"DE-B

Q-‘J\OPD UENO&.

“ FACULTAD %
ol

5
F 3
CIENCIAS EXACTAS

Y NATURALES
. [ 5
i T
e ST - ol
r=

Universidad de Buenos Aires
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

Impacto de la sefializacion del receptor tumoral RET
sobre el tejido adiposo mamario
en la progresion del cancer de mama

Lic. Sabrina Aldana Vallone

Tesis presentada para optar por el Titulo de Doctora de Ia
Universidad de Buenos Aires en el area de Ciencias Biologicas

Directora: Dra. Albana Gattelli

Director Adjunto: Dr. Juan Pablo Fededa

Consejera de estudios: Dra. Adali Pecci

Lugar de trabajo: Laboratorio de Blancos Terapéuticos y Microambiente en
Cancer de Mama, Instituto de Fisiologia, Biologia Molecular y Neurociencias
(IFIBYNE-UBA-CONICET), Universidad de Buenos Aires (UBA)

Fecha de defensa: 20 de Marzo de 2025




Resumen

En la gldndula mamaria, los adipocitos constituyen el principal componente celular del
estroma glandular. Durante las distintas etapas del desarrollo mamario, tanto el epitelio
como el tejido adiposo experimentan modificaciones reguladas de manera especifica. En
el contexto del cancer de mama, se ha observado que el tejido adiposo adyacente al tumor
estd compuesto por adipocitos modificados, con un fenotipo inmaduro similar al de sus
precursores, los pre-adipocitos. Sin embargo, los mecanismos responsables de estas
modificaciones siguen siendo desconocidos. En este estudio, identificamos al receptor
tirosina quinasa RET como un nuevo modulador de la comunicacion entre la célula tumoral
mamariay el tejido adiposo.

RET es un oncogén que esta involucrado en varios tipos de cancer. En cancer de mama,
RET se encuentra sobre-expresado en aproximadamente el 40% de los tumores respecto
del tejido normal. Niveles altos de RET correlacionan con una reduccién en la
supervivencia del paciente. Se ha demostrado que la activacién de la via de sefializacion
de RET en células tumorales mamarias aumenta la proliferacién, la migracién y la
inflamacién. Durante el proceso tumorigénico dirigido por RET en la glandula mamaria,
ademas del aumento de la proliferacion de las células epiteliales, hemos observado un
estroma adiposo aberrante. En este contexto, postulamos que el potencial oncogénico de
RET en la célula epitelial mamaria implica una interaccion con el tejido adiposo. El objetivo
principal de este trabajo de tesis es comprender en profundidad los mecanismos por los
cuales RET regula el estado de madurez de los adipocitos mamarios adyacentes y como
esto puede impactar en la progresion del tumor.

Primero, utilizando un modelo de ratén transgénico inducible para la expresion de RET
establecido previamente (Ret/MTB), determinamos que la expresién aberrante de RET
durante el desarrollo de la glandula mamaria afecta la transicién normal de la lactancia al
periodo siguiente de involucidn; una etapa de alta inflamacion y remodelacién tisular.
Demostramos que RET aumenta el numero de lesiones neoplasicas mamarias
acompanadas de tejido adiposo modificado, particularmente en post-lactancia. El analisis
posterior de datos de secuenciacion de RNA de glandulas transgénicas que expresan RET,
reveld una regulacion positiva de genes involucrados en el mantenimiento del fenotipo de
pre-adipocitos, incluyendo ligandos de la familia PDGF. En concordancia, hallamos que la
expresion de RET correlaciona positivamente con PDGF-B en biopsias de tumores de
mama humanos. Luego, generamos un nuevo modelo de células tumorales mamarias
carentes de expresion de RET, editadas por CRISPR/Cas9. Utilizando este modelo, tanto
en ensayos de co-cultivos in vitro como in vivo, estudiamos el efecto de la presencia de RET
en favorecer el estado inmaduro de los adipocitos circundantes. A nivel del mecanismo,
confirmamos que PDGF-B es un factor rio abajo de la activacién de RET y pudimos
demostrar que los pre-adipocitos, susceptibles a PDGFs, son capaces de promover el
crecimiento tumoral en forma dependiente de RET. Por ultimo, utilizando experimentos de
medios condicionados e inhibidores selectivos determinamos que la sefalizacion del gje
RET/PDGF-B actua como un integrador de la comunicacion entre la célula tumoral y el
tejido adiposo mamario.

