazgo previo respecto a la ausencia de NErbB-2 en células T47D que han sido

privadas de suero (Figura 22 y Beguelin et al., 2010; Cordo Russo et al., 2015).

T47D

No tratadas

HRG (60min)

ErbB-2 Stat3 Supersposicion DAPI Recuadro
ErbB-2/Stat3

Figura 22. La HRG induce la colocalizacion nuclear de ErbB-2 y Stat3. Las células se trataron o no con HRG por 60
min. ErbB-2 (verde) y Stat3 (rojo) se localizaron mediante IF y microscopia confocal. Los nucleos se tifieron con DAPI
(azul). Las imagenes superpuestas muestran una marcada colocalizacién de NErbB-2 y NStat3 en amarillo. El area

encerrada por el recuadro se muestra con mayor aumento en el panel de la derecha.

Las células T47D no estimuladas exhiben niveles de miR-21 menores que las células LM3 y
MDA-MB-453 en condiciones de crecimiento (Figura 23a). Interesantemente, los niveles de miR-21
se correlacionan directamente con los niveles de NErbB-2 en cada linea celular (la Figura 22a
muestra la cuantificacién de las imagenes confocales presentadas en la Figura 22 para las T47D y
en la Figura 11 para las LM3 y MDA-MB-453). En sintonia con estos hallazgos, encontramos
niveles de expresién de PDCD4 significativamente mayores en células T47D sin suero, que en las
lineas LM3 y MDA-MB-453 en condiciones de crecimiento (Figura 23b). El tratamiento de células
T47D con HRG, la cual induce la migracién nuclear del ErbB-2 (Figura 22 y Cordo Russo et al.,
2015), resulté en un marcado aumento de los niveles de miR-21, y en una reduccién del 60% en
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los niveles de PDCD4 (Figura 23c). La inhibicién del ensamblado del complejo NStat3/NErbB-2,
lograda mediante el silenciamiento de Stat3, revirtio los efectos inhibitorios de la HRG sobre la
expresion de PDCD4 (Figura 23d).

Nuestros hallazgos, empleando distintas estrategias y modelos de CM, identifican al
complejo transcripcional NStat3/NErbB-2 como un inhibidor de la expresién de PDCD4 en CM, a

través de la modulacion de los niveles de miR-21.
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Figura 23. La funcion nuclear del ErbB-2 controla los niveles de PDCD4. (a) Las células T47D se incubaron en medio
sin suero, y las células LM3 y MDA-MB-453 se incubaron en medio completo. (Izq.) Los niveles de expresion de miR-21
se estudiaron mediante RT-qPCR. Las veces de cambio en los niveles de miR-21 se calcularon normalizando los valores
absolutos de miR-21 a los de U6snRNA, usado como control interno, y estableciendo en 1 el valor para las células T47D.

(Der.) Las intensidades de fluorescencia del ErbB-2 en membrana (MErbB-2) y NErbB-2 se cuantificaron en 50 células de
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cada linea celular, y se expresan como el porcentaje de NerbB-2. Los datos se presentan como un promedio + DE
**p<0,01; ***p<0,001. (b) La comparacién de los niveles de PDCD4 se realizé por WB. (c) Las células se trataron o no
con HRG por 48 h. Los niveles de miR-21 (Arriba) y PDCD4 (Abajo) se analizaron mediante RT-gPCR y WB,
respectivamente. (d) Las células se transfectaron como se indica, y luego se trataron con HRG por 48 h. Los niveles de
expresion de PDCD4 se evaluaron por WB. Las imagenes en (a-e) muestran un experimento representativo de un total de

tres, con resultados similares.

Correlacion inversa entre los niveles de expresion de miR-21 y PDCD4 en el CM ErbB-2
positivo

Con el fin de explorar la relevancia clinica de nuestros hallazgos, condujimos un estudio
retrospectivo en una cohorte de 48 carcinomas mamarios primarios invasivos ErbB-2 positivos,
cuyas caracteristicas clinico-patolégicas se muestran en el Anexo Il. La expresién de MErbB-2,
NErbB-2 y NStat3 se estudid mediante IF y microscopia confocal, como se reporté previamente
(Cordo Russo et al.,, 2015; Schillaci et al., 2012). La expresion de PDCD4, una proteina
mayoritariamente nuclear en CM (Bohm et al., 2003; Wen et al., 2007), fue estudiada por IHQ y se
puntud en una escala de 0 a +3, como se describe en Materiales y Métodos. Puntuaciones de +2 y

+3 se consideraron positivas (Figura 24).

Puntuacion IHQ PDCD4

T _Tomammeomm . >

Y 1)
Puntuacion 0 »* , '

(Sin marca)

| Puntuacion +1

. (21<30% nucleos positivos)

[

Puntuacion +2 %

(>30<70% nucleos positivos) N GRS

% Puntuacion +3

"% % (>70% nucleos positivos)

Figura 24. Sistema de puntuacion utilizado para evaluar la expresion de PDCD4 mediante IHQ. (a) Los niveles de

expresion nuclear de PDCD4 en muestras de tumores ErbB-2 positivos se evaluaron mediante IHQ y se puntué
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considerando el porcentaje de células positivas, como se describe en Materiales y Métodos. Se muestran imagenes
representativas de muestras de tumores con puntuaciones de 0 a 3.

La Figura 25a presenta imagenes representativas de las inmunomarcaciones realizadas en
tumores de la cohorte en cuestién. En la misma se encontré una correlacién inversa entre la
coexpresion NErbB-2/NStat3 y la marcacion positiva para PDCD4 (Figura 25b). Ademas, se revelo

una correlacion entre la falta de expresion de PDCD4 y la existencia de metastasis en ganglios

linfaticos (Figura 25c).

a Paciente #1: Tumor primario Paciente #2: Tumor primario

DAPI DAPI

IHQ

Correlacion entre la expresion de PDCDA4 y

Correlacion entre la expresion de PDCD4
la coexpresion de NErbB-2/NStat3.

y la presencia de metastasis ganglionares.

FDCD4, n (%) FDCD4, n (%)
- — p valor - — p valor
Negativo Positivo Negativo Positivo
NErbB-2 Metastasis ganglionares
Negativo 21(656) 11(344) 0218 Negativo 10.(526) 9 (7.4) 0019
Positivo 13(81,2)  3(17.8) Positivo 23(852)  4(148)
NStat3
Negativo 15 (75) 5 (5) 0,591
Positivo 19 (67,8) 9 (32,2)
Co-expresion
NErbB-2/NStat3
Negativo 25 (64,1) 14 (35,9) 0,031
Positivo 9 (100) 0 (0)
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Figura 25. Correlacion inversa entre la coexpresion NErbB-2/NStat3 y la expresion de PDCD4 en tumores de
mama ErbB-2 positivos. (a) Paneles superiores: Los niveles de NErbB-2 y NStat3 se evaluaron mediante IF y
microscopia confocal, como se describe en Materiales y Métodos. Se muestran imagenes para un tumor ErbB-2 positivo
con coexpresion de NErbB-2 (puntuacion +3) y NStat3 (puntuacién +3) [Paciente #1] o un tumor sin expresion de NErbB-
2 (puntuacion 0) ni de NStat3 (puntuacion +1) [Paciente #2]. Los nucleos se tifieron con DAPI (azul). Los paneles
inferiores muestran los resultados de la IHQ de PDCD4 para estos pacientes. (b) Correlacion entre los niveles de
expresion de PDCD4, NErbB-2 y/o NStat3 en una cohorte de pacientes con CM ErbB-2 positivo. (¢) Correlacién entre la

expresion de PDCD4 y la presencia de metastasis en nddulos linfaticos para la misma cohorte de pacientes que en (b).
Por su parte, el analisis de la expresién de PDCD4 en nédulos linfaticos asociados a
tumores primarios PDCD4-negativos reveld que la falta de expresién de PDCD4 se mantiene en las

metastasis ganglionares de los pacientes (Figura 26).

Paciente #1
Metastasis de ganglios linfaticos

Figura 26. Expresion de PDCD4 en metastasis de ganglios linfaticos de pacientes con CM ErbB-2 positivo.
Imagenes representativas de la IHQ para PDCD4 en metastasis de ganglios linfaticos para un paciente que carecia de
expresion de PDCD4 en su tumor primario, correspondiente a la cohorte presentada en la Figura 25. Flecha entrecortada
= metastasis tumoral sin marca para PDCD4. Flecha solida = tejido linfatico normal con marca positiva para PDCD4. La

imagen de la derecha muestra una vista con mayor aumento del foco metastasico.

Finalmente, estudiamos la relacion entre los niveles de expresién de miR-21 y del ARNm de
PDCD4 en 67 muestras de pacientes con carcinomas mamarios invasivos ErbB-2 positivos,
incluidos en la cohorte de acceso publico del TCGA. Al respecto, observamos una asociacion
inversa entre los niveles de expresion de miR-21 y PDCD4, y hallamos una correlacion entre los
niveles reducidos del ARNm de PDCD4 y la presencia de metastasis en nddulos linfaticos (Figura

27).
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a Tumores de mama independientes (n=67)
Cohorte TCGA: CM ErbB-2 positivo.

miR-21

PDCD4 (p=0,02)

Nivel de expresion

b Correlacion entre la expresion de PDCD4 y metastasis ganglionares.

PDCD4, n (%)
- — p valor
Negativo Positivo
Metastasis ganglionares
Negativo 5(20,8) 19 (79,2) 0,015

Positivo 22(51,2) 21 (48,8)

Figura 27. Correlacion inversa entre los niveles de expresiéon de miR-21 y PDCD4 en el CM ErbB-2 positivo. (a)
Visualizacion de tipo mapa de calor de los perfiles de expresion de miR-21 y del ARNm de PDCD4 en tumores mamarios
primarios de la cohorte de CM del TCGA, seleccionados en base a su status de ErbB-2 (analisis realizado empleando
Oncomine). El valor de p revela la correlaciéon significativa entre los niveles de expresion de ambos agentes. (b)
Correlacion entre el status de expresion de PDCD4 y la presencia de metastasis en nédulos linfaticos para la misma

cohorte que en (a).
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DISCUSION: PRIMERA PARTE

El rol critico que desempefan Stat3 y el ErbB-2 en el desarrollo y en la diseminacién
metastasica del CM ha sido demostrado ya hace tiempo (revisado en Freudenberg et al., 2009 y en
Kamran et al., 2013). Mas recientemente, se ha identificado al miR-21 como un potente inductor de
metastasis en el CM (revisado en Krichevsky and Gabriely, 2009). No obstante, la interaccion
funcional entre estos tres actores, y el papel que podria jugar la misma en la diseminacién
metastasica del CM, no habian sido exploradas hasta el momento. Aqui, en primer lugar,
revelamos un sentido novedoso en la interaccion entre Stat3 y ErbB-2 en el CM metastasico ErbB-
2 positivo, donde Stat3, activado rio abajo del ErbB-2, se une a sitios GAS en el promotor del
ERBBZ e induce la expresién de este ultimo. En segundo lugar, mostramos que Stat3 coopta la
funcion nuclear del ErbB-2, al reclutar al ErbB-2 como su coactivador en el promotor del miR-21.
También encontramos que el rol directo del NErbB-2 como FT regula la expresiéon de miR-21. La
induccion de miR-21, a su vez, reduce los niveles de expresion de PDCD4. Nuestros hallazgos en
modelos de CM in vitro e in vivo mostraron que tanto ErbB-2 como miR-21 son efectores rio abajo

de Stat3 en la induccion de metastasis. La Figura 28 ilustra el modelo propuesto.

A través del control que ejerce sobre genes involucrados en proliferacion, sobrevida,
migracion, invasion, y también en la promocion de la angiogénesis, Stat3 modula multiples pasos
en la cascada metastasica (revisado en Kamran et al.,, 2013). Varios de los efectos pro-
metastasicos de Stat3 son ejercidos a partir de su activacién rio abajo del ErbB-2 (Barbieri et al.,
2010b; Barbieri et al., 2010a; Guo et al., 2006; Ranger et al., 2009). Un sdlo reporte previo mostro
que una variante constitutivamente activa de Stat3 era capaz de unirse al mismo sitio GAS en el
promotor del ERBBZ2 que el aqui estudiado, y que esto inducia la expresion de la proteina ErbB-2
en células MCF-7 (Qian et al., 2006). En este trabajo no se estudié, en cambio, la regulacion de
ErbB-2 por el Stat3 enddgeno, ni se explord la funcion bioldgica de la regulacion del ErbB-2 por
Stat3. Nuestro trabajo, por tanto, constituye la primera demostracion de que Stat3 induce la

diseminacion metastasica en CM a través de la induccion del ErbB-2.
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Figura 28. Modelo de la interaccion jerarquica entre Stat3, NErbB-2 y miR-21, la cual gobierna las metastasis en el

CM ErbB-2 positivo. Panel superior: La fosforilacion de Stat3 en el residuo Y705, estimulada por el ErbB-2 (Paso 1; el

ErbB en rojo representa el otro miembro del dimero, i.e. ErbB-2, ErbB-3 o EGFR), induce su activacion, translocacion

nuclear y unién a un sitio GAS en el promotor del gen ERBB2 (Paso 2), resultando en la expresion aumentada de este

ultimo (Paso 3). Stat3 también se recluta al promotor del gen MIR21 (Paso 4), donde recluta al ErbB-2 como su

coactivador (Paso 5). Por otra parte, el NErbB-2 se une a su sitio HAS en el promotor del gen MIR21 (Paso 6; la caja azul

representa un potencial cofactor transcripcional de unién al ADN para el ErbB-2). El complejo nuclear Stat3/ErbB-2 induce

la expresion de miR-21 (Paso 7), el cual reduce los niveles de expresion de PDCD4 (Paso 8). Panel inferior: Se propone

el bloqueo de la funcion de Stat3 y/o del NErbB-2 como estrategia terapéutica novedosa para inhibir la progresién

metastasica.
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Estudios previos han explorado la utilizacién de Stat3 como blanco terapéutico, con el
objetivo de inhibir el crecimiento y la progresién tumoral en el CM (Tan et al., 2006; Liao et al.,
2011; Xu et al., 2005). En estos trabajos, la accion terapéutica del bloqueo de Stat3 se atribuyo
principalmente a una reduccién en la inmunosupresion inducida por el tumor, o a la inhibicién de los
factores oncogénicos HIF-1 (por sus siglas en inglés, hypoxia-inducible factor 1) y VEGF. Los
hallazgos aqui presentados indican que la activacién de Stat3 es necesaria para la expresion de
ErbB-2, proveyendo asi una interpretacion mecanistica adicional a los efectos terapéuticos

ejercidos por las terapias dirigidas a Stat3 en modelos de CM ErbB-2 positivo.

El rol del ErbB-2 en el desarrollo y progresion del CM, asi como la participaciéon de Stat3
como su efector rio abajo, han sido revelados gracias al uso de distintos modelos in vivo de CM,
donde ratones transgénicos portan el gen del ErbB-2 bajo el control del promotor del virus tumoral
mamario murino (MMTYV) (Siegel et al., 1999; Finkle et al., 2004; Guy et al., 1992; Muller et al.,
1988). Cuando los ratones transgénicos que expresan una version activada del neu (ortélogo de
rata del ErbB-2 humano) bajo el promotor MMTV (MMTV-NIC) (Siegel et al., 1999; Ursini-Siegel et
al., 2008) se cruzaron con ratones con una delecion condicional para Stat3 (Stat3™™), se demostré
que los ratones resultantes presentaban una menor incidencia de metastasis en relacién a la cepa
parental MMTV-NIC (Ranger et al., 2009). En este modelo, la disrupcién de Stat3 no afectd la
iniciacion del tumor, pero si generé una reduccion en la velocidad de crecimiento tumoral. En
cambio, otro estudio en el que se deleciond Stat3 en ratones que expresan neu activado bajo el
promotor MMTV (MMTV-neu), reporté que Stat3 no era necesario para la iniciacién o crecimiento
tumoral mediado por neu (Barbieri et al., 2010b). En este trabajo si se encontrd, en cambio, que
una variante constitutivamente activa de Stat3 promovia el desarrollo de metastasis en los ratones
MMTV-neu (Barbieri et al., 2010b). Nuestros resultados mostraron que la inhibicién de la actividad
de Stat3 redujo tanto el crecimiento tumoral como las metastasis en tumores de mama con
activacion constitutiva del ErbB-2 enddgeno. El hecho de que la expresion de neu/ErbB-2 en los
modelos de ratones transgénicos estuviera bajo el control de un promotor viral fuerte, impidié la

caracterizacién de los FTs y de los mecanismos epigenéticos que controlan la activacién del
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promotor endégeno del ERBB2 en el CM metastasico. Nuestro modelo, donde la interaccién se da
entre Stat3 y ErbB-2 enddgenos, emula mas fielmente los tumores de mama en la clinica. Esto nos
permitid revelar la naturaleza bidireccional de la interaccion, en el contexto del desarrollo de
metastasis de tumores mamarios. La sobreexpresion de ErbB-2 puede ocurrir aun en ausencia de
amplificacién génica, indicando la importancia de la desregulacion del control transcripcional del
ERBB2. No obstante, al momento se sabe muy poco sobre los FTs que unen el promotor/enhancer
del ERBB2 en CM. Por un lado, el RE reprime la transcripciéon del ErbB-2 a través de un enhancer
(Bates and Hurst, 1997), y la proteina Foxp3 (por sus siglas en inglés, forkhead box P3), se une y
reprime al promotor del ERBB2 (Zuo et al., 2007), lo cual inhibe el crecimiento tumoral. En cambio,
la union del factor de transcripcion AP-2 (por sus siglas en inglés, activating enhancer binding

protein 2) al promotor distal del ERBB2 aumenta la expresion del receptor (Delacroix et al., 2005).

El resultado del circuito de retroalimentacion positiva entre la activacion de Stat3 y la
expresion del ErbB-2 es el ensamblado de un complejo Stat3/ErbB-2 en el promotor del miR-21,
donde Stat3 funciona como FT y ErbB-2 como su coactivador, para inducir la expresiéon de miR-21.
Por una parte, se ha encontrado previamente que Stat3 es capaz de controlar la expresion de miR-
21 en distintos tipos de cancer (Bourguignon et al., 2012; Li et al., 2014, Loffler et al., 2007; Niu et
al., 2012; Ou et al., 2014; Shishodia et al., 2014; Yang et al., 2010; Yang et al., 2011; Zhang et al.,
2012a; Zhou et al., 2014). En particular, el reclutamiento de Stat3 a sitios GAS en el promotor del
miR-21 se ha reportado en canceres de mama, prostata, higado, cabeza y cuello, asi como en
epitelios mamarios transformados y en células de mieloma (lliopoulos et al., 2010; Yang et al.,
2010; Loffler et al., 2007; Niu et al., 2012; Bourguignon et al., 2012; Li et al., 2014). En epitelios
mamarios transformados, ésta modulacién es necesaria para mantener el estado de transformacion
(lliopoulos et al., 2010), y en células de CM, la unién de Stat3 al promotor de miR-21 coopera con
la via de NF-kB para inducir invasion (Niu et al., 2012). Nuestros nuevos hallazgos revelan que la
funcién de Stat3 como FT en el promotor del miR-21 dirige las metastasis en el CM ErbB-2 positivo.
Por otra parte, se reporto previamente que el ErbB-2, a través de sus vias de sefializacion rio abajo

y del FT ETS-1 (por sus siglas en inglés, V-Ets Avian Erythroblastosis Virus E26 Oncogene
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Homolog 1), induce la expresion de miR-21 en lineas celulares de CM (Niu et al., 2012). Aqui
demostramos que el rol del NErbB-2 como coactivador de Stat3, y también su rol directo como FT,
inducen la expresion de miR-21 en CM. En este sentido, éste trabajo es el primero en demostrar
que el reclutamiento del ErbB-2 al promotor del miR-21 es un requisito absoluto para la

remodelacion de la cromatina y la induccion de la expresion génica a cargo de Stat3.

Se ha demostrado previamente que el NErbB-2, a través de su interaccién con la ARN
polimerasa |, es capaz de regular la sintesis de ARN ribosomales (Li et al., 2011). Nuestros
resultados proveen la primera evidencia, en cualquier tipo celular, acerca de la capacidad del
NErbB-2 de regular ademas la expresion de un microARN. Hallazgos concluyentes, incluyendo
aquellos de nuestro grupo, han demostrado que el NErbB-2 estimula el crecimiento del CM, induce
resistencia a terapias anti-MErbB-2, y funciona como un factor prondstico de resultado clinico
adverso en pacientes con tumores ErbB-2 positivos (Beguelin et al., 2010; Cordo Russo et al.,
2015; Diaz Flaque et al., 2013b; Diaz Flaque et al., 2013a; Li et al., 2011; Schillaci et al., 2012;
Wang et al., 2004). Aqui, revelamos que el NErbB-2 también dirige el fenotipo invasivo y la
diseminacion metastasica en CM. Este descubrimiento es consistente con un estudio previo, donde
la inactivacion de COX-2, un blanco transcripcional directo del NErbB-2, obstaculizé la migracién de
células de CM ErbB-2 positivo (Wang et al., 2004). Considerados como un todo, nuestros
resultados indican que la funcion nuclear del ErbB-2 no sélo regula genes claves asociados a la
proliferacion, sino también miARNs vinculados a la progresiéon tumoral, lo cual podria explicar el

mal pronodstico observado en pacientes con expresion nuclear de ErbB-2.

Nuestro grupo identificd recientemente al NErbB-2 como un actor clave en la proliferacién
del CM resistente al trastuzumab, y demostré que la incapacidad del trastuzumab para disrumpir un
complejo transcripcional entre el ErbB-2, ErbB-3 y Stat3, ensamblado en el promotor de la CCND1,
subyace la incapacidad del trastuzumab para inhibir el crecimiento tumoral (Cordo Russo et al.,
2015). Interesantemente, el aumento en los niveles de miR-21 también ha sido reportado como un
mecanismo de resistencia al trastuzumab en el CM ErbB-2 positivo (Gong et al., 2011). Los

resultados presentados aqui, los cuales demuestran que el NErbB-2 induce la expresion del miR-
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21, proveen entonces una posible nueva perspectiva sobre los mecanismos moleculares por los

que la funcion del NErbB-2 subyace la resistencia al trastuzumab.

La amplificacién génica del ERBB2, la mutacién del gen y/o la sobreexpresién de ErbB-2
han sido reportadas en varios tipos tumorales, ademas del CM, incluyendo glioblastomas, tumores
gastricos, gastroesofagicos, de vejiga, de cérvix, de colon, de endometrio, de células germinales,
de cabeza y cuello, de pulmdn, de ovario, de pancreas y de ductos salivales (revisado en Yan et
al., 2014). A modo de ejemplo, se ha demostrado que el ErbB-2 participa en el crecimiento del CG,
en el cual terapias dirigidas al ErbB-2 han probado ser exitosas (Gomez-Martin et al., 2014). Entre
todos estos tipos celulares, la presencia nuclear del ErbB-2 se ha reportado en muestras de
tumores de intestino delgado, de eséfago y de rifidn, asi también como en células de cancer de
ovario y colorectal (Wang et al., 2004; Mitsui et al., 2014). A pesar de que Stat3 se expresa en
muchos de estos tipos de canceres, su coexpresion nuclear con el ErbB-2 sélo ha sido descrita
para el CM. Nuestros hallazgos presentan la interesante posibilidad de que la regulaciéon conjunta
de la expresion de miR-21, a cargo de Stat3 y el NErbB-2, sea un mecanismo comun que subyace

el crecimiento tumoral y progresion metastasica de distintas neoplasias.

Los niveles de expresion del miR-21 se encuentran aumentados en tejidos tumorales
mamarios, en comparaciéon con el tejido normal adyacente, y presentan una correlacion directa con
un grado tumoral elevado y una mayor agresividad de la enfermedad (Volinia et al., 2006; Sempere
et al., 2007). Los efectos pro-metastasicos del miR-21 en CM son mediados por distintos genes
blancos, incluyendo a PDCD4 (Huang et al., 2009c; Nieves-Alicea et al., 2009; Zhu et al., 2008). La
habilidad de PDCD4 de suprimir el crecimiento tumoral y las metastasis radica en su capacidad
para inhibir la transactivacion de AP-1 (Yang et al., 2001), para bloquear la transcripcion del factor
promotor de la CDK1 (por sus siglas en inglés, cyclin-dependent kinase 1) (Goke et al., 2004), y
para interferir con la maquinaria celular de la traduccion (Yang et al., 2003). Se ha encontrado que
la induccion de miR-21, a través de las vias de sefalizacion rio abajo del ErbB-2, reduce los niveles
de PDCD4 y favorece la migraciéon de células de CM (Huang et al., 2009c). Los resultados en

nuestros modelos experimentales revelaron que el miR-21, inducido por la interaccién nuclear entre
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Stat3 y ErbB-2, inhibe la expresion de PDCD4 y promueve la diseminacién metastasica en el CM

ErbB-2 positivo.

En concordancia con nuestros hallazgos acerca de los mecanismos moleculares que
regulan la expresién de PDCD4 en CM, hallazgos clinicos en nuestra cohorte de pacientes con CM
ErbB-2 positivo identificaron una correlacion inversa entre la coexpresion NErbB-2/NStat3 y los
niveles de PDCD4. Mas aun, nuestro analisis de muestras de CM ErbB-2 positivo de la cohorte del
TCGA revelo por primera vez una correlacion inversa entre los niveles de miR-21 y el ARNm de
PDCD4 en CM. Una relacion inversa similar habia sido reportada previamente entre la expresion de
miR-21 y de la proteina PDCD4, en muestras de CM (Walter et al., 2011; Zhu et al., 2008). Los
hallazgos en muestras de nuestra propia cohorte, y en aquella del TCGA, también revelaron que la
expresion de PDCD4 esta asociada con las metastasis en ganglios linfaticos en el CM ErbB-2
positivo, tal como se reportara previamente, a nivel de proteina, en CM luminales (Meric-Bernstam

etal., 2012).

Nuestros descubrimientos indican que terapias dirigidas a Stat3 y/o al NErbB-2 (Figura 28),
en combinacién con los tratamientos actuales dirigidos al MErbB-2, podrian constituir una

estrategia terapéutica promisoria para el CM ErbB-2 positivo en estadios avanzados.
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SEGUNDA PARTE

Rol del microARN-16 en la resistencia a

terapias dirigidas en el CM ErbB-2 positivo.
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RESULTADOS: SEGUNDA PARTE

El trastuzumab induce la expresion de miR-16 en el CM y CG ErbB-2 positivo

Como se sefalo en la Introduccién de este trabajo, el miR-16 cumple un papel crucial en la
resistencia a terapias tradicionales en CM. Interesantemente, muchos de los genes blancos del
miR-16 han sido involucrados en fendmenos de resistencia al trastuzumab. Decidimos estudiar,
entonces, si el trastuzumab era capaz de modular los niveles de expresion de miR-16 en células de
CM ErbB-2 positivo. Seleccionamos con este fin las lineas celulares humanas de CM BT-474 y
SKBR-3, las cuales sobreexpresan ErbB-2 y son sensibles a los efectos antiproliferativos del
trastuzumab (Figura 29a y O'Brien et al., 2010). Nuestros ensayos revelaron que el trastuzumab

incrementd significativamente los niveles de expresion de miR-16 en ambas lineas celulares

(Figura 29b).
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Figura 29. El trastuzumab induce la expresion de miR-16 en células de CM sensibles al trastuzumab. (a) Las
células se trataron con trastuzumab por los tiempos indicados y se midi6 la proliferacion de las mismas a través de la
incorporacion de timidina tritiada [°H], estableciendo en 1 el valor para las células sin tratar. (b) Los niveles de miR-16 se
evaluaron mediante RT-qPCR. Las veces de induccién en los niveles de miR-16 se calcularon normalizando los valores
absolutos de miR-16 a aquellos de U6snRNA, utilizado como control interno, y estableciendo en 1 el valor para las células
no tratadas. Los resultados en (a y b) se presentan como la media + SEM de tres experimentos independientes. *p<0,05;
**p<0,01.

Asimismo, el silenciamiento del ErbB-2, el cual inhibe el crecimiento de éstas células,

resulté en un aumento en los niveles de miR-16, comparable al inducido por trastuzumab (las

Figuras 30a y 30b muestran los resultados en la linea BT-474).
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Figura 30. El ErbB-2 inhibe la expresion de miR-16 en células de CM sensibles al trastuzumab. Las células se
transfectaron en forma transiente con un siARN dirigido al ErbB-2 o control. (a) Panel superior: La proliferacién celular se
midio a través de la incorporacion de timidina tritiada. Panel inferior: EI WB muestra la eficiencia del silenciamiento del
ErbB-2. (b) Los niveles de miR-16 se evaluaron por RT-qgPCR. Los resultados en (a y b) se presentan como la media +

SEM de tres experimentos independientes. Las imagenes en (a) son representativas de tres experimentos con resultados

similares. n.s.= no significativo.

Con el objetivo de validar nuestros hallazgos in vivo, establecimos xenotransplantes de
tumores de la linea BT-474.m1 en ratones inmunocomprometidos y, una vez que los tumores
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alcanzaron un volumen promedio 150 mm?®, administramos a los animales trastuzumab o una IgG
control. La marcada inhibicion del crecimiento tumoral en aquellos animales tratados con
trastuzumab se asocidé a un incremento de aproximadamente 3—4 veces de cambio en los niveles

de miR-16, en comparacién con los tumores del grupo tratado con IgG (Figura 31).
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Figura 31. El trastuzumab induce la expresiéon de miR-16 en carcinomas mamarios sensibles al trastuzumab. Los
ratones inmunocomprometidos se inyectaron por via subcutdanea con células BT-474.m1 (2 x 107/ratén). Una vez
establecidos los tumores, se traté a los animales con trastuzumab o IgG (5 mg/kg) dos veces por semana, por via
intraperitoneal. Panel izquierdo: Cada punto representa el volumen tumoral medio + SEM de cada grupo. Panel derecho:
Se sacrificaron cuatro animales por grupo a distintos tiempos (a, B, A), y los niveles de miR-16 en los tumores se
determinaron mediante RT-gPCR. Los resultados presentados son representativos de tres ensayos con resultados
similares.

A continuacion, evaluamos los efectos del trastuzumab en un panel de lineas celulares
humanas de CM ErbB-2 positivo con resistencia intrinseca al trastuzumab (JIMT-1, HCC-1569 y
MDA-MB-453) (O'Brien et al.,, 2010), y en un modelo de resistencia adquirida al trastuzumab
generado en nuestro laboratorio (BT-474 HR) (Figura 32a). El trastuzumab fue incapaz de
aumentar los niveles de miR-16 en éstas lineas (Figura 32b). Por el contrario, en la linea MDA-MB-
453 se observo una reduccion significativa en los niveles de miR-16 frente al tratamiento con
trastuzumab (Figura 32b). Resultados similares se obtuvieron utilizando un modelo preclinico en el

que células JIMT-1 se inocularon por via subcutanea en ratones inmunocomprometidos, y los

tumores desarrollados se trataron con trastuzumab o IgG control. La imposibilidad del trastuzumab
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de inhibir el crecimiento tumoral en este modelo se asocié con su incapacidad para aumentar los

niveles de miR-16 en el tumor (Figura 32c).
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Figura 32. El trastuzumab no induce la expresion de miR-16 en modelos de CM resistentes al trastuzumab. (a) Las
células resistentes se trataron con trastuzumab por los tiempos indicados y se midi6 la proliferacion de las mismas a
través de la incorporacion de timidina tritiada. Los niveles de proliferacion se expresan relativos a las células sin tratar,
cuyo valor se establecié en 1. (b) Los niveles de miR-16 frente al tratamiento con trastuzumab se evaluaron mediante RT-
gPCR. (c) Los ratones inmunocomprometidos se inyectaron por via subcutanea con células JIMT-1 (3 x 10%ratén). Una
vez que se establecieron los tumores, los animales fueron tratados con trastuzumab o IgG (5 mg/kg) por via
intraperitoneal, dos veces por semana. Panel izquierdo: Cada punto representa el volumen tumoral medio + SEM (n=8

por grupo). Panel derecho: Los animales se sacrificaron al dia 45, y los niveles de miR-16 se determinaron mediante RT-
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gPCR en extractos tumorales. Los resultados en (a y b) se presentan como la media + SEM de tres experimentos

independientes. Los resultados en (c) son representativos de tres ensayos con resultados similares. *p<0,05.

El uso clinico del trastuzumab no esta limitado al CM, sino que también ha sido aprobado
como primera linea de tratamiento para el CG ErbB-2 positivo (Gomez-Martin et al., 2014). Por
tanto, evaluamos los efectos del trastuzumab sobre los niveles de miR-16 en células NCI-N87 y
SNU-I, dos lineas de CG ErbB-2 positivo (Bae et al., 2001; Rusnak et al., 2007), sensibles y
resistentes al trastuzumab, respectivamente (Figura 33a y Kim et al., 2008; Bae et al., 2001). En
sintonia con nuestros hallazgos en modelos de CM, el trastuzumab indujo la expresion de miR-16
en células NCI-N87, pero fue incapaz de modular los niveles de miR-16 en las células SNU-I
(Figura 33b).

Nuestros hallazgos in vitro e in vivo muestran por primera vez que el aumento de miR-16,
inducido por el tratamiento con trastuzumab, es un mecanismo de accién comun del trastuzumab

en el CM y CG ErbB-2 positivos sensibles a los efectos antiproliferativos del anticuerpo.
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Figura 33. El trastuzumab induce la expresion de miR-16 en células de CG sensibles al trastuzumab. (a) Las
células sensibles (NCI-N87) o resistentes (SNU-I) se trataron con trastuzumab por los tiempos indicados y se midi6 la
proliferacién de las mismas a través de la incorporacion de timidina tritiada. Los niveles de proliferacion se expresan
relativos a las células sin tratar, cuyo valor se establecié en 1. (b) Los niveles de miR-16 se midieron mediante RT-gPCR.

Los resultados en (a y b) se presentan como la media + SEM de tres experimentos independientes. *p<0,05; **p<0,01.

Nuestro grupo identificé previamente a la CCNE, un regulador clave del ciclo celular, como
un blanco relevante del miR-16 en el crecimiento del CM inducido por progestagenos y por factores
de crecimiento (Rivas et al., 2012). Por otra parte, la amplificacion/sobreexpresion de la CCNE ha
sido propuesta como un mecanismo de resistencia al trastuzumab (Scaltriti et al., 2011). Aqui,
encontramos que el tratamiento con trastuzumab, in vitro e in vivo, redujo la expresion de CCNE en
modelos de CM sensibles a los efectos antiproliferativos del anticuerpo (Figura 34a), pero no en

modelos resistentes (Figura 34b).
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Figura 34. El trastuzumab inhibe la expresion de la CCNE en modelos de CM sensibles al trastuzumab. (a) Los
niveles de expresion de la CCNE se evaluaron mediante WB en extractos proteicos totales de células sensibles tratadas
con trastuzumab, o en lisados tumorales del experimento descrito en la Figura 31. (b) Los niveles de expresion de la
CCNE se evaluaron mediante WB en extractos proteicos totales de células resistentes tratadas con trastuzumab, o en
extractos tumorales del ensayo descrito en la Figura 32c. Las imagenes en (a y b) son representativas de tres

experimentos con resultados similares. En el caso de los ensayos in vivo, se muestran los resultados para dos tumores
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representativos de cada grupo. Los numeros debajo de las bandas reflejan la cuantificacion de las mismas por

densitometria.

MiR-16 actia como un supresor tumoral en el CM y CG ErbB-2 positivo

Previamente demostramos que miR-16 actua como un supresor tumoral en el crecimiento
del CM luminal (Rivas et al., 2012). En el marco de nuestros hallazgos sobre la modulacion del
miR-16 por trastuzumab, decidimos explorar entonces el rol directo del miR-16 en el crecimiento del
CMy CG ErbB-2 positivo. La sobreexpresion de miR-16, mediante la transfeccion transiente con un
precursor del miR-16 (pre-miR-16), inhibio la proliferacion de las lineas BT-474 y SKBR-3 (Figura
35a), ambas sensibles al trastuzumab y al lapatinib (O'Brien et al., 2010). Mas aun, la expresion
forzada de miR-16 logré reducir significativamente la proliferacion de células con resistencia
intrinseca o adquirida al trastuzumab (Figura 35b y 35¢). Entre éstas células, las HCC-1569, JIMT-1
y MDA-MB-453 presentan ademas resistencia intrinseca al lapatinib (O'Brien et al., 2010). Estos
hallazgos identifican un rol novedoso para el miR-16 como supresor tumoral en el CM ErbB-2

positivo, tanto sensible como resistente al trastuzumab y/o al lapatinib.
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Figura 35. El miR-16 inhibe la proliferacion de lineas celulares de CM ErbB-2 positivo. (a) Las células sensibles al
trastuzumab se transfectaron durante 48 h con pre-miR-16 o pre-miR-Control. Panel izquierdo: Se evalu6 la proliferacion
mediante la incorporacion de timidina tritiada. Panel derecho: Se evalud la eficiencia de transfeccion con pre-miR-16
mediante RT-qPCR. (b) Las células resistentes al trastuzumab se transfectaron durante 48 h con pre-miR-16 o pre-miR-

Control. Panel superior: Se evalud la proliferacion como en (a). Panel inferior: Eficiencia de transfeccion con el pre-miR-
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16. (c) Las células se trataron como en (b), y la proliferacién se estudié mediante un ensayo de recuento celular en
camara de Neubauer. Los resultados se presentan como porcentaje de inhibicion, estableciendo el valor de las células no
transfectadas en 100%. Los resultados en (a-c) se presentan como el promedio + SEM de tres experimentos
independientes.

En sintonia con los resultados obtenidos en modelos de CM, la transfeccion de las lineas
NCI-N87 y SNU-I con pre-miR-16 también resulté en menores niveles de proliferacion, en
comparacion con células transfectadas con pre-miR-Control (Figura 36), extendiendo nuestras

observaciones en CM al CG ErbB-2 positivo.
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Figura 36. El miR-16 inhibe la proliferaciéon de lineas celulares de CG ErbB-2 positivo. Las células sensibles o
resistentes al trastuzumab se transfectaron durante 48 h con pre-miR-16 o pre-miR-Control. Panel superior: Se evalué la
proliferacion mediante la incorporacién de timidina tritiada. Panel inferior: Se evalud la eficiencia de transfeccion con pre-

miR-16 mediante RT-gPCR. Los resultados se presentan como el promedio + SEM de tres experimentos independientes.

Por otra parte, la inhibicion funcional de miR-16, mediante la transfeccién con un inhibidor
especifico (anti-miR-16), logré atenuar los efectos antiproliferativos del trastuzumab en las lineas
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BT-474 y SKBR-3, revelando la participacion directa del miR-16 en los efectos antiproliferativos del

trastuzumab (Figura 37).
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Figura 37. El miR-16 media los efectos del trastuzumab en el CM ErbB-2 positivo. Las células sensibles al
trastuzumab se transfectaron durante 48 h con un inhibidor dirigido al miR-16 o control, y se trataron luego con
trastuzumab durante otras 48 h. La proliferacion celular se estimé mediante la incorporacion de timidina tritiada. Los

resultados se presentan como el promedio + SEM de tres experimentos independientes. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

En vista de los efectos inhibitorios del miR-16 sobre la proliferacion in vitro de células
resistentes a terapias anti-ErbB-2, condujimos un ensayo preclinico para evaluar la eficacia del
miR-16 como un supresor tumoral in vivo y su potencial terapéutico. Establecimos con este fin
xenotransplantes de tumores de la linea JIMT-1 en ratones inmunocomprometidos y, una vez que
los tumores alcanzaron un volumen promedio de 100 mm?, los mismos fueron tratados con
trastuzumab, recibieron inyecciones intratumorales de pre-miR-16, 0 una combinacion de ambos
tratamientos. Con el objeto de definir el protocolo de administracion del pre-miR, verificamos
previamente que los niveles de miR-16 luego de una unica inyeccién intratumoral de pre-miR-16
resultaban aumentados por un periodo de al menos 72 h post-administraciéon (Figura 38). Por lo

tanto, los ratones fueron tratados con pre-miR-16 tres veces a la semana.
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Figura 38. Eficiencia del método de administracion de pre-miR utilizado en modelos preclinicos. Ratones
inmunocomprometidos se inyectaron por via subcutanea con células JIMT-1 (3 x 106/ratc')n). Una vez que los tumores
alcanzaron un volumen medio de 100 mm®, los animales (n=3 por grupo) recibieron una unica inyeccioén intratumoral de
pre-miR-16 o pre-miR-Control, como se detalla en la seccidon Materiales y Métodos. Los animales se sacrificaron 72 h mas
tarde, y los niveles de miR-16 en los tumores se determinaron mediante RT-qPCR. Los resultados son representativos de

tres ensayos con resultados similares.

Como se describié previamente (Cordo Russo et al., 2015), no se observaron diferencias en el
volumen tumoral promedio ni en las velocidades de crecimiento entre los tumores JIMT-1 tratados con
trastuzumab y aquellos tratados con IgG (Figuras 39a y 39b). En cambio, el volumen y velocidad de
crecimiento de los tumores inyectados con pre-miR-16 fueron significativamente menores que aquellos
tratados con pre-miR-Control y trastuzumab o IgG (Figuras 39a y 39b). La administracion combinada
de trastuzumab y pre-miR-16 no mostré un efecto terapéutico mayor que la administracion de pre-miR-
16 como agente unico (Figuras 39a y 39b). Al finalizar el ensayo, los niveles de miR-16 en los tumores
de aquellos animales inyectados con pre-miR-16 resultaron significativamente mayores, evidenciando
la eficacia de nuestra estrategia de administracion (Figura 39c). Estos resultados demuestran que el
miR-16 inhibe el crecimiento tumoral del CM resistente al trastuzumab y lapatinib. Nuestros hallazgos
resaltan al miR-16 como un agente terapéutico novedoso en el CM y CG ErbB-2 positivo resistente a

terapias anti-ErbB-2.
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Figura 39. El miR-16 inhibe el crecimiento de carcinomas mamarios resistentes al trastuzumab. (a) Ratones
inmunocomprometidos fueron inyectados por via subcutanea con células JIMT-1 (3 x 106/ratc’>n). Una vez que se
establecieron los tumores, los animales recibieron inyecciones intratumorales de pre-miR-16 o pre-miR-Control, tres
veces por semana, e inyecciones intraperitoneales de trastuzumab o 1gG (5 mg/kg), dos veces por semana. Panel
izquierdo: Cada punto representa el volumen tumoral medio + SEM (n=6 por grupo). Panel central y derecho: Las
imagenes muestran animales y tumores representativos de cada grupo al momento del sacrificio (dia 29). (b) Los
volumenes tumorales finales, tasas de crecimiento y porcentajes de inhibicion se calcularon como se indica en la seccion
Materiales y Métodos. (c) Al momento del sacrificio se determinaron mediante RT-qPCR los niveles de miR-16 en los
tumores del experimento presentado en (a). Los resultados mostrados en (a-c) son representativos de tres ensayos con

resultados similares.

C-Myc media los efectos del trastuzumab sobre la expresion de miR-16

Se ha reportado previamente que el FT oncogénico c-Myc reprime la expresion de miR-16
(Chang et al., 2008). Nuestros propios hallazgos revelaron que los progestagenos inducen el
crecimiento del CM a través de una reduccion en los niveles de miR-16, mediada por c-Myc (Rivas

et al., 2012). Por tanto, decidimos explorar si c-Myc también estaba involucrado en el aumento de
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miR-16 inducido por trastuzumab en el CM ErbB-2 positivo. Por una parte, el silenciamiento de c-
Myc resulté en un aumento en los niveles de miR-16 e inhibio la proliferacion de células sensibles y
resistentes al trastuzumab (Figura 40a). Por otra parte, el tratamiento con trastuzumab inhibio la
expresion de c-Myc en células BT-474 (Figura 40b). La reconstitucién de su expresion en células
BT-474 tratadas con trastuzumab, empleando un plasmido que expresa una variante
constitutivamente activa de c-Myc (Kapeli and Hurlin, 2011), bloqueé el aumento de miR-16

inducido por trastuzumab (Figura 40b). Estos hallazgos resaltan la funcién de c-Myc como un

mediador de la induccion de miR-16 por trastuzumab en el CM ErbB-2 positivo.
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Figura 40. C-Myc media la induccion de miR-16 por trastuzumab en el CM ErbB-2 positivo. (a) Las células se
transfectaron en forma transiente durante 48 h con un siARN dirigido a c-Myc o control. Panel superior: Los niveles de
miR-16 se determinaron mediante RT-qPCR. Panel central: La proliferacion celular se evalué mediante la incorporacion
de timidina tritiada. Panel inferior: EI WB muestra la eficiencia del silenciamiento de c-Myc. (b) La expresion de c-Myc se
reconstituyé mediante la transfeccion con el plasmido pBABE-Myc-S62D en células sensibles tratadas con trastuzumab.
Panel izquierdo: EI WB muestra la eficiencia de la reconstitucion de c-Myc. Panel derecho: Los niveles de miR-16 se
determinaron mediante RT-qPCR. Las imagenes son representativas de tres experimentos con resultados similares. Los

resultados en (a y b) se presentan como el promedio + SEM de tres experimentos independientes. **p<0,01; ***p<0,001.