En conjunto, los resultados de esta tesis muestran que la sefializacion disparada por RET
en la célula epitelial mamaria afecta el estado de maduracion del tejido adiposo

circundante en favor de la progresion del cancer de mama.
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Impact of RET receptor signaling in tumor cells on mammary adipose tissue during
breast cancer progression

Abstract

In the mammary gland, adipocytes are the primary cellular component of the stroma.
Throughout the various stages of mammary gland development, both the epithelium and
adipose tissue undergo specifically regulated modifications. In breast cancer, it has been
observed thatthe adipose tissue adjacent to the tumor is composed of modified adipocytes
with an immature phenotype, resembling their precursors, the pre-adipocytes. However,
the mechanisms responsible for these modifications remain unknown. In this study, we
identify the receptor tyrosine kinase RET as a key modulator in the communication between
mammary tumor cells and adipose tissue.

RET is an oncogene involved in several cancer types. In breast cancer, RET is overexpressed
in approximately 40% of tumors, and high levels of RET are associated with reduced overall
patient survival. Activation of the RET signaling pathway in mammary tumor cells has been
shown to enhance proliferation, migration and inflammation. During RET-driven
tumorigenesis in the mammary gland, in addition to increased epithelial cell proliferation,
we observed aberrant adipose stroma. In this context, we hypothesized that the oncogenic
potential of RET in mammary epithelial cells involves interaction with adipose tissue. The
main objective of this thesis is to increase our understanding of the mechanisms by which
RET regulates the maturity of adjacent mammary adipocytes and how this impacts tumor
progression.

First, using a previously established inducible transgenic mouse model for RET expression
(Ret/MTB), we determined that aberrant RET expression during mammary gland
development disrupts the normal transition from lactation to the subsequent involution
period, a phase of high inflammation and tissue remodeling. We demonstrated that RET
increases the number of mammary neoplastic lesions accompanied by modified adipose
stroma, particularly in the post-lactation period. Subsequent RNA sequencing analysis of
transgenic glands expressing RET revealed upregulation of genes involved in maintaining
the pre-adipocyte phenotype, including ligands of the PDGF family. Consistently, we found
that RET expression positively correlates with PDGF-B expression in human breast tumor
biopsies. Next, we generated a new model of mammary tumor cells with RET expression
deleted via CRISPR/Cas9, which was implemented in mixed culture systems with adipose
cells. Using this model in both in vitro co-culture and in vivo experiments, we studied the
effect of RET presence in promoting the immature state of adipocytes. Mechanistically, we
confirmed that PDGF-B is a downstream factor of RET activation, and we demonstrated that
pre-adipocytes susceptible to PDGFs can promote tumor growth in a RET-dependent
manner. Lastly, using conditioned media experiments and selective inhibitors, we
determined that signaling via the RET/PDGFB axis acts as an integrator of communication
between tumor cells and mammary adipose tissue.

In summary, the findings of this thesis show that RET signaling in mammary epithelial cells
disrupts the maturation of surrounding adipose tissue, favoring breast cancer progression.

Keywords: RET, mammary gland, breast cancer, adipose tissue, PDGFs
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Elreceptor RET y los componentes de su via de sefializacion

RET (eninglés REarranged during Transfection) es el receptor tirosina quinasa (RTK) para la
familia de péptidos denominados factores neurotréficos derivados de la glia (GDNF). Estos
ligandos se unen a RET junto con la familia de co-receptores de los receptores de GDNF
(GFRa 1-4), los cuales suelen estar anclados a la membrana, pero también existen en
forma soluble (Mulligan 2014). Los GFRa forman homodimeros que son reclutados por
GDNF o los ligandos alternativos (NRTN, ARTN, PSPN) formando un complejo de alta
afinidad, el cual luego interactua y activa a homodimeros de RET (Figura I1). Rio abajo, a
través de su actividad tirosina quinasa, RET activa por fosforilacién (p) numerosas vias de
sefializacion intracelular, entre ellas quinasas pertenecientes a vias oncogénicas
canodnicas relacionadas con proliferacién, diferenciacion y migracion celular (Mulligan
2014) como las MAPK, ERK, JNKy p38, o la quinasa FAK (Chiariello et al. 1998; Ivan Plaza-
Menacho et al. 2011).

Tanto en humanos como en ratdn, el gen de RET (RET o Ret, respectivamente) codifica para
tres isoformas proteicas (RET9, RET43 y RET51) las cuales difieren en sus dominios
carboxilo-terminales y en sus residuos tirosina quinasa (Figura 11). RET51 representa la
forma completa, o full length, de la proteina, es decir que posee todos los residuos
susceptibles a fosforilacién, y junto con RET9 constituyen las isoformas mas abundantes
en los tejidos en general (Ibafiez 2013) y en lineas celulares mamarias tumorales humanas
(Boulay et al. 2008).