Decidimos estudiar entonces los mecanismos de regulaciéon de c-Myc por trastuzumab. La
activacion de las cascadas de sefializacion de MAPK y PI3K/AKT, rio abajo del ErbB-2, median sus
efectos proliferativos en el CM (Arteaga and Engelman, 2014). Asimismo, se ha reportado que
ambas vias de sefalizacion controlan los niveles de expresién y la actividad transcripcional de c-
Myc (Sears et al., 2000). En este sentido, se ha reportado que el tratamiento con 4D5 (version
parental murina del trastuzumab) o con un anticuerpo simple cadena dirigido al ErbB-2, bloquea
dichas cascadas de sefializacion y reduce la expresion de c-Myc en células de CM sensibles a sus
efectos antiproliferativos (Neve et al., 2000; Motoyama et al., 2002). En sintonia con la inhibicién de
las vias de MAPK y PI3K/AKT inducida por el trastuzumab, hallamos que el mismo redujo
significativamente los niveles de c-Myc, in vitro e in vivo, en modelos de CM sensibles al
trastuzumab (Figura 41a). Resultados similares se obtuvieron frente al silenciamiento del ErbB-2 en
la linea BT-474 (Figura 41b). Por el contrario, encontramos que la incapacidad del trastuzumab
para inhibir las cascadas de sefializacion rio abajo del ErbB-2 en células de CM con resistencia
intrinseca o adquirida, se asocia a la inhabilidad del trastuzumab para modular la expresién de c-
Myc (Figura 41c). Nuestros hallazgos en lineas de CG sensibles o resistentes al trastuzumab

fueron concordantes con los obtenidos en células de CM (Figura 41d).
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Figura 41. El trastuzumab inhibe en células sensibles la expresion de c-Myc y la activacién de las vias de
PI3K/AKT y MAPK. (a) Los niveles de expresion de c-Myc y la activacién de las vias de sefializacion rio abajo del ErbB-2
se estudiaron mediante WB en extractos proteicos totales de lineas sensibles de CM tratadas con trastuzumab, o en

extractos tumorales del experimento en la Figura 31. En aquellos ensayos donde se estudio la fosforilacion de proteinas,
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las membranas se reincubaron con anticuerpos contra las formas totales correspondientes. (b) Las células sensibles se

transfectaron durante 48 h con un siARN dirigido al ErbB-2 o control, y los extractos proteicos se analizaron mediante WB

como en (a). (¢) El analisis mediante WB de extractos proteicos de lineas resistentes de CM tratadas con trastuzumab se

realizé como en (a). (d) Lineas celulares de CG se trataron con trastuzumab por los tiempos indicados, y el analisis de los

extractos proteicos mediante WB se realizé como en (a). Las imagenes en (a-d) son representativas de tres experimentos

con resultados similares.

Con el objeto de estudiar con mayor profundidad el rol desempefiado por las vias de MAPK

y PI3K/AKT sobre los niveles de expresion de c-Myc y miR-16, realizamos ensayos con inhibidores

farmacologicos especificos. La inhibicion de PI3K con LY294002, o de la via de MAPK con el

inhibidor de MEK1/2 U0126, resulté en una reduccién en los niveles de c-Myc (Figura 42a), un

aumento en la expresion de miR-16 y una menor proliferacion celular en la linea BT-474 (Figura

42b). Estos inhibidores farmacolégicos también indujeron una reduccién en los niveles de c-Myc

(Figura 42a), un aumento de miR-16 y una proliferacion celular atenuada en lineas con resistencia

intrinseca o adquirida al trastuzumab (Figura 42b). Nuestros hallazgos revelan que la incapacidad

del trastuzumab para inducir la expresion de miR-16 en lineas de CM resistentes yace en su

inhabilidad para bloquear las vias de MAPK y PI3K/AKT y, en consecuencia, la expresion de c-Myc.
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Figura 42. El bloqueo de las de las vias de PI3K/AKT y MAPK induce la expresion de miR-16. Las células se
trataron con los inhibidores farmacolégicos indicados o con lapatinib durante 24 h. (a) Los niveles de expresion de c-Myc
y la activacién de las vias de sefalizacion rio abajo del ErbB-2 se estudiaron mediante WB. Las imagenes son
representativas de tres experimentos con resultados similares. (b) Panel superior: Los niveles de miR-16 se determinaron
mediante RT-gPCR. Panel inferior: Los niveles de proliferacion se estimaron mediante la incorporacién de timidina
tritiada. Los resultados se presentan como el promedio + SEM de tres experimentos independientes. **p<0,01;
***p<0,001.

El lapatinib inhibe la auto-fosforilacion del ErbB-2 y bloquea asi la activacion de las vias de

MAPK y PI3K/AKT, lo cual subyace sus efectos antiproliferativos en el CM (Patel et al., 2014). Aqui,
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encontramos que el lapatinib, ademas de inhibir las vias mencionadas, redujo la expresion de c-

Myc e incremento los niveles de miR-16 en células sensibles (Figuras 42a, 42b, 43a y 43b).

a SKBR-3 b SKBR-3
— T . c-Myc -
2,5 T 20 00,001 y - -
p<0,01 ';' T 1,0 03
2,07 J
% = 5 ?16 PAKL | S—
g O
ég 15— _;:12_ 1,0 0,1
o6 S s AL | ——
RS 4 L S o
Pé @ § = PETK | o s—
IS 0,5 S 4 1,0 0,5
S | ——
0 T £ 0 T
Lapatinib (1pM) - + Lapatinib (1puM) - + B-Tubulina | «u——
Lapatinib (1uM) - +

Figura 43. El lapatinib induce la expresion de miR-16 en células de CM sensibles al lapatinib. Las células se
trataron con lapatinib durante 24 h. (a) Panel izquierdo: Los niveles de miR-16 se determinaron mediante RT-qPCR.
Panel derecho: Los niveles de proliferacion se estimaron mediante la incorporacién de timidina tritiada. (b) Los niveles de
expresion de c-Myc y la activacion de las vias de sefalizacion rio abajo del ErbB-2, se estudiaron mediante WB. Las
imagenes en (b) son representativas de tres experimentos con resultados similares. Los resultados en (a) se presentan

como el promedio = SEM de tres experimentos independientes.

Por su parte, la inhibicion funcional de miR-16 en la linea BT-474 atenud los efectos
antiproliferativos del lapatinib, demostrando que miR-16 también media los efectos inhibitorios del

crecimiento de este agente (Figura 44).
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Figura 44. El miR-16 media los efectos del lapatinib en el CM ErbB-2 positivo. Las células sensibles al lapatinib se
transfectaron durante 48 h con un inhibidor dirigido al miR-16 o control, y se trataron luego con lapatinib durante 24 h. La
proliferacién celular se evalu6 mediante la incorporacion de timidina tritiada. Los resultados se presentan como el

promedio + SEM de tres experimentos independientes. *p<0,05; ***p<0,001.

La proliferacion de la linea celular BT-474 HR se vio inhibida por el lapatinib, como se
describié previamente para otra variante resistente al trastuzumab de la linea BT-474 (O'Brien et
al., 2010), mientras que ademas logré la inhibicion de las vias de MAPK y PI3K/AKT, redujo los
niveles de c-Myc y aumenté la expresiéon de miR-16 (Figura 42). Por el contrario, y en sintonia con
su incapacidad para bloquear cascadas de sefializacion rio abajo del ErbB-2, el lapatinib no logré
regular los niveles de c-Myc ni de miR-16 en dos modelos con resistencia intrinseca al lapatinib,
(Figuras 45a, 45b y 45c). La linea JIMT-1 es resistente al lapatinib cuando se lo utiliza a
concentraciones de hasta 1uM, pero dosis mayores son capaces de bloquear su proliferacion
(Figura 42 y Koninki et al., 2010). Aqui, demostramos que los efectos inhibitorios del lapatinib a
5uM en células JIMT-1 se asocian al bloqueo efectivo de las vias de MAPK y PI3K/AKT, a la
inhibicion de c-Myc y a un aumento en los niveles de miR-16 (Figura 42). Nuestros hallazgos
revelan que el trastuzumab y el lapatinib, dos terapias anti-ErbB-2 disimiles, comparten un
mecanismo inhibitorio del crecimiento en el CM ErbB-2 positivo, donde el bloqueo de MAPK vy

PI3K/AKT resulta en la inhibicién de c-Myc, y en el consecuente aumento de la expresién de miR-

16.
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Figura 45. El lapatinib no induce la expresion de miR-16 en células de CM resistentes al lapatinib. Las células se
trataron con lapatinib durante 24 h. (a) Los niveles de miR-16 se determinaron mediante RT-qPCR. (b) Los niveles de
proliferacién se estudiaron mediante la incorporaciéon de timidina tritiada. (¢) Los niveles de expresion de c-Myc y la
activacion de las vias de sefalizacién rio abajo del ErbB-2 se analizaron mediante WB. Los resultados en (a y b) se
presentan como el promedio + SEM de tres experimentos independientes. Las imagenes en (c) son representativas de

tres experimentos con resultados similares.

El trastuzumab remodela la estructura local de la cromatina en el promotor de DLEU2

C-Myc reprime la expresion de miR-16 a través de su union a un sitio E-Box en el promotor
proximal de DLEUZ, y del consecuente reclutamiento a este sitio de maquinaria responsable de la
remodelacion de la cromatina (Zhang et al., 2012b). Con el objeto de explorar los efectos del
trastuzumab sobre el promotor de DLEUZ, realizamos ensayos de ChIP utilizando cebadores que
flanquean el sitio E-Box localizado 510pb rio arriba del exéon 1A de DLEUZ2. El tratamiento con
trastuzumab inhibié la unién de c-Myc al promotor de DLEUZ en células sensibles (Figura 46a).
Mas aun, el analisis de la arquitectura local de la cromatina frente al tratamiento con trastuzumab
revel6 una reduccion en los niveles de histona H3 trimetilada en la lisina 9 (H3K9me3) (Figura 46a),
un rasgo distintivo de represion transcripcional (Rivas et al., 2012). En simultaneo, el trastuzumab

incremento los niveles de H4Ac (Figura 46a), una marca de activacion del promotor de DLEUZ2, de
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acuerdo a lo reportado por nuestro grupo y otros (Rivas et al.,, 2012; Zhang et al., 2012b). En
cambio, el trastuzumab fue incapaz de desplazar a c-Myc del promotor de DLEUZ2 en células
resistentes al trastuzumab, asi como tampoco produjo cambios significativos en los niveles de

H3K9me3 o H4Ac en este sitio (Figura 46b).
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Figura 46. El trastuzumab regula marcas epigenéticas y el reclutamiento de c-Myc en el promotor de DLEU2. (a 'y
b) Las células se trataron con trastuzumab por los tiempos indicados. El reclutamiento de c-Myc y los niveles de

H3K9me3 y H4Ac se evaluaron mediante ChIP en el promotor proximal del DLEU2. EI ADN inmunoprecipitado se
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amplifico utilizando cebadores (flechas rojas) que flanquean el sitio E-Box (cufia verde), indicado en el diagrama superior.
Los valores arbitrarios obtenidos por RT-gPCR se normalizaron al input, estableciendo el valor para la IgG, utilizada como
control, en 1. Los resultados se presentan como el promedio + SEM de tres experimentos independientes. **p<0,01;

**+0<0,001.

La actividad transcripcional de c-Myc depende en gran medida de su fosforilacién en el
residuo serina 62 (S62), la cual es mediada por la via de MAPK (Sears et al., 2000; Yeh et al.,
2004). Aqui, encontramos que el bloqueo rapido de la via de MAPK por parte del trastuzumab
inhibié significativamente la fosforilacion de c-Myc en S62 en células BT-474 (Figura 47). El
trastuzumab no tuvo efecto sobre la fosforilacién de c-Myc en la linea JIMT-1, en sintonia con su
incapacidad para suprimir la activacion de la via de MAPK en éstas células (Figura 47). Estos
resultados proveen una explicacion mecanistica a los efectos del trastuzumab sobre el

reclutamiento de c-Myc al promotor de DLEUZ en células sensibles y resistentes.

BT-474 JIMT-1
P-C-IMYC (SO2)| s s s = | | S Sy \— N’

1,0 09 05 03 1,0 09 1,0 09

C-MyC | e e e --!

'» e

pErk - — — ; e ——
1,0 0,5 04 0,2 1,0 09 09 1,0

Erk cowr cmme v w=s | | e e W

B-Tubulina | s AP | caun SR A S
TZ 10ug/ml (min) - 15 30 60 - 15 30 60

Figura 47. El trastuzumab inhibe la activacion de c-Myc en células sensibles de CM. Las células sensibles y
resistentes se trataron con trastuzumab durante los tiempos indicados. Se evaluaron mediante WB los niveles de
fosforilacion de c-Myc en S62, y la activacion de la via de MAPK. Las imagenes son representativas de tres experimentos

con resultados similares.

Con el objetivo de seguir caracterizando los efectos del trastuzumab sobre la estructura
local de la cromatina en el promotor proximal de DLEUZ, evaluamos el grado de accesibilidad de la

cromatina a través de un ensayo de sensibilidad al tratamiento con DNAsa |. Encontramos de esta
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manera que el tratamiento con trastuzumab en ceélulas BT-474 aumenta la sensibilidad a la
actividad DNAsa en el sitio E-Box, lo cual es consistente con un entorno mas accesible en la
cromatina (Figura 48). El trastuzumab no tuvo efecto, en cambio, sobre la sensibilidad a la actividad
DNAsa en dicho sitio en células resistentes (Figura 48).

Nuestros resultados indican que el trastuzumab regula la expresién de miR-16 a nivel
transcripcional mediante la expulsion de c-Myc del promotor de DLEUZ2 y la induccion de un

aumento en la accesibilidad de la cromatina.

E-Box
Promotor DLEUZ2
—_ 71 p<0,01
3 '
208
a8 °]
o B 4]
383
=_— 0
% § 241 — n.s.
c > _'_l !
O — 1
(0))]
0 I ,
TZ 10ug/ml (60 min) - + - +
BT-474 JIMT-1

Figura 48. El trastuzumab controla la accesibilidad local de la cromatina en el promotor del DLEU2. Las células
sensibles y resistentes se trataron con trastuzumab como se indica, y se realizé un ensayo de sensibilidad a la actividad
de la DNAsa | en la region promotora proximal del DLEU2. ElI ADN resultante se amplificé utilizando los mismos
cebadores que en la Figura 46. Los resultados se presentan como el promedio + SEM de tres experimentos

independientes.
Ciclina J (CCNJ) y la proteina 1 de unién a FUSE (FUBP1) constituyen blancos novedosos de
miR-16 en el CM ErbB-2 positivo

Con el objetivo de identificar genes blanco del miR-16 responsables de sus efectos

inhibitorios del crecimiento en el CM ErbB-2 positivo, empleamos el modelo murino de CM C4HD

(Lanari et al., 1986), en el cual demostramos previamente que el miR-16 actia como un potente
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supresor tumoral (Rivas et al., 2012). El tumor C4HD expresa RE y RP, altos niveles de ErbB-2 y

ErbB-3, bajos niveles de ErbB-4, y carece de EGFR (Labriola et al., 2003; Balana et al., 1999).

Transfectamos entonces cultivos primarios de células C4HD con pre-miR-16 o pre-miR-
Control y estudiamos su perfil global de expresion génica mediante microarrays. La expresion
forzada de miR-16 resultdé en 444 y 999 genes cuya expresion se redujo o aumento,
respectivamente, en forma significativa y marcada (p valor ajustado menor a 0,01; veces de cambio
absoluto mayor a 1,9) (Figuras 49a y 49b). El perfil de expresion génica obtenido se combiné con
algoritmos de prediccion de genes blanco para el miR-16 murino (mmu-miR-16). Con este fin
recuperamos mediante el motor de bisqueda miRecords (Xiao et al., 2009;
http://c1.accurascience.com/miRecords/) una lista de 486 blancos putativos del mmu-miR-16,
predichos en forma simultanea por al menos 4 algoritmos distintos. De esta lista, 8 genes
candidatos estaban incluidos dentro del conjunto de 444 genes inhibidos por la sobreexpresion de
miR-16 (Tabla 3). A través de busquedas bibliograficas y en la base de datos DAVID (por sus siglas
en inglés, Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery) (Huang et al., 2009a),
encontramos evidencias sobre la participacion de 4 de estos genes en el desarrollo o progreso de
neoplasias: receptor de hormona de crecimiento (GHR; por sus siglas en inglés, growth hormone
receptor), homeocaja 2 tipo caudal (CDX2; por sus siglas en inglés, caudal type homeobox 2),
CCNJ y FUBP1. GHR y CDX2 fueron identificados previamente como blancos de miR-16 (Tagawa
et al., 2012; Elzein and Goodyer, 2014), y su rol en CM ha sido estudiado (Stajduhar et al., 2014;
Bhat-Nakshatri et al., 2013). Los dos genes restantes, CCNJ y FUBP1, no habian sido descritos
previamente como blancos de miR-16, y su rol en el CM practicamente no habia sido explorado
(Jang et al., 2009; Feliciano et al., 2013). Al validar los resultados obtenidos en los microarrays
mediante RT-qPCR, la expresién de los ARNm de CCNJ y FUBP1 probdé ser inhibida
significativamente por la expresiéon forzada de miR-16 (Figura 50). Por tanto, decidimos focalizarnos

en el estudio de CCNJ y FUBP1 como blancos novedosos de miR-16 en el CM ErbB-2 positivo.
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Figura 49. Efecto de la sobreexpresion de miR-16 sobre el perfil de expresion génica de tumores de CM ErbB-2
positivo. Los cultivos primarios de tumores C4HD se transfectaron con pre-miR-16 o pre-miR-Control (n=3 por condicion)
durante 48 h. (a) Los niveles resultantes de miR-16 se evaluaron mediante RT-qPCR. (b) Se realizaron estudios de
expresion génica a nivel global utilizando microarrays y las muestras en (a), como se detalla en la seccion Materiales y
Métodos. EI mapa de calor muestra el perfil de expresion para los 400 genes cuya expresion resultd mas
significativamente aumentada o reducida en los estudios de microarray. Las variables se estandarizaron para lograr una

media de 0 y un desvio estandar de 1 (z-score), previo a evaluar el agrupamiento jerarquico de las muestras.

Tabla 3. Genes blanco putativos de miR-16 cuya expresion se redujo en los estudios de microarrays.

p valor  Veces de

Simbolo Nombre del gen ENTREZID p valor . :
ajustado cambio

Btbd3 BTB (POZ) domain containing 3 228662 1,23E-05 2,10E-04 -2,58
Ccenj Caudal type homeo box 240665 2,66E-03 9,01E-03 -1,99
Cdx2 Cyclin J 12591 7,98E-05 7,53E-04 -2,62
Fubp1 Far Upstream Element (FUSE) binding protein 1 51886 1,14E-03 4,76E-03 -1,98
Ghr Growth Hormone Receptor 14600 2,74E-03 9,21E-03 -2,24
Tuft1 Tuftelin 1 22156 8,59E-06 1,64E-04 -2,04
Ttc14 Tetratricopeptide repeat domain 14 67120 2,25E-06 6,04E-05 -1,97
Ubfd1 Ubiquitin family domain containing 1 28018 2,43E-06 6,45E-05 -2,35

Lista de genes resultante de la interseccion entre el conjunto de genes blanco putativos de mmu-miR-16, predichos por al
menos cuatro algoritmos distintos, y el conjunto de genes cuyo nivel de expresidn resulté significativamente menor en el

grupo transfectado con pre-miR-16 en los estudios de microarrays (p ajustado <0,01 y veces de cambio <-1,9).

C4HD
1,501 1,50 -
T S 1,254 p<0,001 T 1,25 p<0,01
a 2 1,00- L & 1,00 4
< € 0]
Qv 0,75- = 0,75-
20 o
O & 050- @ 0,50+
©3 o
> 0,25 1 0,25
0,00 . 0,00 T
pre-miR-Control (30nM) + - + -
pre-miR-16 (30nM) - + - +

Figura 50. Validacion de los resultados del microarray para CCNJ y FUBP1. Cultivos primarios de tumores C4HD se
transfectaron durante 48 h con pre-miR-16 o pre-miR-Control, y los niveles de expresién de los genes de interés se
evaluaron mediante RT-qPCR. Las veces de induccién en los niveles de ARNm se calcularon normalizando los valores

absolutos del ARNm de CCNJ o FUBP1 a los de GAPDH, empleado como control interno, estableciendo en 1 el valor
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para las células transfectadas con pre-miR-Control. Los resultados se presentan como el promedio + SEM de tres

experimentos independientes.

Dado que nuestros estudios de expresion génica se llevaron a cabo empleando un modelo
murino, en primer lugar verificamos la complementariedad de secuencias entre el miR-16 humano
(hsa-miR-16) y los ARNm de CCNJ y FUBP1 de humano. En este sentido, encontramos un grado
elevado de complementariedad entre la secuencia semillas del hsa-miR-16 y un sitio localizado en
la region 3'UTR de cada ARNm (posiciones 1834-1840 del 3UTR de CCNJ y 707-713 del 3UTR de

FUBP1) (Figura 51).

5-TCCTTTTTAAAGAAGGCTGCTAAT -3" CCNJ3’UTRWT
HENEEN

3'- GCGGTTATAAATGCACGACG,T‘\T ~~~~~ -5 hsa-miR-16
|
5-TCCTTTTTAAAGAAGCCAGGTTAT -3" CCNJ 3’UTR MUT

5'- TTTCAGACCTGTACTGCTGCTATA-3" FUBP1 3’UTRWT
RN

3'- GCGGTTATAAATGC/l\C(lﬁA(liG/r(I'----- -5" hsa-miR-16
5'- TTTCAGACCTGTACTCCAGGTTTA-3" FUBP1 3’UTR MUT

Figura 51. Complementariedad de secuencias entre miR-16 y los ARNm de CCNJ y FUBP1. Alineamiento de
secuencias entre el hsa-miR-16 y la forma wild type (WT) o mutada (MUT) de la regién 3’'UTR de la CCNJ y FUBP1

humanas. La secuencia semilla del hsa-miR-16 se esquematiza en color rojo.

Por su parte, la expresion forzada de miR-16 redujo los niveles de los ARNm de CCNJ y
FUBP1 en lineas celulares humanas de CM y CG (Figura 52a) y los niveles de proteina, in vitro e in
vivo, en modelos de CM (Figura 52b). De manera similar, el bloqueo de la funcion de miR-16
aumento los niveles de expresion de las proteinas CCNJ y FUBP1 en células de CM, tanto

sensibles como resistentes al trastuzumab (Figura 52c).
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Figura 52. El miR-16 controla los niveles de CCNJ y FUBP1 en el CM y CG ErbB-2 positivo. (a) Los niveles de
ARNm de CCNJ y FUBP1 se evaluaron mediante RT-qPCR en células de CM y CG transfectadas con pre-miRs, o en
extractos tumorales del experimento descripto en la Figura 39. Los resultados se presentan como el promedio + SEM de
tres experimentos independientes (b) Los niveles de expresion de las proteinas CCNJ y FUBP1 se estudiaron mediante
WB en extractos de células de CM transfectadas con pre-miRs, o en lisados tumorales del experimento descrito en la

Figura 39. (c) Las células de CM se transfectaron con inhibidores especificos del miR-16 o control, y los niveles de
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expresion de CCNJ y FUBP1 se evaluaron mediante WB. Las imagenes en (b y c) son representativas de tres

experimentos con resultados similares.

Con el objetivo de discernir si CCNJ y FUBP1 constituyen blancos directos del miR-16,
realizamos ensayos utilizando plasmidos que portan la secuencia wild type del 3UTR de CCNJ
(luc-3'CCNJ-WT) o de FUBP1 (luc-3'FUBP1-WT) clonados rio abajo de un gen reportero con
actividad luciferasa. La transfeccion de células JIMT-1 con pre-miR-16 redujo en forma exitosa la
actividad luciferasa de ambos constructos, al comparar con células transfectadas con pre-miR-
Control (Figura 53a). No obstante, frente a la mutacién dirigida de la region putativa de union a
miR-16 en los vectores (Figura 51), miR-16 perdié su capacidad de inhibir la actividad luciferasa
(Figura 53a). Mas aun, el bloqueo de miR-16 en células BT-474 transfectadas con luc-3’CCNJ-WT
o luc-3’FUBP1-WT, resulté en un aumento de la actividad luciferasa, en comparacion con células
transfectadas con anti-miR-Control (Figura 53b). Nuestros hallazgos identifican a CCNJ y FUBP1

como blancos novedosos directos de miR-16 en el CM ErbB-2 positivo.
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Figura 53. CCNJ y FUBP1 constituyen blancos directos de miR-16 en el CM ErbB-2 positivo. (a) Las células se
cotransfectaron con los pldsmidos indicados y con pre-miR-16 o pre-miR-Control. La actividad luciferasa de Renilla se
midié como se describe en la seccion Materiales y Métodos. La actividad luciferasa de luciérnaga se empled para la
normalizacion. Los resultados se expresan relativizados al valor para las células transfectadas con pre-miR-Control, el
cual se establecié en 1. (b) Las células se cotransfectaron con los plasmidos indicados y con inhibidores dirigidos al miR-
16 o control. La actividad luciferasa se evalué como en (a). Los resultados en (a y b) se presentan como el promedio +
SEM de tres experimentos independientes.

A continuacién, exploramos si el aumento en los niveles de miR-16 inducido por
trastuzumab alteraba la expresion de CCNJ y FUBP1. El trastuzumab redujo los niveles expresion
de ARNm y proteina de CCNJ y FUBP1, tanto in vivo como in vitro, en modelos sensibles de CM
(Figuras 54a y 54b), pero fue incapaz de alterar la expresion de estos genes en células con
resistencia intrinseca o adquirida al anticuerpo (Figuras 54c y 54d). Resultados similares se
obtuvieron en células de CG ErbB-2 positivo (Figura 54e). Asi también, el tratamiento con lapatinib

redujo la expresion de CCNJ y FUBP1, a nivel de ARNm y proteina, so6lo en células sensibles a los

efectos antiproliferativos de esta droga (Figuras 55a y 55b).
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Figura 54. El trastuzumab reduce los niveles de CCNJ y FUBP1 en el CM y CG sensible al trastuzumab. (a y b)
Panel izquierdo: Los niveles de expresion de las proteinas CCNJ y FUBP1 se evaluaron mediante WB en extractos de
células sensibles de CM tratadas con trastuzumab, o en extractos tumorales del experimento descrito en la Figura 31.
Panel derecho: Los niveles de ARNm de CCNJ y FUBP1 se determinaron mediante RT-gPCR. (c y d) Panel izquierdo:
Los niveles de expresion de las proteinas CCNJ y FUBP1 se evaluaron mediante WB en extractos de células resistentes
de CM tratadas con trastuzumab, o en extractos tumorales del experimento descrito en la Figura 32c. Panel derecho: Los
niveles de ARNm de CCNJ y FUBP1 se determinaron mediante RT-qPCR. (e) Las células sensibles o resistentes de CG
se trataron con trastuzumab como se indica, y los niveles de expresion de CCNJ y FUBP1 se estudiaron por WB. Las
imagenes en (a-e) son representativas de tres experimentos con resultados similares. Los resultados en (a), (c) y (e) se

presentan como el promedio + SEM de tres experimentos independientes. **p<0,01; ***p<0,001.
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Figura 55. El lapatinib reduce los niveles de CCNJ y FUBP1 en modelos de CM sensibles al lapatinib. (a) Panel

izquierdo: Los niveles de expresion de las proteinas CCNJ y FUBP1 se evaluaron mediante WB en extractos de células
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sensibles tratadas con lapatinib. Panel derecho: Los niveles de ARNm de CCNJ y FUBP1 se determinaron mediante RT-
gPCR. (b) Panel izquierdo: Los niveles de expresion de las proteinas CCNJ y FUBP1 se evaluaron mediante WB en
extractos de células resistentes tratadas con lapatinib. Panel derecho: Los niveles de ARNm de CCNJ y FUBP1 se
determinaron mediante RT-gPCR. Las imagenes en (a y b) son representativas de tres experimentos con resultados

similares. Los resultados en (a y b) se presentan como el promedio + SEM de tres experimentos independientes.

Para evaluar si la inhibicion observada de CCNJ y FUBP1 por trastuzumab y lapatinib era
mediada por miR-16, se realizaron ensayos adicionales de gen reportero con actividad luciferasa.
En células BT-474 transfectadas con los plasmidos luc-3'CCNJ-WT o luc-3’FUBP1-WT, tanto el
trastuzumab como el lapatinib inhibieron la actividad luciferasa, en comparaciéon con células no
tratadas (Figura 56). No obstante, estos efectos se perdieron completamente cuando los sitios de
union a miR-16 se mutaron en los constructos (Figuras 51 y 56), demostrando que el trastuzumab y

el lapatinib inhiben a CCNJ y FUBP1 a través del aumento en los niveles de miR-16.
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Figura 56. El miR-16 media los efectos del trastuzumab y el lapatinib sobre la expresién de CCNJ y FUBP1. Panel
superior: Las células sensibles al trastuzumab se transfectaron con los plasmidos indicados durante 48 h y luego de
trataron con trastuzumab por 24 h. Panel inferior: Las células sensibles al lapatinib se transfectaron con los plasmidos
indicados durante 48 h y luego de trataron con lapatinib por 24 h. La actividad luciferasa se midi6 y analizé como en la

Figura 53. Los resultados se presentan como el promedio + SEM de tres experimentos independientes.

CCNJ y FUBP1 son requeridas para el crecimiento del CM ErbB-2 positivo

A continuacion, exploramos los roles biolégicos de la CCNJ y FUBP1 en el CM ErbB-2
positivo. La CCNJ fue implicada previamente en la transicion G2/M en células MCF-7 (Feliciano et
al., 2013), mientras que la inhibicion de FUBP1 ha sido vinculada al arresto de la proliferacién
celular en distintos tipos de cancer (revisado en Zhang and Chen, 2013). Aqui, encontramos que la
inhibicion de CCNJ o FUBP1 mediante siARNs redujo los niveles de proliferacion de células de CM
sensibles y resistentes a terapias dirigidas contra el ErbB-2 (Figura 57). Estos resultados apoyan el

rol de CCNJ y FUBP1 como mediadores de los efectos antiproliferativos de miR-16 en el CM ErbB-

2 positivo.
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Figura 57. CCNJ y FUBP1 son necesarias para el crecimiento del CM ErbB-2 positivo. Las células se transfectaron
durante 48 h con siARNs dirigidos a CCNJ, a FUBP1 o control. Panel superior: La proliferacion celular se estudié a través
de la incorporacién de timidina tritiada. Panel inferior: El WB muestra la eficiencia del silenciamiento de CCNJ y FUBP1.
Las imagenes son representativas de tres experimentos con resultados similares. Los resultados se presentan como el

promedio + SEM de tres experimentos independientes. **p<0,01; ***p<0,001.

FUBP1 fue descrito originalmente como un FT que promovia la expresion de c-Myc a través
de su unioén a un elemento lejano rio arriba (FUSE; por sus siglas en inglés, Far Upstream Element)
en el promotor de MYC (Avigan et al., 1990). Nuestros ensayos de ChIP revelaron que, en
condiciones de crecimiento, FUBP1 esta reclutado en este sitio en células BT-474 (Figura 58a).
Mas aun, el analisis de la estructura local de la cromatina reveld niveles elevados de H4Ac, una
marca de transcripcion activa (Figura 58a). En sintonia con estudios previos utilizando variantes
dominantes negativas de FUBP1 (He et al., 2000), el silenciamiento de FUBP1 resulté en niveles
reducidos de c-Myc (Figura 58b). Consistente con el rol de c-Myc como represor de miR-16, la
reduccién de los niveles de c-Myc estuvo acompafada de un incremento en los niveles de miR-16
(Figura 58c), y de la consecuente inhibicion de CCNJ (Figura 58b). Nuestros hallazgos revelan,
entonces, la existencia de un mecanismos regulatorio de retroalimentacion positiva que impulsa la
proliferacién del CM ErbB-2 positivo: la inhibicion de miR-16 por c-Myc permite el aumento de
FUBP1, el cual a través de su union al sitio FUSE en el promotor de MYC aumenta la expresién de

este ultimo, reduciendo aun mas los niveles de expresion de miR-16 (Figura 58d).
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Figura 58. FUBP1, c-Myc y miR-16 participan de un circuito regulatorio de retroalimentacion positiva en el CM
ErbB-2 positivo. (a) El reclutamiento de FUBP1 y los niveles de H4Ac en el promotor de MYC se evaluaron mediante
ensayos de ChIP. EI ADN inmunoprecipitado se amplificé utilizando cebadores que flanquean el sitio FUSE en el
promotor de MYC (Avigan et al., 1990). (b y c) Las células se transfectaron durante 48 h con un siARN dirigido a FUBP1
o control. (b) Los niveles de expresion de c-Myc y CCNJ se evaluaron mediante WB. (¢) Los niveles de miR-16 se
evaluaron mediante RT-gPCR. Las imagenes en (b) son representativas de tres experimentos con resultados similares.
Los resultados en (a) y (c) se presentan como el promedio + SEM de tres experimentos independientes. ***p<0,001. (d)
El esquema representa el circuito de retroalimentacién positiva que involucra a FUBP1, c-Myc y miR-16, el cual promueve

el crecimiento del CM ErbB-2 positivo.

MiR-16 y FUBP1 actuan como predictores de la respuesta al trastuzumab

Un nuamero importante de microARNs se expresan en forma aberrante e influencian el
comportamiento y la progresion tumoral en el CM (revisado en Mulrane et al., 2013). Considerando
ademas su gran estabilidad y facil deteccidén, los microARNs han sido propuestos como
biomarcadores en la clinica (revisado Andorfer et al., 2011). Aqui, encontramos que los niveles de
miR-16 son mayores en células sensibles al trastuzumab (BT-474 y SKBR-3), que en un panel de
células con resistencia intrinseca o adquirida (Figura 59a). Decidimos explorar, entonces, la
relevancia clinica de los niveles de miR-16 en la respuesta al tratamiento con trastuzumab en
adyuvancia, en una cohorte de 19 carcinomas mamarios primarios ErbB-2 positivos (Anexo IlI).

Con este fin, se extrajo ARN total a partir de muestras de tumores FFPE obtenidas al momento de
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la cirugia, y se evaluaron los niveles de miR-16 mediante RT-gPCR. Los niveles de miR-16
resultaron significativamente mayores en pacientes sensibles al tratamiento con trastuzumab, que
en aquellos que recayeron luego del tratamiento (Figura 59b). Al comparar los niveles de miR-16
en distintas secciones de un mismo tumor encontramos concordancia en los valores obtenidos
(datos no presentados), lo cual sugiere que la heterogeneidad tumoral no influencié

substancialmente nuestras observaciones.
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Figura 59. Los niveles de expresion de miR-16 predicen la respuesta al trastuzumab en el CM ErbB-2 positivo. (a)
Las células indicadas se sembraron en sus medios completos correspondientes. Luego de 24 h, los niveles de expresion
de miR-16 se evaluaron mediante RT-qPCR. Las veces de induccion de miR-16 se obtuvieron relativizando al valor
obtenido para las células SKBR-3, el cual se establecié en 1. Los resultados se presentan como el promedio + SEM de
tres experimentos independientes. *p<0,05; ***p<0,001. Verde oscuro = células sensibles al trastuzumab; verde claro =
células resistentes al trastuzumab. (b) Se extrajo ARN total a partir de muestras de tumores FFPE provenientes de una
cohorte de pacientes con CM primario invasivo ErbB-2 positivo, que recibieron trastuzumab en adyuvancia. Los niveles
de miR-16 se determinaron mediante RT-qPCR. Las caracteristicas detalladas de la cohorte estudiada se pueden

encontrar en la seccion Materiales y Métodos, y en el Anexo Il

La integridad del ARN obtenido a partir de muestras de tejidos FFPE puede verse afectada
significativamente por variables como el tiempo y las condiciones de almacenamiento, el tiempo de

fijacion, y el tamano del espécimen (revisado en von Ahlfen et al., 2007). A pesar de que los ARN
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largos, tales como los ARNm, resultan particularmente sensibles a estos fendmenos, fuimos

capaces de medir los niveles de CCNJ y FUBP1 en la mitad de las muestras de tumores de nuestra

cohorte, y hallamos una correlacién inversa entre los niveles de expresion de miR-16 y aquellos de

sus genes blanco

(Figura 60a).

Validamos

independientes de pacientes con CM ErbB-2 positivo (Figura 60a).
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Figura 60. Correlacion entre los niveles de miR-16 y los ARNm de CCNJ y FUBP1 en carcinomas mamarios ErbB-
2 positivos. (a) Los niveles de expresion de miR-16 y de los ARNm de CCNJ o FUBP1 se evaluaron mediante RT-gPCR
en muestras de tumores FFPE provenientes de la misma cohorte que en la Figura 59. (b) Correlacién inversa entre los
niveles de expresion de miR-16 y de sus genes blanco en dos cohortes independientes de tumores primarios de CM

ErbB-2 positivo (Nimeros de acceso GEO: GSE75685 y GSE19783). R= Coeficiente de regresion.

La incorporacion de predictores basados en microARNs puede no ser adecuada aun para la
practica clinica diaria. Por tanto, estudiamos mediante IHQ la expresiéon nuclear de FUBP1, como
marcador subrogante de los niveles de miR-16, en una cohorte independiente de 42 carcinomas
mamarios ErbB-2 positivos, tratados con trastuzumab en adyuvancia (Anexo V). La puntuacion de
la IHQ de FUBP1 se realiz6 a través de un indice de marcacion (Figura 61a y Zhang et al., 2013),
donde un indice mayor o igual a 4 se consider6 positivo (Figura 61b). Interesantemente, el analisis
de Kaplan-Meier revel6 que aquellos pacientes FUBP1-positivos tratados con trastuzumab exhibian
una sobrevida libre de enfermedad significativamente menor (prueba de rango logaritmico,
p=0,012) que aquellos con tumores FUBP1-negativos (Figura 61c). Por el contrario, la expresion
nuclear de FUBP1 no mostrd correlacion con otros parametros clinicos estandar, como el grado
tumoral o la expresién de receptores hormonales (Anexo V).

Considerados en conjunto, nuestros hallazgos muestran que los niveles de expresion de
miR-16 y de su blanco directo, FUBP1, previos al tratamiento, son predictivos de la eficacia del

trastuzumab en adyuvancia en el CM ErbB-2 positivo.
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Figura 61. Los niveles de expresion de FUBP1 predicen la respuesta al trastuzumab en el CM ErbB-2 positivo. (a)
La expresion nuclear de FUBP1 se evalué mediante IHQ en muestras de carcinomas mamarios ErbB-2 positivos, y se
cuantificod teniendo en cuenta la intensidad de marca y el porcentaje de células positivas, como se detalla en la seccién
Materiales y Métodos. Las imagenes muestran secciones representativas de tumores con distinta intensidad de marca
nuclear de FUBP1, y la puntuacién correspondiente asignada. (b) Los niveles de expresion nuclear de FUBP1 se
estudiaron mediante IHQ en una cohorte de 42 pacientes con CM primario invasivo ErbB-2 positivo, que recibieron
trastuzumab en adyuvancia. Las caracteristicas detalladas de la cohorte estudiada se pueden encontrar en la seccion
Materiales y Métodos, y en el Anexo IV. Las imagenes son representativas de tumores en la cohorte con marcacion
negativa (izquierda) o positiva (derecha) para FUBP1. (c) Se empleé el estimador de Kaplan-Meier y la prueba de rango
logaritmico para correlacionar la expresion nuclear de FUBP1 y la sobrevida libre de enfermedad, en la misma cohorte

que en (b).
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DISCUSION: SEGUNDA PARTE

Los microARNs poseen una relevancia cada vez mas reconocida en el desarrollo, progresion y
respuesta a terapias en cancer (revisado en Berindan-Neagoe et al., 2014). Aqui, revelamos un
nuevo mecanismo responsable del crecimiento del CM ErbB-2 positivo, donde la estimulacién de
las cascadas de MAPK y PI3K/AKT, rio abajo del ErbB-2, induce la expresion y activaciéon
transcripcional de c-Myc. Tras su fosforilacion rapida en S62, c-Myc es reclutado a un sitio E-Box
en el promotor de DLEUZ2, gen hospedador del miR-16, y reprime la expresién de este ultimo. Lo
anterior resulta en niveles elevados de dos blancos novedosos del miR-16, FUBP1 y CCNJ, los
cuales promueven la proliferacion. Notablemente, FUBP1, a su vez, se une a un sitio FUSE en el
promotor de MYC y estimula la expresiéon de c-Myc, lo cual reprime ain mas a miR-16, resultando
en un circuito regulatorio de retroalimentacién positiva, que estimula el crecimiento del CM ErbB-2
positivo. Encontramos que a pesar de la distinta naturaleza y mecanismos de accion del
trastuzumab y el lapatinib, la capacidad de los mismos de inhibir el crecimiento del CM ErbB-2
positivo yace en su habilidad comun para bloquear las vias de MAPK y PI3K/AKT. El bloqueo de
estas vias inhibe la activacion y expresion de c-Myc, lo que lleva a la induccién de la expresion de
miR-16 y a un descenso en los niveles de FUBP1 y CCNJ. En este sentido, encontramos que la
incapacidad del trastuzumab y/o del lapatinib para inducir la expresién de miR-16 esta asociada a
fendmenos de resistencia a los efectos antiproliferativos de estos agentes. Resultados similares
fueron obtenidos en modelos de CG ErbB-2 positivo, resaltando la relevancia y generalidad de

nuestros hallazgos. La Figura 62 ilustra el modelo propuesto.

Nuestros estudios identificaron al miR-16 como un microARN cuya expresion es regulada
por trastuzumab en el CM y CG ErbB-2 positivo, y por lapatinib en el CM. Reportes previos
demostraron que estas terapias son capaces de alterar la expresion de otros microARNs en CM,
tales como el miR-26a, miR-30b, miR-194 y el miR-1470 (Nie et al., 2015; Ichikawa et al., 2012;
Le et al., 2012). Asimismo, se ha propuesto que ciertos miARNs, como el miR-21, son capaces de
mediar los efectos terapéuticos o la resistencia a terapias anti-ErbB-2 (Gong et al., 2011; Le et al.,
2012; Zhang et al., 2015a). No obstante, ninguno de los estudios anteriores explord los
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mecanismos moleculares que subyacen la regulacion de la expresion de los microARNs en
cuestion. Por tanto, el presente trabajo es el primero en explorar el vinculo entre los mecanismos
de accion de las terapias anti-ErbB-2 y el control de la expresion de los miARNs, asi como es el
primero en evaluar los efectos de dos terapias anti-ErbB-2 clinicamente relevantes sobre la
expresion de un mismo microARN. Mas aun, dado que la capacidad del trastuzumab de modular
la expresion de microARNs en el CG ErbB-2 positivo no habia sido explorada hasta el momento,

el presente constituye el primer reporte al respecto.
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Figura 62. Modelo del papel que desempeinan miR-16 y sus genes blanco en los mecanismos de accién y

fenomenos de resistencia a terapias anti-ErbB-2 en el CM y CG ErbB-2 positivo.

En este trabajo demostramos que las vias de sefalizacion de MAPK y PI3K/AKT, actuando
rio abajo del ErbB-2, reducen los niveles de expresion del miR-16 en células de CM, y que esto

puede ser revertido por terapias dirigidas al ErbB-2 sélo en células sensibles a estos agentes.
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Nuestros hallazgos concuerdan con estudios previos en células no cancerosas en los que se
probé que la via de MAPK media la inhibicion de miR-16 inducida por citoquinas inflamatorias en
células del musculo liso de las vias respiratorias, y que la via de PI3K/AKT es requerida por la
hormona estimulante de la tiroides para inducir una reduccién en los niveles de miR-16 en células

normales de dicha glandula (Akama et al., 2012; Comer et al., 2010).

Diversos mecanismos han sido propuestos como los causantes de la resistencia al
trastuzumab en lineas celulares y modelos preclinicos de CM, incluyendo la expresién de formas
truncadas y constitutivamente activas del ErbB-2, la presencia de dimeros ErbB-2/ErbB-3
inducidos por ligando, la dimerizacion ErbB-2/IGF1-R y la funcién alterada de mediadores del ciclo
celular y de la apoptosis (revisado en Esteva et al., 2010). Por su parte, la hiperactivacion de la
via PIBK/AKT es la alteracion en cascadas de sefalizacion mas estudiada en relacion a la
resistencia al trastuzumab (Chandarlapaty et al., 2012). La activacién aberrante de esta via
también juega un rol en la falta de respuesta al lapatinib, a través de un mecanismo que involucra
la induccién FoxO3a-dependiente del ErbB-3, y la activacién de este ultimo por actividad residual
del ErbB-2 (Garrett et al., 2011). Los modelos de CM empleados en este trabajo exhiben varias de
las caracteristicas asociadas a la resistencia al trastuzumab a las que se hizo mencién, y muchos
muestran ademas resistencia intrinseca al lapatinib. En particular, todos los modelos de
resistencia utilizados presentan hiperactivaciéon de la via de PI3K/AKT. Aqui, revelamos que la
imposibilidad del trastuzumab y el lapatinib para inducir la expresion de miR-16 en CM resistentes
es una consecuencia previamente desconocida de la incapacidad de estos agentes para bloquear
la activacion de las vias de PI3K/AKT y MAPK. Asi también, descubrimos un nuevo mecanismo
que explica la capacidad de una concentracion elevada de inhibidores tirosina-quinasa, la cual
logra la inhibicion casi total de la actividad ErbB-2/ErbB-3, de superar la resistencia al lapatinib en
células de CM (Amin et al., 2010). En este sentido, encontramos que una dosis elevada de
lapatinib, la cual bloquea efectivamente la activacion de PI3K/AKT y MAPK, o inhibidores
especificos de estas vias, resultan en la inhibicién de c-Myc y en el consecuente aumento de miR-

16, el cual a su vez actua como un supresor del crecimiento resistente al lapatinib. Por otra parte,
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nuestros resultados en ceélulas resistentes al trastuzumab en las cuales el lapatinib logré inducir la
expresion de miR-16 e inhibir la proliferacion, proveen una interpretacion mecanistica del
beneficio terapéutico asociado al lapatinib visto en un namero de pacientes con enfermedad
refractaria al trastuzumab (Blackwell et al., 2010).