A B
GDNF  NTRN ARTN PSPN GDNF
o PYS Y GDNF Y
& &8 &8 & i} &o
Cadbherin-like i } l ‘
domains | () >
= = PN GFRa
- ) I family
Cysteine-rich = A () | members
domain \. 4 \ 4 \ 4
Transmembrane ] T T
domain a
: GFRol  GFRo2 GFRo3 GFRo4 GFRo1 Lipid -
raft
Tyrosine kinase
domain

Isoform-specific
tails

Figura I1. El receptor RET, sus ligandos y co-receptores. (A) RET es un receptor transmembrana
del tipo tirosina quinasa. Posee un dominio extracelular, un dominio transmembranay un dominio
con actividad tirosina quinasa intracelular. En el extremo carboxilo, el RET humano tiene tres
secuencias de aminodcidos alternativas, que se generan por splicing alternativo, y las proteinas
producidas se denominan RET9, RET43 y RET51. RET es el receptor para los factores neurotréficos
derivados de la glia (GDNF), que incluyen GDNF, neurturin (NTRN), artemin (ARTN) y persepin
(PSPN); y otros mas estudiados en neurogénesis como BDNF. Cada uno de estos ligandos
interactla con RET a través de un co-receptor (GFRa) que consiste en dos o tres dominios proteicos
globulares unidos a la membrana celular (o en sus versiones solubles). (B) El ligando se une a
dimeros de co-receptores GFRa para formar un complejo homodimérico, que luego recluta a RET.
Una vez unidos al complejo ligando/co-receptor, los cambios conformacionales facilitan la
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asociacion de los mondmeros de RET a través de los dominios homdlogos a cadherinay conducen
a la dimerizacion del receptor, su autofosforilacion (P) y la fosforilacion de moléculas de
sefalizacidn rio abajo (p). Adaptacion de (Mulligan 2014).

En la fisiologia normal, RET se expresa en las células precursoras de la cresta neural y del
tracto urogenital donde cumple un rol esencial durante el desarrollo (Ibafez 2013). En
tejidos adultos de ratdn, éste receptor se expresa en cerebro y en glandulas salivales (De
Groot et al. 2006). En tejido mamario humano, tanto RET como el co-receptor GFRa1y su
ligando GDNF se expresan en niveles muy bajos o indetectables (Esseghir et al. 2007).
Previo al desarrollo de esta tesis, no existian reportes publicados acerca de la expresién de
los co-receptores o de los ligandos alternativos de RET en tejido mamario murino, ni de la
expresion de RET durante las distintas etapas del desarrollo de la glandula mamaria. En
estos aspectos, la realizacidon de los experimentos de la primera parte (Parte I) de este
trabajo y los resultados obtenidos representan una contribucion original (Vallone et al.
2022).

RET en cancer

Se han identificado varias mutaciones puntuales en el gen de RET relacionadas con
neoplasias enddcrinas multiples (Mulligan 2014). Sin embargo, la primera manifestacion
clinica de la funcidon oncogénica de RET fue identificada como re-arreglos génicos en
carcinoma de tiroides (Grieco et al. 1990). En este tipo de tumor, la activacidon constitutiva
de la senalizacion de RET es producida por la presencia de una mutacion de alta frecuencia
(50-100% de los casos dependiendo de la cohorte de pacientes analizados) que genera una
proteina de fusion, denominada RET-PTC, la cual es responsable de la activacién de RET
independientemente de la unién del ligando (Grieco et al. 1990). Con el avance en los
estudios de secuenciacidn masiva en muestras de tumores de pacientes, se han
identificado numerosos rearreglos génicos que dan lugar a distintas proteinas de fusién
con RET, altamente frecuentes en adenocarcinomas de pulmén (Kohno et al. 2012) y colon
(Rolle et al. 2015). Sin embargo, en cancer de préstata, pancreas y en cancer mamario las
mutaciones en el gen de RET solo se presentan en un bajo porcentaje, menor al 1%
(Stransky et al. 2014). En cancer de mama, independientemente de la presencia o no de
mutaciones, los niveles de expresion de RET se encuentran elevados respecto del tejido
normal (Esseghir et al. 2007; Gattelli et al. 2013).

La sefalizacion de RET ha sido estudiada, para los distintos tipos de cancer, tanto in vitro,
mediante cultivo de lineas celulares tumorales (Esseghir et al. 2007; Gattelli et al. 2013;
Boulay et al. 2008), como in vivo, utilizando diferentes modelos pre-clinicos de cancer en
ratén (Gattelli et al. 2013; 2018; Andreucci et al. 2016). Para estos ultimos se han utilizado
tanto ratones transgénicos, especialmente disefiados para que contengan en su genoma,
porejemplo, elreceptor RET con mutaciones activantes (Jhiang et al. 1998), como modelos
de trasplantes de lineas celulares tumorales portadoras de RET mutado o wild-type (WT).
En el contexto de la formacion y progresion del tumor, la activacién de RET conduce a la
supervivencia y proliferaciéon de las células tumorales, asi como a su migracién y
diseminacion en 6rganos secundarios (metastasis) (Gattelli et al. 2013; Drilon, Lin, et al.
2018; Jagust et al. 2024).
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Ademas de la activacion de varias de las quinasas oncogénicas rio abajo, se ha reportado
que en particular en células tumorales de tiroides 0 mamarias, el aumento de la actividad
RET en las células tumorales estimula un patron de expresion génica inflamatorio que
conduce a la produccién de citoquinas, como el factor de necrosis tumoral TNFa y las
interleuquinas pro-inflamatorias ILB1 e IL6 (Grieco et al. 1990; Gattelli et al. 2013). Esta
sefalizacion, va acompafada generalmente por la activacion de factores de transcripcion
relevantes en oncogénesis e inflamacién como los factores de la familia STAT (del inglés
Signal Transducers and Activators of Transcription) (Grieco et al. 1990; Hwang et al. 2004;
Borrello et al. 2005; Y. R. Kim et al. 2008).

Se han explorado diversas estrategias y terapias para tratar los canceres impulsados por
RET. Durante la ultima década, ha habido un gran desarrollado de inhibidores de la
actividad quinasa de varios RTKs, incluyendo RET. Por ejemplo, cabozantinib, vandetanib,
lenvatinib, sorafenib y sunitinib, inhiben la actividad de RET pero también de otros RTKs, y
se han probado en canceres con alteraciones en RET (Thein et al. 2021). Sin embargo, su
eficacia ha sido limitada y, a menudo, acompafnada de toxicidades significativas que
impactaron negativamente en la calidad de vida de los pacientes, lo que llevo a la
interrupcion de su uso (Drilon, Hu, et al. 2018). Recientemente, la FDA de aprobé dos
inhibidores selectivos de RET (pralsetinib y selpercatinib) para el tratamiento del cancer de
pulmén y de tiroides, lo cual ha revitalizado la investigaciéon en canceres asociados a
alteraciones en RET (Thein et al. 2021).

En particular, pralsetinib (BLU-667) es un inhibidor que fue disefiado especificamente para
bloquear de forma selectiva las alteraciones oncogénicas de RET, que se observan
principalmente en cancer de tiroides y de pulmén (Subbiah et al. 2018). Actualmente no
hay reportes donde se lo utilice para inactivar la forma no mutada de RET, presente en
cancer de mama, pero se ha propuesto que podria ser eficiente (J. Wu and Subbiah 2023).

El cancer de mama

El cancer de mama es el tipo de tumor mas comun en mujeres en todo el mundo, con una
incidencia de 2,3 millones de casos diagnosticados sélo en 2022. La mortalidad por este
tipo de cancer también es la mas alta en la poblaciéon femenina mundial (Bray et al. 2024).
En Argentina, es el tipo de tumor mas comun en mujeres, con una tasa estimada de
incidencia de 71,2 casos por cada 100.000 mujeres, tal como lo indican los datos
aportados por el Instituto Nacional del Cancer (Instituto Nacional del Cancer, 2022).

Simplificadamente, en base a la deteccién de proteinas especificas por ensayos
inmunohistoquimicos (IHC), es posible clasificar a los tumores mamarios en 4 subtipos:
luminal A, luminal B, basaly HER2 (Perou et al. 2000). Los tumores luminales son positivos
tanto para la expresién del receptor de estrégenos (ER) como el receptor de progesterona
(PR) y representan el 70% de los pacientes (ER+PR+). Por otro lado, el subtipo basal,
conocido como triple-negativo, se caracteriza por ser negativo para la expresién de los tres
receptores (ER'PR'HER2’), y aunque es el mas agresivo y metastasico, representa solo el
10-20% de los casos. Por ultimo, el subtipo HER2 es menos abundante y se caracteriza por
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poseer la amplificacion y alta expresion del receptor HER2, otro RTK similar a RET,
codificado por el gen ERBb2 (Sgrlie 2007).

Al desarrollarse en un érgano que no es vital para la supervivencia de la mujer afectada, la
remocioén quirdrgica del tumor primario es una operacion de bajo riesgo y la intervencion
indicada para la paciente. Antes o después de la cirugia, dependiendo del subtipo tumoral
que resulte del analisis de la biopsia, se indica la terapia aimplementar. En muchos casos,
existen limitaciones y resistencia a las terapias disponibles en la clinica, lo cual se refleja
en la alta tasa de mortalidad de la enfermedad. Las pacientes con cancer de mama que
sufren resistencia terapéutica suelen tener recaidas y pueden desarrollar metastasis, lo
cual empeora el cuadro clinico. Por lo tanto, encontrar claves moleculares que permitan
comprender los mecanismos involucrados en la generacion de lesiones pre-neoplasicasy
la progresion de éstas, permitira disefar alternativas mas efectivas de tratamiento contra
nuevos receptores para combatir el cancer de mama.