El oncogén c-Myc actua como un efector rio abajo de mudltiples vias de senalizacion y
regula la expresion de hasta el 15% de todos los genes humanos, incluyendo aquellos
involucrados en el crecimiento, transformacion, angiogénesis, control del ciclo celular y muerte
programada (revisado en Chen and Olopade, 2008). Desde hace ya tiempo se conoce que c-Myc
actua como un efector primario de los efectos oncogénicos del ErbB-2 (Neve et al., 2000). En el
presente trabajo encontramos que c-Myc media la inhibicién de la expresién de miR-16 en el CM
ErbB-2 positivo, y que la incapacidad de las terapias anti-ErbB-2 para reducir la expresion y
funcion de c-Myc se asocia a la eficacia terapéutica nula o reducida de estas drogas.
Interesantemente, un analisis preliminar del ensayo clinico NSABP31 (quimioterapia sola vs.
quimioterapia mas trastuzumab, en adyuvancia) identificd la co-amplificacion ERBB2/MYC como
un marcador de respuesta positiva al tratamiento con trastuzumab (Esteva et al., 2010). A pesar
de que estudios posteriores en la cohorte del ensayo N9831 (quimioterapia sola vs. distintos
regimenes de quimioterapia mas trastuzumab, en adyuvancia) no pudieron confirmar éstas
observaciones, si se encontré una asociacién entre la alteracion del niumero de copias de
“MYClcentrémero del cromosoma 8” y un provecho adicional del tratamiento con trastuzumab en
adyuvancia (Perez et al., 2011). A nivel de proteina, en cambio, se encontré que los niveles de
expresion de c-Myc no predecian un beneficio adicional de la terapia con trastuzumab en
adyuvancia (Dueck et al., 2013), y que niveles elevados de c-Myc correlacionaban con una peor
respuesta efectiva al trastuzumab en neoadyuvancia (Collins et al., 2015). A pesar de estas
discrepancias, distintas evidencias, incluidas las aqui presentadas, demuestran que el bloqueo de
c-Myc a través de siARNs o de inhibidores farmacolégicos (Sahin et al., 2009) reduce en forma
efectiva la proliferacion de células tumorales sensibles y resistentes al trastuzumab. Es de notar,
sin embargo, que el bloqueo de c-Myc en un contexto in vivo podria ser complejo, debido a los
multiples roles que desempena esta proteina en procesos celulares normales, y a que la misma
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puede desencadenar procesos bioldgicos alternativos (e incluso opuestos) de acuerdo al contexto
celular particular (Desbarats et al., 1996). Por tanto, estrategias dirigidas a incrementar los niveles
de miR-16 podrian resultar en enfoques terapéuticos mas factibles, tal como se discute en el

siguiente parrafo.

La resistencia a las terapias antineoplasicas es un fenémeno complejo y multifactorial, que
requiere de la participacion e interaccion de multiples agentes mediadores y efectores. La
habilidad de los microARNs para alterar la expresién de multiples genes blanco en forma
simultanea sugiere que los mismos son candidatos ideales para la regulacion de procesos
celulares que requieren la interconexion de distintas vias. En este sentido, una serie de estudios
ha encontrado perfiles diferenciales de expresion de microARNs en células sensibles al
trastuzumab, en comparacion con variantes resistentes a este anticuerpo (Gong et al., 2011; Bai
et al., 2014; Ye et al., 2014b; Ye et al., 2014a). Aqui, encontramos que los niveles basales de
miR-16 resultan mayores en modelos de lineas sensibles al trastuzumab, que en un panel de
lineas celulares con resistencia intrinseca o adquirida. Como se sefalé previamente, los
mecanismos de resistencia al trastuzumab y al lapatinib pueden implicar la activacién de las
cascadas de sefalizacion rio abajo del ErbB-2 por mecanismos alternativos, o la activacién
constitutiva de las mismas por mutaciones (revisado en Rexer and Arteaga, 2012). En este
contexto, distintos estudios han buscado identificar aquellos microARNs cuyo bloqueo o expresion
forzada pueda re-sensibilizar células de CM y CG a las terapias anti-ErbB-2. Dichos trabajos se
han focalizado en microARNs que tienen como blanco un receptor tirosina-quinasa (EGFR, ErbB-
2, ErbB-3 o IGF1-R) o un modulador relevante de vias de sefalizacién, tal como PTEN (Ye et al.,
2014b; Nishida et al., 2011; Fang et al., 2013; Eto et al., 2014). Asimismo, el uso de farmacos
disefiados para inhibir la via de PISBK/AKT/mTOR esta siendo evaluado activamente en ensayos
clinicos, como estrategia para superar mecanismos de resistencia a terapias anti-ErbB-2
(revisado en Rodon et al., 2013). Aqui demostramos, utilizando modelos in vitro e in vivo, que el
miR-16 es un potente supresor tumoral en el CM y CG ErbB-2 positivo, y que podria servir como

una alternativa terapéutica novedosa en la clinica. La ventaja del miR-16 respecto a otros
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microARNs yace en su capacidad para inhibir simultaneamente multiples mediadores y efectores
rio abajo del ErbB-2, muchos de los cuales han sido implicados en la resistencia al trastuzumab,
tales como la CCNE y los aqui descritos por primera vez. Esto hace que el desarrollo de
fendmenos de resistencia sea mucho menos probable que con farmacos o microARNs con un
unico blanco (receptor de membrana o intermediario de sefalizacién) relevante. La transiciéon de
los microARNSs a la practica clinica aun enfrenta desafios técnicos, y depende del desarrollo de
metodologias que logren una distribucion eficiente y controlada de los mismos hacia las células
del 6rgano enfermo. No obstante, ya se encuentra en curso, con resultados preliminares
promisorios, un ensayo clinico que evalua el potencial terapéutico del miR-16 en mesoteliomas
pleurales malignos y en el cancer de pulmén de células no pequenas, utilizando nanocélulas

dirigidas al EGFR como estrategia para su distribucion direccionada (Kao et al., 2015).

Nuestros estudios de los perfiles de expresion génica en células de CM ErbB-2 positivo que
sobreexpresan miR-16 nos permitieron identificar a CCNJ y FUBP1 como dos blancos novedosos
del miR-16, cuya inhibicion explica al menos parte de los efectos del miR-16 como supresor
tumoral. Reportes previos han demostrado que la familia del miR-16 induce un arresto en el ciclo
celular mediante la regulacién de multiples genes clave en este proceso, tales como la CCND1,
CCND3, CCNE1 y CDK6 (Rivas et al., 2012; Liu et al., 2008). Aqui, identificamos que la CCNJ es
un blanco relevante de miR-16, inhibido por el tratamiento con TZ y lapatinib sélo en células
sensibles a estos agentes. Las funciones fisiolégicas de la CCNJ en mamiferos no han sido
estudiadas al momento. No obstante, se ha sugerido recientemente que la misma podria jugar un
rol en los canceres de mama, prostata y vejiga (Ting et al., 2013; Sun et al., 2015; Feliciano et al.,
2013). Por otra parte, demostramos que FUBP1 constituye un blanco directo del miR-16 en
células de CM ErbB-2 positivo. Ademas de su reconocido rol como FT, trabajos mas recientes
sugieren que FUBP1 también actua como una proteina de union al ARN, que regula la estabilidad
y traduccion de distintos ARNm (revisado en Zhang and Chen, 2013). Nuestros resultados indican
que FUBP1, c-Myc y miR-16 estan involucrados en un circuito retroalimentado positivamente.

Este tipo de arquitectura regulatoria ha sido reportada para otros microARNs, sugiriendo que la
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misma puede constituir un rasgo comun que potencia (o atenua) la expresion y funcion de los
mMiARNSs en distintos tipos de cancer (Chen et al., 2015; Liu et al., 2014; Okada et al., 2014). En
concordancia con nuestros resultados sobre los mecanismos que regulan la expresion de CCNJ y
FUBP1, hallazgos clinicos en nuestra cohorte de paciente con CM ErbB-2 positivo, y en otras de
acceso publico, identificaron una correlacion inversa entre los niveles de miR-16 y de los ARNm

de CCNJ o FUBP1 en muestras de tumores.

Estudios recientes indican que los niveles de expresion de ErbB-2 persisten como el Unico
criterio efectivo para la administracion de agentes terapéuticos dirigidos al ErbB-2 (Schneeweiss
et al., 2014). La identificacion de marcadores moleculares que puedan predecir cuales pacientes
se beneficiaran en efecto de esta clase de terapias representa una meta y un desafio para la
investigacion basica y la clinica. En este sentido, nuestro analisis de carcinomas mamarios ErbB-
2 positivos provenientes de paciente tratados con trastuzumab en adyuvancia, reveldé que la
expresion elevada de miR-16, previo al tratamiento, es predictiva de la eficacia terapéutica del
trastuzumab. En sintonia con este hallazgo, la expresion elevada de FUBP1 a nivel de proteina se
asocié con una menor sobrevida libre de enfermedad, en una segunda cohorte independiente de

pacientes con CM ErbB-2 positivo tratado con trastuzumab en adyuvancia.

Nuestros descubrimientos indican que miR-16 media los efectos terapéuticos del
trastuzumab y el lapatinib, y resaltan al miR-16 como un agente terapéutico alternativo novedoso

para el CM y CG ErbB-2 positivos, sensibles o resistentes a las terapias disponibles actualmente.
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CONCLUSIONES

Cumplimiento de objetivos

El presente trabajo permitié cumplir con los objetivos propuestos para el mismo:

En primer lugar, se comprobd la relevancia del miR-21 en la diseminacion metastasica del
CM ErbB-2 positivo. En particular, se demostré que el miR-21 actia como un efector de las
metastasis inducidas por Stat3 y ErbB-2 en CM. Por otra parte, se identificé al miR-16 como un
agente mediador de los efectos terapéuticos y de los mecanismos de resistencia a terapias
dirigidas al ErbB-2. En este sentido, se demostrd que el trastuzumab y el lapatinib son capaces de
inducir la expresién del miR-16 sélo en células sensibles a estos agentes, y se probd que el
bloqueo de la funcion del miR-16 es capaz de atenuar los efectos antiproliferativos de estas
terapias.

En segundo lugar, se elucidaron los mecanismos moleculares que subyacen la expresién
anormal de estos microARNs en el CM ErbB-2 positivo. Por un lado, se describié un nuevo sentido
de la interaccion entre Stat3 y el ErbB-2, y se explordé como estos dos agentes inducen la expresion
del miR-21 a través de su reclutamiento conjunto al promotor de éste microARN. Por otra parte, se
identificé a las vias de sefalizacion de MAPK y PI3K/AKT, y al oncogén c-Myc, como mediadores
de la inhibicion del miR-16, rio abajo del ErbB-2.

En tercer lugar, el presente trabajo caracteriz6 a PDCD4 como un blanco relevante del miR-
21 en la diseminacion metastasica del CM, y explord la validez en la clinica de los mecanismos
moleculares propuestos para su regulacion. Por otra parte, a través de estudios de expresién
geénica a nivel global, se identificaron dos nuevos genes blanco para el miR-16, y se estudiaron sus
funciones en la proliferacion del CM ErbB-2 positivo.

En dltimo lugar, se demostré que el bloqueo de Stat3 y/o del NErbB-2, como moduladores
de la expresién del miR-21, limita significativamente el potencial metastasico de las células
tumorales. Ademas, se demostroé que la expresiéon forzada de miR-16 en modelos in vitro e in vivo
resulta en una inhibicion significativa de la proliferacion y del crecimiento tumoral, destacando su rol

como potencial agente terapéutico.
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Aportes del trabajo

Trabajos previos habian demostrado que el ErbB-2 era capaz de modular la expresion de un
panel de microARNs en el CM. Sin embargo, los mecanismos subyacentes en estos casos fueron
explorados en forma limitada o superficial. Asimismo, el rol del NErbB-2 como regulador de
microARNs era desconocido al momento. De igual manera, se desconocian los mecanismos por
los cuales las terapias anti-ErbB-2 eran capaces de modular la expresion de microARNs implicados
en sus acciones terapéuticas y en fendmenos de resistencia. En el presente trabajo se exploré la
regulacion y funcion de dos microARNs, miR-21 y miR-16, con el fin de expandir el conocimiento
respecto a los mecanismos patogénicos de los microARNs y del oncogén ErbB-2 en el CM, asi
como sobre las terapias dirigidas al ErbB-2.

Desde el punto de vista de la ciencia basica, esta Tesis ilustra el rol central que tienen los
microARNSs en la biologia tumoral en general, y en el CM ErbB-2 positivo en particular. El presente
trabajo colabora ademas a la comprension de los mecanismos asociados a la regulacion aberrante
de los microARNs en el CM. Ademas, provee interpretaciones mecanisticas acerca de la
efectividad o resistencia a tratamientos anti-ErbB-2 disponibles actualmente. Mas aun, nuestros
estudios profundizan el conocimiento acerca de las funciones pro-tumorales y de la relevancia del
NErbB-2 en el CM.

Desde el punto de vista de la ciencia aplicada, esta Tesis identifico potenciales
biomarcadores, como PDCD4, para el estudio de la diseminacion metastasica en pacientes. Se
proveyeron ademas nuevas evidencias sobre la relevancia clinica del NErbB-2 y de sus proteinas
nucleares asociadas, como biomarcadores en el CM. Por otra parte, se mostré que los niveles de
FUBP1 podrian servir como criterio de seleccion de aquellos pacientes que se beneficiaran
efectivamente del tratamiento con trastuzumab en adyuvancia. Desde el punto de vista de las
terapias, el trabajo identificd nuevos blancos terapéuticos (NErbB-2) y validé otros previamente
conocidos (Stat3), para el bloqueo del desarrollo de metastasis en CM. Por ultimo, se aportaron
pruebas de principio respecto al uso de microARNs como biomarcadores y como herramientas

terapéuticas en la clinica.
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Perspectivas de trabajo

Del presente trabajo de Tesis se deprenden, ademas de los aportes enunciados en la
seccion anterior, areas tematicas para su exploracion en trabajos futuros. En primer lugar,
resultaria interesante para el autor de este trabajo explorar si existen otros microARNs que sean
modulados por el NErbB-2, y elucidar la participacién de los mismos en el CM ErbB-2 positivo. En
segundo lugar, en vistas de la relevancia conocida de miR-21, Stat3 y ErbB-2 en numerosos tipos
de cancer, seria interesante explorar si los mecanismos regulatorios descritos en este trabajo
también controlan la diseminacién metastasica en otras neoplasias. En tercer lugar, resultaria
atractivo evaluar el rol de miR-16 en los mecanismos de accién y resistencia a aquellas terapias
anti-ErbB-2 que no se incluyeron en este trabajo (pertuzumab y T-DM1). En cuarto lugar, el trabajo
abre las puertas para la realizacion de una caracterizaciéon exhaustiva sobre la regulacion y
funciones de la CCNJ y FUBP1 en el CM, asi como de otros blancos putativos de miR-16
identificados en este trabajo. Respecto a los potenciales biomarcadores descritos en esta Tesis, la
realizacion de estudios en cohortes de pacientes bien balanceadas y de gran tamafio, asi como la
realizacién de meta-analisis, servira para comprobar la validez y verificar el alcance de los mismos
en la clinica. En ultimo lugar, los resultados aqui obtenidos podrian motivar el desarrollo de
formulaciones para la entrega dirigida del mR-16, o de derivados del mismo, como agentes

terapéuticos para el CM ErbB-2 positivo.

150



ANEXOS

ANEXO I. Validaciéon de la especificidad del anticuerpo anti-FUBP1 utilizado para IHQ. Panel
superior: FUBP1 (verde) se localizd6 mediante IF y microscopia confocal en células SKBR-3
transfectadas con un siARN dirigido a FUBP1, o control. Los nucleos se tifieron con ioduro de
propidio (rojo). Panel inferior: Analisis cuantitativo de la marcacién de FUBP1. La intensidad de
fluorescencia (intensidad integrada por unidad de area) total y nuclear se cuantifico en 100 células

de cada tratamiento, y se presenta como media + DE.
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.. .
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ANEXO IlI. Caracteristicas clinico-patolégicas de los pacientes con CM ErbB-2 positivo incluidos en

el estudio de la expresion de NErbB-2, NStat3 y PDCDA4.

Caracteristica N° pacientes %

Numero total de pacientes 48

Edad (afos)

Media 53,7
DE 11,4
Menopausia
Premenopausica 16 33
Postmenopausica 32 67

Tumor primario

T1 9 19
T2 25 51
T3 8 17
T4 6 13
Ganglios linfaticos regionales
NO 20 42
N1 14 29
N2 14 29
Metastasis a distancia
MO 48 100
M1 0 0
Estadio clinico
I 8 17
Il 18 37
1] 22 46
Grado tumoral
1 0 0
2 18 37
3 24 50
No documentado 6 13
Receptores hormonales ®
RE+ RP+ 22 45
RE+ RP- 6 13
RE- RP+ 1 2
RE- RP- 19 40

? RE: receptor de estrégeno; RP: receptor de progesterona
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ANEXO lll. Caracteristicas clinico-patolégicas de los pacientes con CM ErbB-2 positivo incluidos en

el estudio de los niveles de expresiéon de miR-16.

Caracteristica N° pacientes %

Numero total de pacientes 19

Edad (afos)

Media 49,9
DE 11,8
Menopausia
Premenopausica 7 36,8
Postmenopausica 12 63,2

Tumor primario

T1 5 26,3

T2 9 47,4

T3 3 15,8

T4 2 10,5
Ganglios linfaticos regionales

NO 7 36,7

N1 8 42,2

N2 4 211
Metastasis a distancia

MO 19 100

M1 0 0
Estadio clinico

I 4 211

Il 8 42,2

1] 7 36,7
Grado tumoral

1 0 0

2 5 26,3

3 14 73,7
Receptores hormonales ®

RE+ RP+ 9 47,4

RE+ RP- 1 5,2

RE- RP+ 0 0

RE- RP- 9 47,4

@ RE: receptor de estrégeno; RP: receptor de progesterona

153



ANEXO IV. Caracteristicas clinico-patolégicas de los pacientes con CM ErbB-2 positivo incluidos

en el estudio de los niveles de expresion nuclear de la proteina FUBP1.

Caracteristica N° pacientes %

Numero total de pacientes 42

Edad (afos)

Media 49,7
DE 11,5
Menopausia
Premenopausica 22 52,4
Postmenopausica 20 47,6

Tumor primario

T1 14 33,3

T2 20 47,6

T3 6 14,3

T4 2 4,8
Ganglios linfaticos regionales

NO 20 47,6

N1 20 47,6

N2 2 4.8
Metastasis a distancia

MO 42 100

M1 0 0
Estadio clinico

I 12 28,6

Il 19 45,2

1] 11 26,2
Grado tumoral

1 7 16,7

2 14 33,3

3 21 50
Receptores hormonales ®

RE+ RP+ 27 64,3

RE+ RP- 5 11,9

RE- RP+ 0 0

RE- RP- 10 23,8

? RE: receptor de estrégeno; RP: receptor de progesterona
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ANEXO V. Correlaciéon entre la expresién nuclear de FUBP1 y las caracteristicas clinico-

patolégicas de pacientes con CM ErbB-2 positivo de la cohorte en el Anexo V.

FUBP1 (n= 42)

Caracteristicas clinico-patologicas Negativo (n, %) Positivo (n, %) p valor
Poblacion total 14 (33,3) 28 (66,7)

Menopausia Pre 7(31.8) 15 (68.2) 0,827°
Post 7 (35) 13 (65)

Tumor primario b L 13(38,2) 21(61.8) 0,233°
1, v 1(12,5) 7 (87,5)

Ganglios linfaticos 0 7 (35,0) 13 (65,0) 0.827°

regionales 1a3 7 (31,8) 15 (68,2) ’

Estadio clinico LE 22 (1857 19(61,3) (g3
I 2(18,2) 9(81,8)

Grado histolégico 1,2 8(40,0) 12.(60,0)  ( 3g9s
3 6 (27,3) 16 (72,7)

Receptor Estrégeno Negr.s\pvo & L) 2, 0,707°
Positivo 10 (31,2) 22 (68,8)

Receptor Progesterona Neg?FIVO 6(40,0) 9(60,0) 0,495°
Positivo 8 (29,6) 19 (70,4)

@ Test Chi cuadrado.
® Test Exacto de Fisher.

155



REFERENCIAS

Agus, D. B., Akita, R. W., Fox, W. D., Lewis, G. D., Higgins, B., Pisacane, P. |, Lofgren, J. A., Tindell, C.,
Evans, D. P., Maiese, K., et al. (2002). Targeting ligand-activated ErbB2 signaling inhibits breast and prostate
tumor growth. Cancer Cell 2, 127-137.

Akama, T., Sue, M., Kawashima, A., Wu, H., Tanigawa, K., Suzuki, S., Hayashi, M., Yoshihara, A., Ishido, Y.,
Ishii, N., et al. (2012). Identification of microRNAs that mediate thyroid cell growth induced by TSH. Mol.
Endocrinol. 26, 493-501.

Akiyama, T., Matsuda, S., Namba, Y., Saito, T., Toyoshima, K., and Yamamoto, T. (1991). The transforming
potential of the c-erbB-2 protein is regulated by its autophosphorylation at the carboxyl-terminal domain. Mol.
Cell Biol. 11, 833-842.

Alonso, D. F., Skilton, G., Farias, E. F., Bal de Kier, J. E., and Gomez, D. E. (1999). Antimetastatic effect of
desmopressin in a mouse mammary tumor model. Breast Cancer Res. Treat. 57, 271-275.

Amin, D. N., Sergina, N., Ahuja, D., McMahon, M., Blair, J. A., Wang, D., Hann, B., Koch, K. M., Shokat, K.
M., and Moasser, M. M. (2010). Resiliency and vulnerability in the HER2-HER3 tumorigenic driver. Sci.
Transl. Med. 2, 16ra7.

Andorfer, C. A., Necela, B. M., Thompson, E. A., and Perez, E. A. (2011). MicroRNA signatures: clinical
biomarkers for the diagnosis and treatment of breast cancer. Trends Mol. Med. 77, 313-319.

Anido, J., Scaltriti, M., Bech Serra, J. J., Santiago, J. B., Todo, F. R., Baselga, J., and Arribas, J. (2006).
Biosynthesis of tumorigenic HER2 C-terminal fragments by alternative initiation of translation. EMBO J. 25,
3234-3244.

Ageilan, R. I., Calin, G. A,, and Croce, C. M. (2010). miR-15a and miR-16-1 in cancer: discovery, function and
future perspectives. Cell Death. Differ. 17, 215-220.

Arteaga, C. L. and Engelman, J. A. (2014). ERBB receptors: from oncogene discovery to basic science to
mechanism-based cancer therapeutics. Cancer Cell 25, 282-303.

Avigan, M. |, Strober, B., and Levens, D. (1990). A far upstream element stimulates c-myc expression in
undifferentiated leukemia cells. J. Biol. Chem. 265, 18538-18545.

Bae, C. D., Juhnn, Y. S., and Park, J. B. (2001). Post-transcriptional control of c-erb B-2 overexpression in
stomach cancer cells. Exp. Mol. Med. 33, 15-19.

Bai, W. D., Ye, X. M., Zhang, M. Y., Zhu, H. Y., Xi, W. J., Huang, X., Zhao, J., Gu, B., Zheng, G. X., Yang, A.
G., et al. (2014). MiR-200c suppresses TGF-beta signaling and counteracts trastuzumab resistance and
metastasis by targeting ZNF217 and ZEB1 in breast cancer. Int. J. Cancer 135, 1356-1368.

Balana, M. E., Lupu, R., Labriola, L., Charreau, E. H., and Elizalde, P. V. (1999). Interactions between
progestins and heregulin (HRG) signaling pathways: HRG acts as mediator of progestins proliferative effects
in mouse mammary adenocarcinomas. Oncogene 18, 6370-6379.

Banerjee, K. and Resat, H. (2015). Constitutive activation of STAT3 in breast cancer cells: A review. Int. J.
Cancer.

Bao, W, Fu, H. J., Xie, Q. S., Wang, L., Zhang, R., Guo, Z. Y., Zhao, J., Meng, Y. L., Ren, X. L., Wang, T., et
al. (2011). HER2 interacts with CD44 to up-regulate CXCR4 via epigenetic silencing of microRNA-139 in
gastric cancer cells. Gastroenterology 741, 2076-2087.