RET en cancer de mama

Como se menciond anteriormente, las mutaciones en el gen de RET no son frecuentes en
cancer de mama humano (Kan et al. 2010), sin embargo, los niveles de expresion de este
receptor se encuentran elevados en aproximadamente el 40% de los tumores de mama
con respecto al tejido mamario normal (Esseghir et al. 2007; Gattelli et al. 2013) (Figura 12).
La expresion de RET se asocia mayormente a tumores del tipo ER+, lo cual es consistente
con el hecho de que es considerado un gen regulado por la activacion del ER (Boulay et al.
2008; |I. Plaza-Menacho et al. 2010; Tozlu et al. 2006). Por otro lado, niveles altos de
expresion de RET se correlacionan con un peor pronéstico del paciente
independientemente del subtipo del tumor (Gattelli et al. 2013) y, tumores que han
resultado resistentes a la terapia que bloquea la senalizacion de los estrogenos (terapia
endécrina) comunmente utilizada en la clinica, como el tamoxifeno (Fisher et al. 1998),
poseen niveles mas altos de RET (l. Plaza-Menacho et al. 2010) y presencia de mutaciones
especificas en este receptor (Figura 12). Recientemente se ha demostrado que la
sefalizacion de RET tiene un rol central en las metastasis de cerebro de tumores ER+,
favoreciendo la colonizacidn y el crecimiento del tumor en ese nicho especifico (Jagust et
al. 2024; VareSslija et al. 2019).

En cuanto a las vias de sefalizacién activadas por RET en cancer de mama, ademas de los
factores STATSs, el ER es otro factor de transcripcién relevante que se activa rio abajo de la
sefalizacion de RET (I. Plaza-Menacho et al. 2010). En resumen, no solo la activacién del
ER promueve la actividad de RET, como se menciond previamente, sino que la activacién
de RET promueve la actividad del ER. De este modo, la activaciéon de RET habilita la
estimulacién de genes que responden a los estrégenos pero en ausencia de ellos, lo que
contribuye a la resistencia endocrina (Pecar et al. 2023; Nigro, Rusmini, and Ceccherini
2019). Las interacciones entre RET y el ER es un campo de estudio sumamente complejoy
aun en estudio.
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Figura 12. Alteraciones de RET en cancer de mama y la contribucion de sus vias de sefializacion
a la tumorigénesis. (A-B) En el cancer de mama, RET esta sobre-expresado en comparacién con el
tejido mamario normal. La activacion de RET requiere dimerizacion con co-receptoresy ligandos de
la familia GDNF, pero también puede ocurrir en ausencia de ligandos, debido a mutaciones que
favorecen su activacion constitutiva. (C) Ademas, en un pequeio porcentaje de tumores mamarios
se han hallado mutaciones activadoras. (D) Tras la recurrencia a la enfermedad, debido a la
resistencia a la terapia endocrina, los niveles de RET aumentan aun mas y se han descripto
mutaciones especificas (E511K, C634R/F o V804M). La sefalizacidn activada por RET incluye vias
de quinasas oncogénicas canonicas (MAPK/ERK, PI3K-AKT/mTORy FAK) y la activacién de factores
de transcripcion relevantes en oncogénesis mamaria como las proteinas pro-inflamatorias STATs o
el receptor de estrégeno (ER), que contribuyen a la proliferacién y migraciéon tumoral y a la
resistencia endocrina. Adaptado de (Gattelli et al. 2020).

Respecto de los otros componentes de la via de sefializacion de RET, los ligandos de la
familia GDNF estan presentes y desempefian un papel clave en la progresién tumoral en
cancer de mama. Ademas de RET, varios reportes indican que el co-receptor GFRa1 y el
ligando GDNF se encuentran sobre-expresados en cancer de mama (Esseghir et al. 2007).
Mientras que PSPN es en general indetectable, NRTN y ARTN se expresan en los tumores
mamarios (Gattelli et al. 2018; 2020). Por otro lado, ARTN se ha vinculado al cancer de
mama de subtipo luminal ER+ y su expresidon se asocia a la resistencia a la terapia
enddcrina (Kang et al. 2010). Respecto de los otros ligandos, ambos, GDNF y ARTN estan
asociados con un mayor potencial de proliferaciéon y migracién celular, asi como con la
supervivencia de las células tumorales (Gattelli et al. 2013; I. Plaza-Menacho et al. 2010;
Kang et al. 2010).
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Modelo tumoral mamario de ratén transgénico Ret/MTB