Barbieri, I., Pensa, S., Pannellini, T., Quaglino, E., Maritano, D., Demaria, M., Voster, A., Turkson, J., Cavallo,

F., Watson, C. J., et al. (2010a). Constitutively active Stat3 enhances neu-mediated migration and metastasis
in mammary tumors via upregulation of Cten. Cancer Res. 70, 2558-2567.

156



Barbieri, I., Quaglino, E., Maritano, D., Pannellini, T., Riera, L., Cavallo, F., Forni, G., Musiani, P., Chiarle, R.,
and Poli, V. (2010b). Stat3 is required for anchorage-independent growth and metastasis but not for
mammary tumor development downstream of the ErbB-2 oncogene. Mol. Carcinog. 49, 114-120.

Barok, M., Joensuu, H., and Isola, J. (2014). Trastuzumab emtansine: mechanisms of action and drug
resistance. Breast Cancer Res. 16, 209.

Bartel, D. P. (2004). MicroRNAs: genomics, biogenesis, mechanism, and function. Cell 176, 281-297.

Baselga, J., Cortes, J., Kim, S. B,, Im, S. A, Hegg, R., Im, Y. H., Roman, L., Pedrini, J. L., Pienkowski, T.,
Knott, A., et al. (2012). Pertuzumab plus trastuzumab plus docetaxel for metastatic breast cancer. N. Engl. J.
Med. 366, 109-119.

Baselga, J. and Swain, S. M. (2009). Novel anticancer targets: revisiting ERBB2 and discovering ERBB3. Nat.
Rev. Cancer 9, 463-475.

Bates, N. P. and Hurst, H. C. (1997). An intron 1 enhancer element mediates oestrogen-induced suppression
of ERBB2 expression. Oncogene 15, 473-481.

Beguelin, W., Diaz Flaque, M. C., Proietti, C. J., Cayrol, F., Rivas, M. A., Tkach, M., Rosembilit, C., Tocci, J.
M., Charreau, E. H., Schillaci, R., et al. (2010). Progesterone receptor induces ErbB-2 nuclear translocation to
promote breast cancer growth via a novel transcriptional effect: ErbB-2 function as a coactivator of Stat3. Mol.
Cell Biol. 30, 5456-5472.

Berindan-Neagoe, I., Monroig, P. C., Pasculli, B., and Calin, G. A. (2014). MicroRNAome genome: a treasure
for cancer diagnosis and therapy. CA Cancer J. Clin. 64, 311-336.

Bertoli, G., Cava, C., and Castiglioni, I. (2015). MicroRNAs: New Biomarkers for Diagnosis, Prognosis,
Therapy Prediction and Therapeutic Tools for Breast Cancer. Theranostics. 5, 1122-1143.

Bhat-Nakshatri, P., Goswami, C. P., Badve, S., Sledge, G. W., Jr., and Nakshatri, H. (2013). Identification of
FDA-approved drugs targeting breast cancer stem cells along with biomarkers of sensitivity. Sci. Rep. 3,
2530.

Blackwell, K. L., Burstein, H. J., Storniolo, A. M., Rugo, H., Sledge, G., Koehler, M., Ellis, C., Casey, M.,
Vukelja, S., Bischoff, J., et al. (2010). Randomized study of Lapatinib alone or in combination with
trastuzumab in women with ErbB2-positive, trastuzumab-refractory metastatic breast cancer. J. Clin. Oncol.
28, 1124-1130.

Bohm, M., Sawicka, K., Siebrasse, J. P., Brehmer-Fastnacht, A., Peters, R., and Klempnauer, K. H. (2003).
The transformation suppressor protein Pdcd4 shuttles between nucleus and cytoplasm and binds RNA.
Oncogene 22, 4905-4910.

Borchert, G. M., Lanier, W., and Davidson, B. L. (2006). RNA polymerase Il transcribes human microRNAs.
Nat. Struct. Mol. Biol. 13, 1097-1101.

Bourguignon, L. Y., Earle, C., Wong, G., Spevak, C. C., and Krueger, K. (2012). Stem cell marker (Nanog)
and Stat-3 signaling promote MicroRNA-21 expression and chemoresistance in hyaluronan/CD44-activated
head and neck squamous cell carcinoma cells. Oncogene 31, 149-160.

Brand, T. M., lida, M., Li, C., and Wheeler, D. L. (2011). The nuclear epidermal growth factor receptor
signaling network and its role in cancer. Discov. Med. 12, 419-432.

Bromberg, J. and Darnell, J. E., Jr. (2000). The role of STATs in transcriptional control and their impact on
cellular function. Oncogene 19, 2468-2473.

Bromberg, J. F., Horvath, C. M., Besser, D., Lathem, W. W., and Darnell, J. E., Jr. (1998). Stat3 activation is
required for cellular transformation by v-src. Mol. Cell Biol. 18, 2553-2558.

157



Bromberg, J. F., Wrzeszczynska, M. H., Devgan, G., Zhao, Y., Pestell, R. G., Albanese, C., and Darnell, J. E.,
Jr. (1999). Stat3 as an oncogene. Cell 98, 295-303.

Burgess, A. W., Cho, H. S., Eigenbrot, C., Ferguson, K. M., Garrett, T. P., Leahy, D. J., Lemmon, M. A,,
Sliwkowski, M. X., Ward, C. W., and Yokoyama, S. (2003). An open-and-shut case? Recent insights into the
activation of EGF/ErbB receptors. Mol. Cell 12, 541-552.

Buscaglia, L. E. and Li, Y. (2011). Apoptosis and the target genes of microRNA-21. Chin J. Cancer 30, 371-
380.

Cai, X., Hagedorn, C. H., and Cullen, B. R. (2004). Human microRNAs are processed from capped,
polyadenylated transcripts that can also function as mRNAs. RNA. 70, 1957-1966.

Calin, G. A., Dumitru, C. D., Shimizu, M., Bichi, R., Zupo, S., Noch, E., Aldler, H., Rattan, S., Keating, M., Rai,
K., et al. (2002). Frequent deletions and down-regulation of micro- RNA genes miR15 and miR16 at 13q14 in
chronic lymphocytic leukemia. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A 99, 15524-15529.

Carnevale, R. P., Proietti, C. J., Salatino, M., Urtreger, A., Peluffo, G., Edwards, D. P., Boonyaratanakornkit,
V., Charreau, E. H., Bal de Kier, J. E., Schillaci, R., et al. (2007). Progestin effects on breast cancer cell
proliferation, proteases activation, and in vivo development of metastatic phenotype all depend on
progesterone receptor capacity to activate cytoplasmic signaling pathways. Mol. Endocrinol. 27, 1335-1358.

Chamorro-Jorganes, A., Araldi, E., Penalva, L. O., Sandhu, D., Fernandez-Hernando, C., and Suarez, Y.
(2011). MicroRNA-16 and microRNA-424 regulate cell-autonomous angiogenic functions in endothelial cells
via targeting vascular endothelial growth factor receptor-2 and fibroblast growth factor receptor-1. Arterioscler.
Thromb. Vasc. Biol. 37, 2595-2606.

Chandarlapaty, S., Sakr, R. A,, Giri, D., Patil, S., Heguy, A., Morrow, M., Modi, S., Norton, L., Rosen, N.,
Hudis, C., et al. (2012). Frequent mutational activation of the PI3K-AKT pathway in trastuzumab-resistant
breast cancer. Clin. Cancer Res. 18, 6784-6791.

Chang, T. C., Yu, D., Lee, Y. S., Wentzel, E. A., Arking, D. E., West, K. M., Dang, C. V., Thomas-Tikhonenko,
A., and Mendell, J. T. (2008). Widespread microRNA repression by Myc contributes to tumorigenesis. Nat.
Genet. 40, 43-50.

Chen, J. and Wang, X. (2014). MicroRNA-21 in breast cancer: diagnostic and prognostic potential. Clin.
Transl. Oncol. 16, 225-233.

Chen, L., Min, L., Wang, X., Zhao, J., Chen, H., Qin, J., Chen, W., Shen, Z., Tang, Z., Gan, Q., et al. (2015).
Loss of RACK1 Promotes Metastasis of Gastric Cancer by Inducing a miR-302c¢/IL8 Signaling Loop. Cancer
Res. 75, 3832-3841.

Chen, L., Wang, Q., Wang, G. D., Wang, H. S., Huang, Y., Liu, X. M., and Cai, X. H. (2013). miR-16 inhibits
cell proliferation by targeting IGF1R and the Raf1-MEK1/2-ERK1/2 pathway in osteosarcoma. FEBS Lett. 587,
1366-1372.

Chen, Q. Q., Chen, X. Y., Jiang, Y. Y., and Liu, J. (2005). Identification of novel nuclear localization signal
within the ErbB-2 protein. Cell Res. 15, 504-510.

Chen, Y. and Olopade, O. I. (2008). MYC in breast tumor progression. Expert. Rev. Anticancer Ther. 8, 1689-
1698.

Chu, J., Zhu, Y., Liu, Y., Sun, L., Lv, X,, Wu, Y., Hu, P, Su, F., Gong, C., Song, E., et al. (2015). E2F7
overexpression leads to tamoxifen resistance in breast cancer cells by competing with E2F1 at miR-15a/16
promoter. Oncotarget. 6, 31944-31957.

Chung, S. S., Giehl, N., Wu, Y., and Vadgama, J. V. (2014). STAT3 activation in HER2-overexpressing breast
cancer promotes epithelial-mesenchymal transition and cancer stem cell traits. Int. J. Oncol. 44, 403-411.

158



Cittelly, D. M., Das, P. M., Salvo, V. A., Fonseca, J. P., Burow, M. E., and Jones, F. E. (2010). Oncogenic
HER2{Delta}16 suppresses miR-15a/16 and deregulates BCL-2 to promote endocrine resistance of breast
tumors. Carcinogenesis 317, 2049-2057.

Collins, D. C., Cocchiglia, S., Tibbitts, P., Solon, G., Bane, F. T., McBryan, J., Treumann, A., Eustace, A.,
Hennessy, B., Hill, A. D., et al. (2015). Growth factor receptor/steroid receptor cross talk in trastuzumab-
treated breast cancer. Oncogene 34, 525-530.

Comer, B. S., Douglas, G. E., Halayko, A. J., and Gerthoffer, W. T. Regulation Of Mir-16 Expression And
MiRNA Processing Bodies By The P38 Map Kinase Pathway. American Thoracic Society International
Conference Abstracts . 16-5-2010.

Cordo Russo, R. I., Beguelin, W., Diaz Flaque, M. C., Proietti, C., Venturutti, L., Galigniana, N. M., Tkach, M.,
Guzman, P., Roa, J. C., O'Brien, N., et al. (2015). Targeting ErbB-2 nuclear localization and function inhibits
breast cancer growth and overcomes trastuzumab resistance. Oncogene 34, 3413-3428.

Cortez, M. A., Bueso-Ramos, C., Ferdin, J., Lopez-Berestein, G., Sood, A. K., and Calin, G. A. (2011).
MicroRNAs in body fluids--the mix of hormones and biomarkers. Nat. Rev. Clin. Oncol. 8, 467-477.

Delacroix, L., Begon, D., Chatel, G., Jackers, P., and Winkler, R. (2005). Distal ERBB2 promoter fragment
displays specific transcriptional and nuclear binding activities in ERBB2 overexpressing breast cancer cells.
DNA Cell Biol. 24, 582-594.

Desbarats, L., Schneider, A., Muller, D., Burgin, A., and Eilers, M. (1996). Myc: a single gene controls both
proliferation and apoptosis in mammalian cells. Experientia 52, 1123-1129.

Diaz Flaque, M. C., Galigniana, N. M., Beguelin, W., Vicario, R., Proietti, C. J., Russo, R. C., Rivas, M. A,,
Tkach, M., Guzman, P., Roa, J. C., et al. (2013a). Progesterone receptor assembly of a transcriptional
complex along with activator protein 1, signal transducer and activator of transcription 3 and ErbB-2 governs
breast cancer growth and predicts response to endocrine therapy. Breast Cancer Res. 15, R118.

Diaz Flaque, M. C., Vicario, R., Proietti, C. J., I1zzo, F., Schillaci, R., and Elizalde, P. V. (2013b). Progestin
drives breast cancer growth by inducing p21(CIP1) expression through the assembly of a transcriptional
complex among Stat3, progesterone receptor and ErbB-2. Steroids 78, 559-567.

Dolled-Filhart, M., Camp, R. L., Kowalski, D. P., Smith, B. L., and Rimm, D. L. (2003). Tissue microarray
analysis of signal transducers and activators of transcription 3 (Stat3) and phospho-Stat3 (Tyr705) in node-
negative breast cancer shows nuclear localization is associated with a better prognosis. Clin. Cancer Res. 9,
594-600.

Dong, G., Liang, X., Wang, D., Gao, H., Wang, L., Wang, L., Liu, J., and Du, Z. (2014). High expression of
miR-21 in triple-negative breast cancers was correlated with a poor prognosis and promoted tumor cell in vitro
proliferation. Med. Oncol. 31, 57.

Dueck, A. C., Reinholz, M. M., Geiger, X. J., Tenner, K., Ballman, K., Jenkins, R. B., Riehle, D., Chen, B.,
McCullough, A. E., Davidson, N. E., et al. (2013). Impact of c-MYC protein expression on outcome of patients
with early-stage HER2+ breast cancer treated with adjuvant trastuzumab NCCTG (alliance) N9831. Clin.
Cancer Res. 19, 5798-5807.

Elguero, B., Gueron, G., Giudice, J., Toscani, M. A., De Luca, P., Zalazar, F., Coluccio-Leskow, F., Meiss, R.,
Navone, N., De Siervi, A., et al. (2012). Unveiling the association of STAT3 and HO-1 in prostate cancer: role
beyond heme degradation. Neoplasia. 74, 1043-1056.

Elzein, S. and Goodyer, C. G. (2014). Regulation of human growth hormone receptor expression by
microRNAs. Mol. Endocrinol. 28, 1448-1459.

Engert, A., Martin, G., Amlot, P., Wijdenes, J., Diehl, V., and Thorpe, P. (1991). Immunotoxins constructed

with anti-CD25 monoclonal antibodies and deglycosylated ricin A-chain have potent anti-tumour effects
against human Hodgkin cells in vitro and solid Hodgkin tumours in mice. Int. J. Cancer 49, 450-456.

159



Esteva, F. J., Yu, D., Hung, M. C., and Hortobagyi, G. N. (2010). Molecular predictors of response to
trastuzumab and lapatinib in breast cancer. Nat. Rev. Clin. Oncol. 7, 98-107.

Eto, K., Iwatsuki, M., Watanabe, M., Ida, S., Ishimoto, T., lwagami, S., Baba, Y., Sakamoto, Y., Miyamoto, Y.,
Yoshida, N., et al. (2014). The microRNA-21/PTEN pathway regulates the sensitivity of HER2-positive gastric
cancer cells to trastuzumab. Ann. Surg. Oncol. 21, 343-350.

Fang, C., Zhao, Y., and Guo, B. (2013). MiR-199b-5p targets HER2 in breast cancer cells. J. Cell Biochem.
114, 1457-1463.

Fassan, M., Pizzi, M., Battaglia, G., Giacomelli, L., Parente, P., Bocus, P., Ancona, E., and Rugge, M. (2010).
Programmed cell death 4 (PDCD4) expression during multistep Barrett's carcinogenesis. J. Clin. Pathol. 63,
692-696.

Fedi, P., Pierce, J. H., Di Fiore, P. P., and Kraus, M. H. (1994). Efficient coupling with phosphatidylinositol 3-
kinase, but not phospholipase C gamma or GTPase-activating protein, distinguishes ErbB-3 signaling from
that of other ErbB/EGFR family members. Mol. Cell Biol. 74, 492-500.

Feliciano, A., Castellvi, J., Artero-Castro, A., Leal, J. A., Romagosa, C., Hernandez-Losa, J., Peg, V., Fabra,
A., Vidal, F., Kondoh, H., et al. (2013). miR-125b acts as a tumor suppressor in breast tumorigenesis via its
novel direct targets ENPEP, CK2-alpha, CCNJ, and MEGF9. PLoS. One. 8, €76247.

Finkle, D., Quan, Z. R., Asghari, V., Kloss, J., Ghaboosi, N., Mai, E., Wong, W. L., Hollingshead, P., Schwall,
R., Koeppen, H., et al. (2004). HER2-targeted therapy reduces incidence and progression of midlife mammary
tumors in female murine mammary tumor virus huHER2-transgenic mice. Clin. Cancer Res. 10, 2499-2511.

Frahm, I., Acosta G., Sarancone S., Bravo |., Martins D., Upez Presas A., Marraco G., Lagos N., Calafat I.,
Paradelo M., et al. (2007). Programa nacional de diagndstico de la sobre-expresion de HER2 en pacientes
con cancer de mama en Argentina: correlacion de la sobre-expresion de HER2 con los factores histolégicos
prondsticos convencionales. Grupo Cooperativo de HER2. Oncologia Clinica 12, 1462-1467.

Freudenberg, J. A., Wang, Q., Katsumata, M., Drebin, J., Nagatomo, I., and Greene, M. . (2009). The role of
HER?2 in early breast cancer metastasis and the origins of resistance to HER2-targeted therapies. Exp. Mol.
Pathol. 87, 1-11.

Fujita, S., Ito, T., Mizutani, T., Minoguchi, S., Yamamichi, N., Sakurai, K., and Iba, H. (2008). miR-21 Gene
expression triggered by AP-1 is sustained through a double-negative feedback mechanism. J. Mol. Biol. 378,
492-504.

Garrett, J. T., Olivares, M. G., Rinehart, C., Granja-Ingram, N. D., Sanchez, V., Chakrabarty, A., Dave, B.,
Cook, R. S., Pao, W., McKinely, E., et al. (2011). Transcriptional and posttranslational up-regulation of HER3
(ErbB3) compensates for inhibition of the HER2 tyrosine kinase. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A 108, 5021-
5026.

Gentleman, R. C., Carey, V. J., Bates, D. M., Bolstad, B., Dettling, M., Dudoit, S., Ellis, B., Gautier, L., Ge, Y.,
Gentry, J., et al. (2004). Bioconductor: open software development for computational biology and
bioinformatics. Genome Biol. 5, R80.

Geyer, C. E., Forster, J., Lindquist, D., Chan, S., Romieu, C. G., Pienkowski, T., Jagiello-Gruszfeld, A.,
Crown, J., Chan, A., Kaufman, B., et al. (2006). Lapatinib plus capecitabine for HER2-positive advanced
breast cancer. N. Engl. J. Med. 355, 2733-2743.

Gianni, L., Pienkowski, T., Im, Y. H., Roman, L., Tseng, L. M., Liu, M. C., Lluch, A., Staroslawska, E., Haba-
Rodriguez, J., Im, S. A., et al. (2012). Efficacy and safety of neoadjuvant pertuzumab and trastuzumab in
women with locally advanced, inflammatory, or early HER2-positive breast cancer (NeoSphere): a
randomised multicentre, open-label, phase 2 trial. Lancet Oncol. 13, 25-32.

Giordano, S. H., Temin, S., Kirshner, J. J., Chandarlapaty, S., Crews, J. R., Davidson, N. E., Esteva, F. J.,
Gonzalez-Angulo, A. M., Krop, I., Levinson, J., et al. (2014). Systemic therapy for patients with advanced

160



human epidermal growth factor receptor 2-positive breast cancer: American Society of Clinical Oncology
clinical practice guideline. J. Clin. Oncol. 32, 2078-2099.

Giri, D. K., Ali-Seyed, M., Li, L. Y., Lee, D. F., Ling, P., Bartholomeusz, G., Wang, S. C., and Hung, M. C.
(2005). Endosomal transport of ErbB-2: mechanism for nuclear entry of the cell surface receptor. Mol. Cell
Biol. 25, 11005-11018.

Goke, R., Barth, P., Schmidt, A., Samans, B., and Lankat-Buttgereit, B. (2004). Programmed cell death
protein 4 suppresses CDK1/cdc2 via induction of p21(Waf1/Cip1). Am. J. Physiol Cell Physiol 287, C1541-
C1546.

Goldhirsch, A., Winer, E. P., Coates, A. S., Gelber, R. D., Piccart-Gebhart, M., Thurlimann, B., and Senn, H.
J. (2013). Personalizing the treatment of women with early breast cancer: highlights of the St Gallen
International Expert Consensus on the Primary Therapy of Early Breast Cancer 2013. Ann. Oncol. 24, 2206-
2223.

Gomez-Martin, C., Lopez-Rios, F., Aparicio, J., Barriuso, J., Garcia-Carbonero, R., Pazo, R., Rivera, F.,
Salgado, M., Salud, A., Vazquez-Sequeiros, E., et al. (2014). A critical review of HER2-positive gastric cancer
evaluation and treatment: from trastuzumab, and beyond. Cancer Lett. 357, 30-40.

Gong, C,, Yao, Y., Wang, Y., Liu, B., Wu, W., Chen, J., Su, F., Yao, H., and Song, E. (2011). Up-regulation of
miR-21 mediates resistance to trastuzumab therapy for breast cancer. J. Biol. Chem. 286, 19127-19137.

Graus-Porta, D., Beerli, R. R., Daly, J. M., and Hynes, N. E. (1997). ErbB-2, the preferred heterodimerization
partner of all ErbB receptors, is a mediator of lateral signaling. EMBO J. 16, 1647-1655.

Guo, W., Pylayeva, Y., Pepe, A., Yoshioka, T., Muller, W. J., Inghirami, G., and Giancotti, F. G. (2006). Beta 4
integrin amplifies ErbB2 signaling to promote mammary tumorigenesis. Cell 126, 489-502.

Guy, C. T., Webster, M. A., Schaller, M., Parsons, T. J., Cardiff, R. D., and Muller, W. J. (1992). Expression of
the neu protooncogene in the mammary epithelium of transgenic mice induces metastatic disease. Proc. Natl.
Acad. Sci. U. S. A 89, 10578-10582.

Han, M., Liu, M., Wang, Y., Mo, Z., Bi, X,, Liu, Z,, Fan, Y., Chen, X., and Wu, C. (2012). Re-expression of
miR-21 contributes to migration and invasion by inducing epithelial-mesenchymal transition consistent with
cancer stem cell characteristics in MCF-7 cells. Mol. Cell Biochem. 363, 427-436.

Hanahan, D. and Weinberg, R. A. (2011). Hallmarks of cancer: the next generation. Cell 144, 646-674.

Harris, R. C., Chung, E., and Coffey, R. J. (2003). EGF receptor ligands. Exp. Cell Res. 284, 2-13.

Hartman, Z. C., Yang, X. Y., Glass, O,, Lei, G., Osada, T., Dave, S. S., Morse, M. A, Clay, T. M., and Lyerly,
H. K. (2011). HER2 overexpression elicits a proinflammatory IL-6 autocrine signaling loop that is critical for

tumorigenesis. Cancer Res. 71, 4380-4391.

He, L., Liu, J., Collins, 1., Sanford, S., O'Connell, B., Benham, C. J., and Levens, D. (2000). Loss of FBP
function arrests cellular proliferation and extinguishes c-myc expression. EMBO J. 19, 1034-1044.

Holliday, D. L. and Speirs, V. (2011). Choosing the right cell line for breast cancer research. Breast Cancer
Res. 13, 215.

Hsu, S. C. and Hung, M. C. (2007). Characterization of a novel tripartite nuclear localization sequence in the
EGFR family. J. Biol. Chem. 282, 10432-10440.