Para investigar in vivo la funcién oncogénica de RET en la glandula mamaria, nuestro grupo
ha desarrollado un modelo de ratdn transgénico inducible denominado Ret/MTB (Gattelli
et al. 2018) (Figura 13). En este sistema (Gunther et al. 2002) la forma no mutada del gen
Ret51 humano fue clonada e introducida rio abajo del promotor minimo inducible por el
antibidtico tetraciclina (TetO-Ret). Ademas, contiene una secuencia IRES-luciferasa (Luc)
que se utiliza como gen reportero de la induccion del transgén. Estos ratones que
contienen la secuencia TetO-Ret (Ret/-) se cruzan con los ratones de la linea transgénica
MMTV-rtTA (MTB/-), los cuales expresan el transactivador del promotor TetO dependiente
de tetraciclina (rtTA) bajo el promotor del MMTV (Mouse Mammary Tumor Virus), el cual
otorga la especificidad de la expresion en el epitelio mamario. Ambos ratones son de
background genético de la cepa FVB/N. De este modo, se genera la progenie bitransgénica
Ret/MTB (Figura I3).

Este mismo sistema (Gunther et al. 2002) ha sido utilizado para estudiar el efecto de varias
proteinas oncogénicas como MYC y HER2 en la glandula mamaria (Blakely et al. 2005;
Moody et al. 2002). En nuestro caso, la expresion de RET es inducida mediante la ingesta
del antibiético analogo de tetraciclina, doxiciclina (DOX), contenida en el agua de bebida
de los ratones: en presencia de DOX, el rtTA cambia de conformacién y se une a su
promotor, de modo que la expresién de RET y Luc es inducida en el epitelio de la glandula
mamaria. Bajo administracién de DOX, los niveles de RET en las glandulas pueden ser
monitoreados in vivo usando bioluminiscencia, midiendo la actividad luciferasa luego de
la inyeccidn intraperitoneal de luciferina, o bien luego de las autopsias de los ratones
correspondientes detectando la expresion de RET en muestras de tejido mamario
mediante ensayos de Western blot (WB) con anticuerpos especificos (Figura 13).
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Figura I3. Modelo tumoral inducible de ratén transgénico Ret/MTB. (A) El gen de RET57 humano
(hRet517) fue clonado a partir de células tumorales humanas MCF7 e introducido rio abajo del
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operador minimo de tretraciclina (TetO). Un sitio IRES-luciferasa (Luc) se introdujo como gen
reportero de la expresion del transgén. Para generar los animales bitransgénicos (Ret/MTB), los
ratones conteniendo la secuencia TetO-Ret (Ret/-) fueron cruzados con la linea transgénica MMTV-
rtTA (MTB/-), la cual expresa constitutivamente la proteina transactivadora del promotor TetO (rtTA)
en las células del epitelio mamario. Mediante el agregado de doxiciclina (DOX) al agua de bebida de
los ratones Ret/MTB, el rtTA cambia de conformacion y puede unirse a su promotor; asi la expresién
de RETy Luc es inducida en la gldandula mamaria. (B) Imagenes representativas de bioluminiscencia
que muestran el monitoreo de la expresion del transgén mediante la deteccion de la actividad de
Luc en un tumor, producido por el tratamiento de DOX durante 5 meses (+DOX 5m), y en las
glandulas mamarias de ratones Ret/MTB virgenes bajo 1 semana de tratamiento con DOX (+DOX
1w). Ratones sin tratamiento de DOX fueron usados como control negativo. (C) La expresion de RET
fue corroborada mediante ensayos de WB usando anticuerpos especificos sobre lisados proteicos
de tejido mamario de los ratones hembra bitransgénicos Ret/MTB y los controles indicados, bajo
tratamiento de DOX (+) o no (-). El lisado de células MCF7 fue usado como control positivo de la
expresion de RET humano. Adaptado de (Gattelli et al. 2018).

Utilizando este modelo de ratones transgénicos Ret/MTB, nuestro grupo demostré por
primera vez la funcién oncogénica de la forma no mutada de RET en el epitelio mamario
(Gattelli et al. 2018). La expresion cronica (4-8 meses de induccion) de RET en la glandula
mamaria genera tumores mamarios (Figura 13) (Gattelli et al. 2018). Los tumores Ret/MTB
expresan RET en su forma activa (fosforilada) mostrando ademas expresion de algunos
ligandosy co-receptores (Gattelli et al. 2018). La caracterizacion de estos tumores sumada
al analisis de secuenciaciéon masiva de RNA (RNAseq) del tejido tumoral mostré que estos
tumores poseen caracteristicas similares a los tumores luminales humanos (Sorlie et al.
2003): expresan niveles relativamente bajos de HER2 (sin amplificacién), son positivos
para ERy negativos para PR (ER+PR-), y son resistentes a la terapia enddcrina (Figura 14).