Huang, d. W., Sherman, B. T., and Lempicki, R. A. (2009a). Systematic and integrative analysis of large gene
lists using DAVID bioinformatics resources. Nat. Protoc. 4, 44-57.

161



Huang, T. H., Wu, F., Loeb, G. B, Hsu, R., Heidersbach, A., Brincat, A., Horiuchi, D., Lebbink, R. J., Mo, Y.
Y., Goga, A., et al. (2009b). Up-regulation of miR-21 by HER2/neu signaling promotes cell invasion. J. Biol.
Chem. 284, 18515-18524.

Huang, T. H., Wu, F., Loeb, G. B., Hsu, R., Heidersbach, A., Brincat, A., Horiuchi, D., Lebbink, R. J., Mo, Y.
Y., Goga, A., et al. (2009c). Up-regulation of miR-21 by HER2/neu signaling promotes cell invasion. J. Biol.
Chem. 284, 18515-18524.

Hunter, K. W., Crawford, N. P., and Alsarraj, J. (2008). Mechanisms of metastasis. Breast Cancer Res. 10
Suppl 1, S2.

Hutvagner, G. and Zamore, P. D. (2002). A microRNA in a multiple-turnover RNAi enzyme complex. Science
297, 2056-2060.

Ichikawa, T., Sato, F., Terasawa, K., Tsuchiya, S., Toi, M., Tsujimoto, G., and Shimizu, K. (2012).
Trastuzumab produces therapeutic actions by upregulating miR-26a and miR-30b in breast cancer cells.
PLoS. One. 7, €31422.

lliopoulos, D., Jaeger, S. A, Hirsch, H. A., Bulyk, M. L., and Struhl, K. (2010). STAT3 activation of miR-21 and
miR-181b-1 via PTEN and CYLD are part of the epigenetic switch linking inflammation to cancer. Mol. Cell 39,
493-506.

lorio, M. V., Ferracin, M., Liu, C. G., Veronese, A., Spizzo, R., Sabbioni, S., Magri, E., Pedriali, M., Fabbri, M.,
Campiglio, M., et al. (2005). MicroRNA gene expression deregulation in human breast cancer. Cancer Res.
65, 7065-7070.

Jang, M., Park, B. C., Kang, S., Chi, S. W,, Cho, S., Chung, S. J,, Lee, S. C., Bae, K. H,, and Park, S. G.
(2009). Far upstream element-binding protein-1, a novel caspase substrate, acts as a cross-talker between
apoptosis and the c-myc oncogene. Oncogene 28, 1529-1536.

Jin, L., Wessely, O., Marcusson, E. G., Ivan, C., Calin, G. A., and Alahari, S. K. (2013). Prooncogenic factors
miR-23b and miR-27b are regulated by Her2/Neu, EGF, and TNF-alpha in breast cancer. Cancer Res. 73,
2884-2896.

Jing, Q., Huang, S., Guth, S., Zarubin, T., Motoyama, A., Chen, J., Di Padova, F., Lin, S. C., Gram, H., and
Han, J. (2005). Involvement of microRNA in AU-rich element-mediated mRNA instability. Cell 120, 623-634.

Jones, L. M., Broz, M. L., Ranger, J. J., Ozcelik, J., Ahn, R., Zuo, D., Ursini-Siegel, J., Hallett, M., Krummel,
M., and Muller, W. J. (2015). Stat3 establishes an immunosuppressive microenvironment during the early
stages of breast carcinogenesis to promote tumor growth and metastasis. Cancer Res.

Junttila, T. T., Li, G., Parsons, K., Phillips, G. L., and Sliwkowski, M. X. (2011). Trastuzumab-DM1 (T-DM1)
retains all the mechanisms of action of trastuzumab and efficiently inhibits growth of lapatinib insensitive
breast cancer. Breast Cancer Res. Treat. 128, 347-356.

Kamran, M. Z., Patil, P., and Gude, R. P. (2013). Role of STAT3 in cancer metastasis and translational
advances. Biomed. Res. Int. 2013, 421821.

Kang, H. J., Yi, Y. W,, Hong, Y. B., Kim, H. J., Jang, Y. J., Seong, Y. S., and Bae, |. (2014a). HER2 confers
drug resistance of human breast cancer cells through activation of NRF2 by direct interaction. Sci. Rep. 4,
7201.

Kang, H. S., Kim, J., Jang, S. G., Kwon, S. Y., Park, Y. S., Green, J. E., Kim, H. K., and Ro, J. (2014b).
MicroRNA signature for HER2-positive breast and gastric cancer. Anticancer Res. 34, 3807-3810.

Kao, S. C., Fulham, M., Wong, K., Cooper, W., Brahmbhatt, H., MacDiarmid, J., Pattison, S., Sagong, J. O.,
Huynh, Y., Leslie, F., et al. (2015). A Significant Metabolic and Radiological Response after a Novel Targeted
MicroRNA-based Treatment Approach in Malignant Pleural Mesothelioma. Am. J. Respir. Crit Care Med. 191,
1467-1469.

162



Kapeli, K. and Hurlin, P. J. (2011). Differential regulation of N-Myc and c-Myc synthesis, degradation, and
transcriptional activity by the Ras/mitogen-activated protein kinase pathway. J. Biol. Chem. 286, 38498-
38508.

Kaptein, A., Paillard, V., and Saunders, M. (1996). Dominant negative stat3 mutant inhibits interleukin-6-
induced Jak-STAT signal transduction. J. Biol. Chem. 271, 5961-5964.

Kastl, L., Brown, |., and Schofield, A. C. (2012). miRNA-34a is associated with docetaxel resistance in human
breast cancer cells. Breast Cancer Res. Treat. 137, 445-454.

Kim, S. Y., Kim, H. P., Kim, Y. J., Oh,d. Y., Im, S. A, Lee, D., Jong, H. S., Kim, T. Y., and Bang, Y. J. (2008).
Trastuzumab inhibits the growth of human gastric cancer cell lines with HER2 amplification synergistically with
cisplatin. Int. J. Oncol. 32, 89-95.

Konecny, G. E., Pegram, M. D., Venkatesan, N., Finn, R., Yang, G., Rahmeh, M., Untch, M., Rusnak, D. W.,
Spehar, G., Mullin, R. J., et al. (2006). Activity of the dual kinase inhibitor lapatinib (GW572016) against HER-
2-overexpressing and trastuzumab-treated breast cancer cells. Cancer Res. 66, 1630-1639.

Koninki, K., Barok, M., Tanner, M., Staff, S., Pitkanen, J., Hemmila, P., llvesaro, J., and lIsola, J. (2010).
Multiple molecular mechanisms underlying trastuzumab and lapatinib resistance in JIMT-1 breast cancer
cells. Cancer Lett. 294, 211-219.

Krichevsky, A. M. and Gabriely, G. (2009). miR-21: a small multi-faceted RNA. J. Cell Mol. Med. 13, 39-53.

Labriola, L., Salatino, M., Proietti, C. J., Pecci, A., Coso, O. A., Kornblihtt, A. R., Charreau, E. H., and Elizalde,
P. V. (2003). Heregulin induces transcriptional activation of the progesterone receptor by a mechanism that
requires functional ErbB-2 and mitogen-activated protein kinase activation in breast cancer cells. Mol. Cell
Biol. 23, 1095-1111.

Lanari, C., Molinolo, A. A., and Pasqualini, C. D. (1986). Induction of mammary adenocarcinomas by
medroxyprogesterone acetate in BALB/c female mice. Cancer Lett. 33, 215-223.

Larkin, M. A., Blackshields, G., Brown, N. P., Chenna, R., McGettigan, P. A., McWilliam, H., Valentin, F.,
Wallace, I. M., Wilm, A., Lopez, R., et al. (2007). Clustal W and Clustal X version 2.0. Bioinformatics. 23,
2947-2948.

Le, X. F., Almeida, M. I., Mao, W., Spizzo, R., Rossi, S., Nicoloso, M. S., Zhang, S., Wu, Y., Calin, G. A., and
Bast, R. C., Jr. (2012). Modulation of MicroRNA-194 and cell migration by HER2-targeting trastuzumab in
breast cancer. PLoS. One. 7, e41170.

Lee, J. A, Lee, H. Y., Lee, E. S,, Kim, |, and Bae, J. W. (2011). Prognostic Implications of MicroRNA-21
Overexpression in Invasive Ductal Carcinomas of the Breast. J. Breast Cancer 14, 269-275.

Lerner, M., Harada, M., Loven, J., Castro, J., Davis, Z., Oscier, D., Henriksson, M., Sangdfelt, O., Grander, D.,
and Corcoran, M. M. (2009). DLEU2, frequently deleted in malignancy, functions as a critical host gene of the
cell cycle inhibitory microRNAs miR-15a and miR-16-1. Exp. Cell Res. 315, 2941-2952.

Lewis Phillips, G. D., Li, G., Dugger, D. L., Crocker, L. M., Parsons, K. L., Mai, E., Blattler, W. A., Lambert, J.
M., Chari, R. V., Lutz, R. J., et al. (2008). Targeting HER2-positive breast cancer with trastuzumab-DM1, an
antibody-cytotoxic drug conjugate. Cancer Res. 68, 9280-9290.

Li, C. H., Xu, F., Chow, S., Feng, L., Yin, D., Ng, T. B., and Chen, Y. (2014). Hepatitis B virus X protein
promotes hepatocellular carcinoma transformation through interleukin-6 activation of microRNA-21
expression. Eur. J. Cancer 50, 2560-2569.

Li, H., Zhou, X., Zhu, J., Cheng, W., Zhu, W., Shu, Y., and Liu, P. (2015). MiR-4728-3p could act as a marker
of HER2 status. Cancer Biomark. 15, 807-814.

163



Li, L. Y., Chen, H., Hsieh, Y. H., Wang, Y. N., Chu, H. J., Chen, Y. H., Chen, H. Y., Chien, P. J., Ma, H. T,
Tsai, H. C., et al. (2011). Nuclear ErbB2 enhances translation and cell growth by activating transcription of
ribosomal RNA genes. Cancer Res. 71, 4269-4279.

Liao, D., Liu, Z., Wrasidlo, W. J., Luo, Y., Nguyen, G., Chen, T., Xiang, R., and Reisfeld, R. A. (2011).
Targeted therapeutic remodeling of the tumor microenvironment improves an HER-2 DNA vaccine and
prevents recurrence in a murine breast cancer model. Cancer Res. 71, 5688-5696.

Liu, Q., Fu, H., Sun, F., Zhang, H., Tie, Y., Zhu, J., Xing, R., Sun, Z., and Zheng, X. (2008). miR-16 family
induces cell cycle arrest by regulating multiple cell cycle genes. Nucleic Acids Res. 36, 5391-5404.

Liu, S., Sun, X., Wang, M., Hou, Y., Zhan, Y., Jiang, Y., Liu, Z., Cao, X., Chen, P., Liu, Z., et al. (2014). A
microRNA 221- and 222-mediated feedback loop maintains constitutive activation of NFkappaB and STAT3 in
colorectal cancer cells. Gastroenterology 747, 847-859.

Lodish, H. F., Zhou, B., Liu, G., and Chen, C. Z. (2008). Micromanagement of the immune system by
microRNAs. Nat. Rev. Immunol. 8, 120-130.

Loffler, D., Brocke-Heidrich, K., Pfeifer, G., Stocsits, C., Hackermuller, J., Kretzschmar, A. K., Burger, R.,
Gramatzki, M., Blumert, C., Bauer, K., et al. (2007). Interleukin-6 dependent survival of multiple myeloma cells
involves the Stat3-mediated induction of microRNA-21 through a highly conserved enhancer. Blood 7170,
1330-1333.

Lowery, A. J., Miller, N., Devaney, A., McNeill, R. E., Davoren, P. A., Lemetre, C., Benes, V., Schmidt, S.,
Blake, J., Ball, G., et al. (2009). MicroRNA signatures predict oestrogen receptor, progesterone receptor and
HER2/neu receptor status in breast cancer. Breast Cancer Res. 11, R27.

Lytle, J. R., Yario, T. A., and Steitz, J. A. (2007). Target mRNAs are repressed as efficiently by microRNA-
binding sites in the 5' UTR as in the 3' UTR. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A 104, 9667-9672.

Marino, A. L., Evangelista, A. F., Vieira, R. A., Macedo, T., Kerr, L. M., Abrahao-Machado, L. F., Longatto-
Filho, A., Silveira, H. C., and Marques, M. M. (2014). MicroRNA expression as risk biomarker of breast cancer
metastasis: a pilot retrospective case-cohort study. BMC. Cancer 74, 739.

Mei, Z., Su, T., Ye, J., Yang, C., Zhang, S., and Xie, C. (2015). The miR-15 family enhances the
radiosensitivity of breast cancer cells by targeting G2 checkpoints. Radiat. Res. 7183, 196-207.

Meric-Bernstam, F., Chen, H., Akcakanat, A., Do, K. A,, Lluch, A., Hennessy, B. T., Hortobagyi, G. N., Mills,
G. B., and Gonzalez-Angulo, A. (2012). Aberrations in translational regulation are associated with poor
prognosis in hormone receptor-positive breast cancer. Breast Cancer Res. 14, R138.

Migliazza, A., Bosch, F., Komatsu, H., Cayanis, E., Martinotti, S., Toniato, E., Guccione, E., Qu, X., Chien, M.,
Murty, V. V., et al. (2001). Nucleotide sequence, transcription map, and mutation analysis of the 13q14
chromosomal region deleted in B-cell chronic lymphocytic leukemia. Blood 97, 2098-2104.

Mitsui, K., Yonezawa, M., Tatsuguchi, A., Shinji, S., Gudis, K., Tanaka, S., Fujimori, S., and Sakamoto, C.
(2014). Localization of phosphorylated ErbB1-4 and heregulin in colorectal cancer. BMC. Cancer 74, 863.

Molinolo, A. A., Lanari, C., Charreau, E. H., Sanjuan, N., and Pasqualini, C. D. (1987). Mouse mammary
tumors induced by medroxyprogesterone acetate: immunohistochemistry and hormonal receptors. J. Natl.
Cancer Inst. 79, 1341-1350.

Motoyama, A. B., Hynes, N. E., and Lane, H. A. (2002). The efficacy of ErbB receptor-targeted anticancer
therapeutics is influenced by the availability of epidermal growth factor-related peptides. Cancer Res. 62,
3151-3158.

Mudduluru, G., Medved, F., Grobholz, R., Jost, C., Gruber, A., Leupold, J. H., Post, S., Jansen, A., Colburn,
N. H., and Allgayer, H. (2007). Loss of programmed cell death 4 expression marks adenoma-carcinoma
transition, correlates inversely with phosphorylated protein kinase B, and is an independent prognostic factor
in resected colorectal cancer. Cancer 110, 1697-1707.

164



Muller, W. J., Sinn, E., Pattengale, P. K., Wallace, R., and Leder, P. (1988). Single-step induction of
mammary adenocarcinoma in transgenic mice bearing the activated c-neu oncogene. Cell 54, 105-115.

Mulrane, L., McGee, S. F., Gallagher, W. M., and O'Connor, D. P. (2013). miRNA dysregulation in breast
cancer. Cancer Res. 73, 6554-6562.

Neve, R. M., Sutterluty, H., Pullen, N., Lane, H. A., Daly, J. M., Krek, W., and Hynes, N. E. (2000). Effects of
oncogenic ErbB2 on G1 cell cycle regulators in breast tumour cells. Oncogene 19, 1647-1656.

Nie, W., Song, W., Zhang, W., Wang, Y., Zhu, A., Shao, J., and Guan, X. (2015). miR-1470 mediates lapatinib
induced p27 upregulation by targeting c-jun. J. Cell Physiol 230, 1630-1639.

Nieves-Alicea, R., Colburn, N. H., Simeone, A. M., and Tari, A. M. (2009). Programmed cell death 4 inhibits
breast cancer cell invasion by increasing tissue inhibitor of metalloproteinases-2 expression. Breast Cancer
Res. Treat. 114, 203-209.

Nishida, N., Mimori, K., Fabbri, M., Yokobori, T., Sudo, T., Tanaka, F., Shibata, K., Ishii, H., Doki, Y., and
Mori, M. (2011). MicroRNA-125a-5p is an independent prognostic factor in gastric cancer and inhibits the
proliferation of human gastric cancer cells in combination with trastuzumab. Clin. Cancer Res. 17, 2725-2733.

Niu, J., Shi, Y., Tan, G, Yang, C. H., Fan, M., Pfeffer, L. M., and Wu, Z. H. (2012). DNA damage induces NF-
kappaB-dependent microRNA-21 up-regulation and promotes breast cancer cell invasion. J. Biol. Chem. 287,
21783-21795.

O'Brien, N. A., Browne, B. C., Chow, L., Wang, Y., Ginther, C., Arboleda, J., Duffy, M. J., Crown, J.,
O'Donovan, N., and Slamon, D. J. (2010). Activated phosphoinositide 3-kinase/AKT signaling confers
resistance to trastuzumab but not lapatinib. Mol. Cancer Ther. 9, 1489-1502.

Offterdinger, M., Schofer, C., Weipoltshammer, K., and Grunt, T. W. (2002). c-erbB-3: a nuclear protein in
mammary epithelial cells. J. Cell Biol. 157, 929-939.

Okada, N., Lin, C. P., Ribeiro, M. C., Biton, A., Lai, G., He, X., Bu, P., Vogel, H., Jablons, D. M., Keller, A. C.,
et al. (2014). A positive feedback between p53 and miR-34 miRNAs mediates tumor suppression. Genes Dev.
28, 438-450.

Olayioye, M. A. (2001). Update on HER-2 as a target for cancer therapy: intracellular signaling pathways of
ErbB2/HER-2 and family members. Breast Cancer Res. 3, 385-389.

Ou, H., Li, Y., and Kang, M. (2014). Activation of miR-21 by STAT3 induces proliferation and suppresses
apoptosis in nasopharyngeal carcinoma by targeting PTEN gene. PLoS. One. 9, €109929.

Page, D. L., Ellis, I. O., and Elston, C. W. (1995). Histologic grading of breast cancer. Let's do it. Am. J. Clin.
Pathol. 703, 123-124.

Pandis, N., Heim, S., Bardi, G., Limon, J., Mandahl, N., and Mitelman, F. (1992). Improved technique for
short-term culture and cytogenetic analysis of human breast cancer. Genes Chromosomes. Cancer 5, 14-20.

Park, S., Jiang, Z., Mortenson, E. D., Deng, L., Radkevich-Brown, O., Yang, X., Sattar, H., Wang, Y., Brown,
N. K., Greene, M., et al. (2010). The therapeutic effect of anti-HER2/neu antibody depends on both innate and
adaptive immunity. Cancer Cell 18, 160-170.

Patel, T. A., Dade, B., Rodriguez, A. A., Chang, J. C., Perez, E., and Colon-Otero, G. (2014). Dual HER2
blockade: preclinical and clinical data. Breast Cancer Res. 716, 419.

Perez, E. A., Jenkins, R. B., Dueck, A. C., Wiktor, A. E., Bedroske, P. P., Anderson, S. K., Ketterling, R. P.,
Sukov, W. R., Kanehira, K., Chen, B., et al. (2011). C-MYC alterations and association with patient outcome in
early-stage HER2-positive breast cancer from the north central cancer treatment group N9831 adjuvant
trastuzumab trial. J. Clin. Oncol. 29, 651-659.

165



Peters, M. G., Farias, E., Colombo, L., Filmus, J., Puricelli, L., and Bal de Kier, J. E. (2003). Inhibition of
invasion and metastasis by glypican-3 in a syngeneic breast cancer model. Breast Cancer Res. Treat. 80,
221-232.

Petit, A. M., Rak, J., Hung, M. C., Rockwell, P., Goldstein, N., Fendly, B., and Kerbel, R. S. (1997).
Neutralizing antibodies against epidermal growth factor and ErbB-2/neu receptor tyrosine kinases down-
regulate vascular endothelial growth factor production by tumor cells in vitro and in vivo: angiogenic
implications for signal transduction therapy of solid tumors. Am. J. Pathol. 157, 1523-1530.

Petrovic, N., Mandusic, V., Stanojevic, B., Lukic, S., Todorovic, L., Roganovic, J., and Dimitrijevic, B. (2014).
The difference in miR-21 expression levels between invasive and non-invasive breast cancers emphasizes its
role in breast cancer invasion. Med. Oncol. 37, 867.

Proietti, C., Salatino, M., Rosemblit, C., Carnevale, R., Pecci, A., Kornblihtt, A. R., Molinolo, A. A., Frahm, 1.,
Charreau, E. H., Schillaci, R., et al. (2005). Progestins induce transcriptional activation of signal transducer
and activator of transcription 3 (Stat3) via a Jak- and Src-dependent mechanism in breast cancer cells. Mol.
Cell Biol. 25, 4826-4840.

Proietti, C. J., Rosemblit, C., Beguelin, W., Rivas, M. A., Diaz Flaque, M. C., Charreau, E. H., Schillaci, R.,
and Elizalde, P. V. (2009). Activation of Stat3 by heregulin/ErbB-2 through the co-option of progesterone
receptor signaling drives breast cancer growth. Mol. Cell Biol. 29, 1249-1265.

Puricelli, L., Proietti, C. J., Labriola, L., Salatino, M., Balana, M. E., Aguirre, G. J., Lupu, R., Pignataro, O. P.,
Charreau, E. H., Bal de Kier, J. E., et al. (2002). Heregulin inhibits proliferation via ERKs and phosphatidyl-
inositol 3-kinase activation but regulates urokinase plasminogen activator independently of these pathways in
metastatic mammary tumor cells. Int. J. Cancer 100, 642-653.

Qian, L., Chen, L., Shi, M., Yu, M., Jin, B., Hu, M., Xia, Q., Zhang, X., Shen, B., and Guo, N. (2006). A novel
cis-acting element in Her2 promoter regulated by Stat3 in mammary cancer cells. Biochem. Biophys. Res.
Commun. 345, 660-668.

Ranger, J. J., Levy, D. E., Shahalizadeh, S., Hallett, M., and Muller, W. J. (2009). Identification of a Stat3-
dependent transcription regulatory network involved in metastatic progression. Cancer Res. 69, 6823-6830.

Rexer, B. N. and Arteaga, C. L. (2012). Intrinsic and acquired resistance to HER2-targeted therapies in HER2
gene-amplified breast cancer: mechanisms and clinical implications. Crit Rev. Oncog. 17, 1-16.

Rimawi, M. F., Schiff, R., and Osborne, C. K. (2015). Targeting HER2 for the treatment of breast cancer.
Annu. Rev. Med. 66, 111-128.

Ritchie, M. E., Phipson, B., Wu, D., Hu, Y., Law, C. W., Shi, W., and Smyth, G. K. (2015). limma powers
differential expression analyses for RNA-sequencing and microarray studies. Nucleic Acids Res. 43, e47.

Ritter, C. A., Perez-Torres, M., Rinehart, C., Guix, M., Dugger, T., Engelman, J. A., and Arteaga, C. L. (2007).
Human breast cancer cells selected for resistance to trastuzumab in vivo overexpress epidermal growth factor
receptor and ErbB ligands and remain dependent on the ErbB receptor network. Clin. Cancer Res. 13, 4909-
4919.

Rivas, M. A., Tkach, M., Beguelin, W., Proietti, C. J., Rosembilit, C., Charreau, E. H., Elizalde, P. V., and
Schillaci, R. (2010). Transactivation of ErbB-2 induced by tumor necrosis factor alpha promotes NF-kappaB
activation and breast cancer cell proliferation. Breast Cancer Res. Treat. 122, 111-124.

Rivas, M. A., Venturutti, L., Huang, Y. W., Schillaci, R., Huang, T. H., and Elizalde, P. V. (2012).
Downregulation of the tumor-suppressor miR-16 via progestin-mediated oncogenic signaling contributes to
breast cancer development. Breast Cancer Res. 14, R77.

Rodon, J., Dienstmann, R., Serra, V., and Tabernero, J. (2013). Development of PI3K inhibitors: lessons
learned from early clinical trials. Nat. Rev. Clin. Oncol. 10, 143-153.

166



Ross, J. S. and Fletcher, J. A. (1998). The HER-2/neu oncogene in breast cancer: prognostic factor,
predictive factor, and target for therapy. Stem Cells 16, 413-428.

Ross, J. S., Slodkowska, E. A., Symmans, W. F., Pusztai, L., Ravdin, P. M., and Hortobagyi, G. N. (2009).
The HER-2 receptor and breast cancer: ten years of targeted anti-HER-2 therapy and personalized medicine.
Oncologist. 74, 320-368.

Rusnak, D. W., Alligood, K. J., Mullin, R. J., Spehar, G. M., Arenas-Elliott, C., Martin, A. M., Degenhardt, Y.,
Rudolph, S. K., Haws, T. F., Jr., Hudson-Curtis, B. L., et al. (2007). Assessment of epidermal growth factor
receptor (EGFR, ErbB1) and HER2 (ErbB2) protein expression levels and response to lapatinib (Tykerb,
GW572016) in an expanded panel of human normal and tumour cell lines. Cell Prolif. 40, 580-594.

Sahin, O., Frohlich, H., Lobke, C., Korf, U., Burmester, S., Majety, M., Mattern, J., Schupp, I., Chaouiya, C.,
Thieffry, D., et al. (2009). Modeling ERBB receptor-regulated G1/S transition to find novel targets for de novo
trastuzumab resistance. BMC. Syst. Biol. 3, 1.

Scaltriti, M., Eichhorn, P. J., Cortes, J., Prudkin, L., Aura, C., Jimenez, J., Chandarlapaty, S., Serra, V., Prat,
A., lbrahim, Y. H., et al. (2011). Cyclin E amplification/overexpression is a mechanism of trastuzumab
resistance in HER2+ breast cancer patients. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A 108, 3761-3766.

Scaltriti, M., Rojo, F., Ocana, A., Anido, J., Guzman, M., Cortes, J., Di Cosimo, S., Matias-Guiu, X., Cajal, S.,
Arribas, J., et al. (2007). Expression of p95HER?2, a truncated form of the HER2 receptor, and response to
anti-HER2 therapies in breast cancer. J. Natl. Cancer Inst. 99, 628-638.

Scheuer, W., Friess, T., Burtscher, H., Bossenmaier, B., Endl, J., and Hasmann, M. (2009). Strongly
enhanced antitumor activity of trastuzumab and pertuzumab combination treatment on HER2-positive human
xenograft tumor models. Cancer Res. 69, 9330-9336.

Schillaci, R., Guzman, P., Cayrol, F., Beguelin, W., Diaz Flaque, M. C., Proietti, C. J., Pineda, V., Palazzi, J.,
Frahm, I., Charreau, E. H., et al. (2012). Clinical relevance of ErbB-2/HER2 nuclear expression in breast
cancer. BMC. Cancer 12, 74.

Schneeweiss, A., Chia, S., Hegg, R., Tausch, C., Deb, R., Ratnayake, J., McNally, V., Ross, G., Kiermaier, A.,
and Cortes, J. (2014). Evaluating the predictive value of biomarkers for efficacy outcomes in response to
pertuzumab- and trastuzumab-based therapy: an exploratory analysis of the TRYPHAENA study. Breast
Cancer Res. 16, R73.

Schneider, C. A., Rasband, W. S., and Eliceiri, K. W. (2012). NIH Image to ImageJ: 25 years of image
analysis. Nat. Methods 9, 671-675.

Sears, R., Nuckolls, F., Haura, E., Taya, Y., Tamai, K., and Nevins, J. R. (2000). Multiple Ras-dependent
phosphorylation pathways regulate Myc protein stability. Genes Dev. 14, 2501-2514.

Seidman, A. D., Fornier, M. N., Esteva, F. J., Tan, L., Kaptain, S., Bach, A., Panageas, K. S., Arroyo, C.,
Valero, V., Currie, V., et al. (2001). Weekly trastuzumab and paclitaxel therapy for metastatic breast cancer
with analysis of efficacy by HER2 immunophenotype and gene amplification. J. Clin. Oncol. 19, 2587-2595.

Sempere, L. F., Christensen, M., Silahtaroglu, A., Bak, M., Heath, C. V., Schwartz, G., Wells, W., Kauppinen,
S., and Cole, C. N. (2007). Altered MicroRNA expression confined to specific epithelial cell subpopulations in
breast cancer. Cancer Res. 67, 11612-11620.

Shin, V. Y., Siu, J. M., Cheuk, I., Ng, E. K., and Kwong, A. (2015). Circulating cell-free miRNAs as biomarker
for triple-negative breast cancer. Br. J. Cancer 112, 1751-1759.

Shishodia, G., Verma, G., Srivastava, Y., Mehrotra, R., Das, B. C., and Bharti, A. C. (2014). Deregulation of

microRNAs Let-7a and miR-21 mediate aberrant STAT3 signaling during human papillomavirus-induced
cervical carcinogenesis: role of E6 oncoprotein. BMC. Cancer 14, 996.

167



Siegel, P. M., Ryan, E. D., Cardiff, R. D., and Muller, W. J. (1999). Elevated expression of activated forms of
Neu/ErbB-2 and ErbB-3 are involved in the induction of mammary tumors in transgenic mice: implications for
human breast cancer. EMBO J. 18, 2149-2164.

Singletary, S. E., Allred, C., Ashley, P., Bassett, L. W., Berry, D., Bland, K. |, Borgen, P. |., Clark, G., Edge, S.
B., Hayes, D. F., et al. (2002). Revision of the American Joint Committee on Cancer staging system for breast
cancer. J. Clin. Oncol. 20, 3628-3636.

Slamon, D. J., Clark, G. M., Wong, S. G., Levin, W. J., Ullrich, A., and McGuire, W. L. (1987). Human breast
cancer: correlation of relapse and survival with amplification of the HER-2/neu oncogene. Science 235, 177-
182.

Slamon, D. J., Godolphin, W., Jones, L. A., Holt, J. A., Wong, S. G., Keith, D. E., Levin, W. J., Stuart, S. G.,
Udove, J., Ullrich, A., et al. (1989). Studies of the HER-2/neu proto-oncogene in human breast and ovarian
cancer. Science 244, 707-712.

Slamon, D. J., Leyland-Jones, B., Shak, S., Fuchs, H., Paton, V., Bajamonde, A., Fleming, T., Eiermann, W.,
Wolter, J., Pegram, M., et al. (2001). Use of chemotherapy plus a monoclonal antibody against HER2 for
metastatic breast cancer that overexpresses HER2. N. Engl. J. Med. 344, 783-792.

Song, B., Wang, C., Liu, J., Wang, X, Lv, L., Wei, L., Xie, L., Zheng, Y., and Song, X. (2010). MicroRNA-21
regulates breast cancer invasion partly by targeting tissue inhibitor of metalloproteinase 3 expression. J. Exp.
Clin. Cancer Res. 29, 29.

Spector, N. L. and Blackwell, K. L. (2009). Understanding the mechanisms behind trastuzumab therapy for
human epidermal growth factor receptor 2-positive breast cancer. J. Clin. Oncol. 27, 5838-5847.

Stajdubar, E., Sedic, M., Lenicek, T., Radulovic, P., Kereniji, A., Kruslin, B., Pavelic, K., and Kraljevic, P. S.
(2014). Expression of growth hormone receptor, plakoglobin and NEDD9 protein in association with tumour
progression and metastasis in human breast cancer. Tumour. Biol. 35, 6425-6434.

Suda, Y., Aizawa, S., Furuta, Y., Yagi, T., lkawa, Y., Saitoh, K., Yamada, Y., Toyoshima, K., and Yamamoto,
T. (1990). Induction of a variety of tumors by c-erbB2 and clonal nature of lymphomas even with the mutated
gene (Val659----Glu659). EMBO J. 9, 181-190.

Sun, X., Du, P., Yuan, W., Du, Z., Yu, M., Yu, X., and Hu, T. (2015). Long non-coding RNA HOTAIR regulates
cyclin J via inhibition of microRNA-205 expression in bladder cancer. Cell Death. Dis. 6, e1907.

Tagawa, T., Haraguchi, T., Hiramatsu, H., Kobayashi, K., Sakurai, K., Inada, K., and Iba, H. (2012). Multiple
microRNAs induced by Cdx1 suppress Cdx2 in human colorectal tumour cells. Biochem. J. 447, 449-455.

Tan, M., Lan, K. H.,, Yao, J., Lu, C. H., Sun, M., Neal, C. L., Lu, J., and Yu, D. (2006). Selective inhibition of
ErbB2-overexpressing breast cancer in vivo by a novel TAT-based ErbB2-targeting signal transducers and
activators of transcription 3-blocking peptide. Cancer Res. 66, 3764-3772.

Tan, M., Yao, J., and Yu, D. (1997). Overexpression of the c-erbB-2 gene enhanced intrinsic metastasis
potential in human breast cancer cells without increasing their transformation abilities. Cancer Res. 57, 1199-
1205.

Ting, H. J., Messing, J., Yasmin-Karim, S., and Lee, Y. F. (2013). Identification of microRNA-98 as a
therapeutic target inhibiting prostate cancer growth and a biomarker induced by vitamin D. J. Biol. Chem. 288,
1-9.

Tkach, M., Rosemblit, C., Rivas, M. A., Proietti, C. J., Diaz Flaque, M. C., Mercogliano, M. F., Beguelin, W.,
Maronna, E., Guzman, P., Gercovich, F. G., et al. (2013). p42/p44 MAPK-mediated Stat3Ser727
phosphorylation is required for progestin-induced full activation of Stat3 and breast cancer growth. Endocr.
Relat Cancer 20, 197-212.

168



Tzahar, E., Waterman, H., Chen, X., Levkowitz, G., Karunagaran, D., Lavi, S., Ratzkin, B. J., and Yarden, Y.
(1996). A hierarchical network of interreceptor interactions determines signal transduction by Neu
differentiation factor/neuregulin and epidermal growth factor. Mol. Cell Biol. 16, 5276-5287.

Ursini-Siegel, J., Hardy, W. R., Zuo, D., Lam, S. H., Sanguin-Gendreau, V., Cardiff, R. D., Pawson, T., and
Muller, W. J. (2008). ShcA signalling is essential for tumour progression in mouse models of human breast
cancer. EMBO J. 27, 910-920.

Urtreger, A., Ladeda, V., Puricelli, L., Rivelli, A., Vidal, M., Delustig, E., and Joffe, E. (1997). Modulation of
fibronectin expression and proteolytic activity associated with the invasive and metastatic phenotype in two
new murine mammary tumor cell lines. Int. J. Oncol. 77, 489-496.

Urtreger, A. J., Grossoni, V. C., Falbo, K. B., Kazanietz, M. G., and Bal de Kier Joffe ED (2005). Atypical
protein kinase C-zeta modulates clonogenicity, motility, and secretion of proteolytic enzymes in murine
mammary cells. Mol. Carcinog. 42, 29-39.

Valabrega, G., Capellero, S., Cavalloni, G., Zaccarello, G., Petrelli, A., Migliardi, G., Milani, A., Peraldo-Neia,
C., Gammaitoni, L., Sapino, A., et al. (2011). HER2-positive breast cancer cells resistant to trastuzumab and
lapatinib lose reliance upon HER2 and are sensitive to the multitargeted kinase inhibitor sorafenib. Breast
Cancer Res. Treat. 130, 29-40.

Vasudevan, S., Tong, Y., and Steitz, J. A. (2007). Switching from repression to activation: microRNAs can up-
regulate translation. Science 3718, 1931-1934.

Volinia, S., Calin, G. A, Liu, C. G., Ambs, S., Cimmino, A., Petrocca, F., Visone, R., lorio, M., Roldo, C.,
Ferracin, M., et al. (2006). A microRNA expression signature of human solid tumors defines cancer gene
targets. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A 103, 2257-2261.

von Ahlfen, S., Missel, A., Bendrat, K., and Schlumpberger, M. (2007). Determinants of RNA quality from
FFPE samples. PLoS. One. 2, e1261.

Walter, B. A., Gomez-Macias, G., Valera, V. A., Sobel, M., and Merino, M. J. (2011). miR-21 Expression in
Pregnancy-Associated Breast Cancer: A Possible Marker of Poor Prognosis. J. Cancer 2, 67-75.

Wang, S. C. and Hung, M. C. (2009). Nuclear translocation of the epidermal growth factor receptor family
membrane tyrosine kinase receptors. Clin. Cancer Res. 15, 6484-6489.

Wang, S. C., Lien, H. C., Xia, W., Chen, I. F., Lo, H. W., Wang, Z., Ali-Seyed, M., Lee, D. F., Bartholomeusz,
G., Ou-Yang, F., et al. (2004). Binding at and transactivation of the COX-2 promoter by nuclear tyrosine
kinase receptor ErbB-2. Cancer Cell 6, 251-261.

Wang, S. E. and Lin, R. J. (2013). MicroRNA and HER2-overexpressing cancer. Microrna. 2, 137-147.

Wang, W., Li, J., Zhu, W., Gao, C., Jiang, R, Li, W., Hu, Q., and Zhang, B. (2014). MicroRNA-21 and the
clinical outcomes of various carcinomas: a systematic review and meta-analysis. BMC. Cancer 14, 819.

Wang, Y. N. and Hung, M. C. (2012). Nuclear functions and subcellular trafficking mechanisms of the
epidermal growth factor receptor family. Cell Biosci. 2, 13.

Weinstein, J. N., Myers, T. G., O'Connor, P. M., Friend, S. H., Fornace, A. J., Jr., Kohn, K. W., Fojo, T., Bates,
S. E., Rubinstein, L. V., Anderson, N. L., et al. (1997). An information-intensive approach to the molecular
pharmacology of cancer. Science 275, 343-349.

Welch, D. R. (1997). Technical considerations for studying cancer metastasis in vivo. Clin. Exp. Metastasis
15, 272-306.

Wen, Y. H., Shi, X., Chiriboga, L., Matsahashi, S., Yee, H., and Afonja, O. (2007). Alterations in the
expression of PDCD4 in ductal carcinoma of the breast. Oncol. Rep. 18, 1387-1393.

169



Wood, E. R., Truesdale, A. T., McDonald, O. B., Yuan, D., Hassell, A., Dickerson, S. H., Ellis, B., Pennisi, C.,
Horne, E., Lackey, K., et al. (2004). A unique structure for epidermal growth factor receptor bound to
GW572016 (Lapatinib): relationships among protein conformation, inhibitor off-rate, and receptor activity in
tumor cells. Cancer Res. 64, 6652-6659.

Wu, Y., Ginther, C., Kim, J., Mosher, N., Chung, S., Slamon, D., and Vadgama, J. V. (2012). Expression of
Wnt3 activates Wnt/beta-catenin pathway and promotes EMT-like phenotype in trastuzumab-resistant HER2-
overexpressing breast cancer cells. Mol. Cancer Res. 10, 1597-1606.

Xiao, F., Zuo, Z., Cai, G., Kang, S., Gao, X., and Li, T. (2009). miRecords: an integrated resource for
microRNA-target interactions. Nucleic Acids Res. 37, D105-D110.

Xie, Y. and Hung, M. C. (1994). Nuclear localization of p185neu tyrosine kinase and its association with
transcriptional transactivation. Biochem. Biophys. Res. Commun. 203, 1589-1598.

Xu, Q., Briggs, J., Park, S., Niu, G., Kortylewski, M., Zhang, S., Gritsko, T., Turkson, J., Kay, H., Semenza, G.
L., et al. (2005). Targeting Stat3 blocks both HIF-1 and VEGF expression induced by multiple oncogenic
growth signaling pathways. Oncogene 24, 5552-5560.

Yan, L. X., Huang, X. F., Shao, Q., Huang, M. Y., Deng, L., Wu, Q. L., Zeng, Y. X,, and Shao, J. Y. (2008).
MicroRNA miR-21 overexpression in human breast cancer is associated with advanced clinical stage, lymph
node metastasis and patient poor prognosis. RNA. 14, 2348-2360.

Yan, M., Parker, B. A., Schwab, R., and Kurzrock, R. (2014). HER2 aberrations in cancer: implications for
therapy. Cancer Treat. Rev. 40, 770-780.

Yang, C. H., Yue, J., Fan, M., and Pfeffer, L. M. (2010). IFN induces miR-21 through a signal transducer and
activator of transcription 3-dependent pathway as a suppressive negative feedback on IFN-induced apoptosis.
Cancer Res. 70, 8108-8116.

Yang, C. H., Yue, J., Pfeffer, S. R., Handorf, C. R., and Pfeffer, L. M. (2011). MicroRNA miR-21 regulates the
metastatic behavior of B16 melanoma cells. J. Biol. Chem. 286, 39172-39178.

Yang, H. S., Jansen, A. P., Komar, A. A., Zheng, X., Merrick, W. C., Costes, S., Lockett, S. J., Sonenberg, N.,
and Colburn, N. H. (2003). The transformation suppressor Pdcd4 is a novel eukaryotic translation initiation
factor 4A binding protein that inhibits translation. Mol. Cell Biol. 23, 26-37.

Yang, H. S., Jansen, A. P, Nair, R., Shibahara, K., Verma, A. K., Cmarik, J. L., and Colburn, N. H. (2001). A
novel transformation suppressor, Pdcd4, inhibits AP-1 transactivation but not NF-kappaB or ODC
transactivation. Oncogene 20, 669-676.

Yarden, Y. and Sliwkowski, M. X. (2001). Untangling the ErbB signalling network. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 2,
127-137.

Ye, X, Bai, W., Zhu, H., Zhang, X., Chen, Y., Wang, L., Yang, A., Zhao, J., and Jia, L. (2014a). MiR-221
promotes trastuzumab-resistance and metastasis in HER2-positive breast cancers by targeting PTEN. BMB.
Rep. 47, 268-273.

Ye, X. M., Zhu, H. Y., Bai, W. D., Wang, T., Wang, L., Chen, Y., Yang, A. G., and Jia, L. T. (2014b).
Epigenetic silencing of miR-375 induces trastuzumab resistance in HER2-positive breast cancer by targeting
IGF1R. BMC. Cancer 14, 134.

Yeh, E., Cunningham, M., Arnold, H., Chasse, D., Monteith, T., Ivaldi, G., Hahn, W. C., Stukenberg, P. T.,
Shenolikar, S., Uchida, T., et al. (2004). A signalling pathway controlling c-Myc degradation that impacts
oncogenic transformation of human cells. Nat. Cell Biol. 6, 308-318.

Yu, D., Jing, T., Liu, B., Yao, J., Tan, M., McDonnell, T. J., and Hung, M. C. (1998). Overexpression of ErbB2

blocks Taxol-induced apoptosis by upregulation of p21Cip1, which inhibits p34Cdc2 kinase. Mol. Cell 2, 581-
591.

170



Yu, X., Zhang, X., Dhakal, I. B., Beggs, M., Kadlubar, S., and Luo, D. (2012). Induction of cell proliferation and
survival genes by estradiol-repressed microRNAs in breast cancer cells. BMC. Cancer 12, 29.

Yu, Y., Wang, Y., Ren, X.,, Tsuyada, A., Li, A, Liu, L. J., and Wang, S. E. (2010). Context-dependent
bidirectional regulation of the MutS homolog 2 by transforming growth factor beta contributes to
chemoresistance in breast cancer cells. Mol. Cancer Res. 8, 1633-1642.

Zhang, A. X, Lu, F. Q. Yang, Y. P, Ren, X. Y., Li, Z. F., and Zhang, W. (2015a). MicroRNA-217
overexpression induces drug resistance and invasion of breast cancer cells by targeting PTEN signaling. Cell
Biol. Int.

Zhang, F., Tian, Q., and Wang, Y. (2013). Far upstream element-binding protein 1 (FUBP1) is overexpressed
in human gastric cancer tissue compared to non-cancerous tissue. Onkologie. 36, 650-655.

Zhang, F., Wang, Z., Fan, Y., Xu, Q., Ji, W., Tian, R., and Niu, R. (2015b). Elevated STAT3 Signaling-
Mediated Upregulation of MMP-2/9 Confers Enhanced Invasion Ability in Multidrug-Resistant Breast Cancer
Cells. Int. J. Mol. Sci. 16, 24772-24790.

Zhang, J. and Chen, Q. M. (2013). Far upstream element binding protein 1: a commander of transcription,
translation and beyond. Oncogene 32, 2907-2916.

Zhang, J., Xiao, Z., Lai, D., Sun, J., He, C., Chu, Z., Ye, H., Chen, S., and Wang, J. (2012a). miR-21, miR-17
and miR-19a induced by phosphatase of regenerating liver-3 promote the proliferation and metastasis of
colon cancer. Br. J. Cancer 107, 352-359.

Zhang, X., Chen, X., Lin, J., Lwin, T., Wright, G., Moscinski, L. C., Dalton, W. S., Seto, E., Wright, K,
Sotomayor, E., et al. (2012b). Myc represses miR-15a/miR-16-1 expression through recruitment of HDAC3 in
mantle cell and other non-Hodgkin B-cell lymphomas. Oncogene 37, 3002-3008.

Zhang, Z. J. and Ma, S. L. (2012). miRNAs in breast cancer tumorigenesis (Review). Oncol. Rep. 27, 903-
910.

Zhou, X., Ren, Y., Liu, A., Han, L., Zhang, K, Li, S., Li, P., Li, P., Kang, C., Wang, X, et al. (2014). STAT3
inhibitor WP1066 attenuates miRNA-21 to suppress human oral squamous cell carcinoma growth in vitro and
in vivo. Oncol. Rep. 31, 2173-2180.

Zhu, S., Wu, H., Wu, F., Nie, D., Sheng, S., and Mo, Y. Y. (2008). MicroRNA-21 targets tumor suppressor
genes in invasion and metastasis. Cell Res. 18, 350-359.

Zuo, T., Wang, L., Morrison, C., Chang, X., Zhang, H., Li, W, Liu, Y., Wang, Y., Liu, X., Chan, M. W, et al.

(2007). FOXP3 is an X-linked breast cancer suppressor gene and an important repressor of the HER-2/ErbB2
oncogene. Cell 129, 1275-1286.

171



	Portada
	Índice
	Resumen
	Palabras clave
	Abstract
	Keywords
	Publicaciones
	Agradecimientos
	Abreviaturas
	Introducción general
	Introducción especifica: Primera parte
	Introducción específica: Segunda parte
	Objetivos
	Materiales y métodos
	Resultados: Primera parte
	Discusión: Primera parte
	Resultados: Segunda parte
	Discusión: Segunda parte
	Conclusiones
	Anexos
	Referencias