C tm‘. = B Pam50 score
T1 Basal 0,34
T11 Normal 0,35
T12 LuminalA 0,43
T15 LuminalA 0,55
T16 LuminalA 0,59
T18 LuminalA 0,52

'../

Figura I4. Caracteristicas de los tumores inducidos por RET en el sistema transgénico Ret/MTB.
(A) Se muestra la morfologia por tincién con hematoxilina y eosina (H&E) de un corte de tumor
representativo y distintas inmunotinciones de receptores de interés sobre el tejido tumoral (Ret,
Her2/ErbB2, ERy PR). Se utilizd un corte perteneciente a un tumor MMTV-Neu/ErbB2 como control
positivo de ErbB2. (B) Resultados del analisis de la expresion génica global de tumores Ret/MTB
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respecto de los subtipos de cancer de mama. El RNA de fragmentos de 6 tumores primarios
independientes se obtuvo utilizando el kit RNeasy Mini (Qiagen) y se sometid a secuenciacion
profunda utilizando llumina HiSeq 2500 (GSE83897). Para predecir los subtipos intrinsecos de
tumores, se realizé una agrupacion jerarquica de los tumores Ret/MTB basada en perfiles globales
de secuenciacién de RNA utilizando el modelo de PAM50. Se indican las puntuaciones de cada
correlacion. Adaptado de (Gattelli et al. 2018).

En este sistema, previo al desarrollo de los tumores (2 meses de induccidn), la expresion
de RET en los ratones produce hiperplasias mamarias (Gattelli et al. 2018). Respecto a las
hembras del grupo control (MTB/-), las hembras Ret/MTB muestran glandulas mamarias de
mayor tamano, observado por montaje de drgano completo o Whole-Mount (WM); con
abundantes ramificaciones laterales, lo que resulta en un aumento significativo del area
cubierta por conductos y grasa circundante (Figura I5A). Estas hiperplasias mamarias
exhiben un aumento significativo de marcadores de proliferacién en las células epiteliales,
visualizada por ensayos de IHC con anticuerpos especificos para histona 3 fosforilada en
serina 10 (pS10H3), lo que indica una mayor proliferacién celular promovida por la
expresion de RET, en comparacién con las glandulas control (Figura I15B) (Gattelli et al.
2018)

Ademas delincremento en la proliferacién celular, las hiperplasias y lesiones neoplasicas
producidas por la sobre-expresién de RET exhiben en ciertas regiones un tejido adiposo
estromal aberrante, compuesto por adipocitos de tamano variable y abundante fibrosis, lo
que puede observase en cortes histoldgicos tefiidos con hematoxilina y eosina (H&E)
(Figura I5C). Estas primeras observaciones resultaron relevantes, ya que sugieren que el
proceso tumorigénico dirigido por RET en la célula tumoral involucra modificaciones del
tejido adiposo mamario circundante. En esta direccidn, las investigaciones de la segunda
y tercer parte (Parte Il y lll) de este trabajo de tesis implican una contribucién novedosa
(Vallone et al. manuscrito en preparacién).
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Figura 15. Caracteristicas de las hiperplasias y lesiones mamarias inducidas por RET en el
sistema transgénico Ret/MTB. (A) Hembras adultas tratadas durante 2 meses con doxiciclina
(DOX) muestran hiperplasias mamarias. Se muestra el examen morfolégico por WM. Se indica la
cuantificacion del area cubierta por ductos. (B) Se muestran cortes histolégicos de IHC para el
marcador de proliferacion pS10H3. Se indica la cuantificacidn de la tinciédn. Adaptado de (Gattelli et
al. 2018). (C) Se muestra la morfologia observada en tinciones de H&E sobre las hiperplasias
mamarias generadas por RET en el sistema Ret/MTB (AT: tejido adiposo, D: ducto mamario).

En la glandula mamaria, el tejido adiposo es el principal componente del microambiente
estromal. Por lo tanto, en el contexto del cancer de mama, las células tumorales se
encuentran en estrecho contacto con el tejido adiposo, el cual sufre modificaciones. Los
estudios en modelos animales y muestras humanas han demostrado que los adipocitos
cercanos al tumor sufren cambios significativos en su estructura y funcién, afectando la
progresion tumoral. Comprender en profundidad la comunicacién entre la célula tumoral
mamaria y el tejido adiposo es relevante a la hora de identificar nuevas moléculas de
interaccién que podrian resultar en nuevos blancos terapéuticos para combatir el cancer
de mama.
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Hipotesis y Objetivos



El receptor RET ha sido identificado como un oncogén en el epitelio mamario.
Considerando las caracteristicas de la glandula mamaria, que implican una estrecha
interaccion entre las células epiteliales mamarias y los adipocitos circundantes, tanto en
condiciones fisioldgicas como patoldgicas, y a partir de las observaciones obtenidas en
nuestro modelo transgénico, en el que las lesiones neoplasias inducidas por RET en la
glandula mamaria exhiben un tejido adiposo aberrante, nuestra Hipotesis es que el
proceso tumorigénico mediado por RET en las células tumorales involucra una modulacién
del estado de madurez del tejido adiposo en el microambiente mamario.

El Objetivo generalde la tesis es comprender los mecanismos por los cuales RET,
presente en la célula tumoral, regula la interaccidon del tumor con el tejido adiposo

mamario y como esto puede impactar en la progresion tumoral.

En cada una de las partes del presente trabajo, nos propusimos abordar los
siguientes Objetivos especificos:

Objetivo 1. Investigar la expresion de RET y las caracteristicas de las lesiones neoplasicas
inducidas por él durante el desarrollo de la glandula mamaria (Parte ).

Objetivo 2. Determinar el impacto de la sefializaciéon de RET en la célula tumoral sobre el
estado de diferenciacién del tejido adiposo mamario (Parte Il).

Objetivo 3. Comprender el mecanismo de interaccién entre la célula tumoral y el tejido
adiposo en el contexto de RET (Parte Il1).
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Lineas celulares

Se utilizaron las siguientes lineas celulares positivas para la expresion de RET (RET+):
células humanas tumorales MCF7 y T47D (ER+PR+), células tumorales murinas EO771
(ER+PR-) y J110 (ER+PR+). Ademas se utilizaron las células HEK-293T para la produccioén
de vectores lentivirales, y una linea de pre-adipocitos (PA), desarrollada en el laboratorio
de nuestra colaboradora la Dra. Guadalupe Sabio (CNIO, Espafia), producida a partir de la
inmortalizacion del cultivo primario de células adiposas mamarias murinas (Matesanz et
al. 2017). Lalinea PA puede diferenciarse a adipocito maduro (Matesanz et al. 2017), lo que
se encuentra detallado mas adelante.

Las MCF7, T47D e EO771 fueron cultivadas en DMEM alta glucosa (Gibco), 10% SFB
(Internegocios), 1% penicilina/estreptomicina (Gibco). La linea J110 fue cultivada en
DMEM/F12 (Gibco), 5% SFB, 50ug/ml gentamicina (Gibco). Las células HEK-293T se
cultivaron en DMEM/F12, 10% SFB, 1% penicilina/estreptomicina, y la linea de PA en
DMEM/F12, 8% SFB, 1% penicilina/estreptomicina. Los medios de cultivo utilizados fueron
suplementados con glutamina semanalmente (2mmol/L), y en todos los casos las células
fueron controlada para la ausencia de micoplasma mediante PCR con primers especificos
y cultivadas en placas de plastico convencionales (Next, Corning) en una estufa a 37°Cy
5% de CO..

Generacion de lineas celulares editadas para la expresion de RET (RET-KO)
Trabajamos en la generacion de dos modelos murinos carentes de la expresion de RET o
knock out (KO) mediante el sistema CRISPR/Cas9. Para ello, utilizamos las lineas EO771y
J110, ambas utilizadas anteriormente por el grupo (Bottos et al. 2016).

1. Generacion del sistema CRISPR/Cas9 en células EO771yJ110

Como parte de un proyecto multidisciplinario con el Dr. Juan Pablo Fededa (IIB-CONICET,
UNSAM) y el Dr. Manuel de La Mata (IFIBYNE-CONICET, UBA), y la participacion del Dr.
Marcos Palavecino (IFIBYNE-CONICET, UBA), se generaron los plasmidos necesarios para
establecer las lineas EO771 y J110 con expresidn constitutiva de la nucleasa Cas9 (EO771-
Cas9y J110-Cas9) acoplada a la proteina fluorescente GFP (GFP-Cas9) o Tomato (TOM-
Cas9). Simplificadamente, el sistema utilizado constd de dos plasmidos: uno conteniendo
la nucleasa Cas9 asociado a una proteina fluorescente, y otro, gue contenia la secuencia
de cada single guide RNA (sgRNA). Para ello, se utilizaron los plasmidos comerciales Ruc-
GFP (Addgene) para la generacion del plasmido que contiene la Cas9-GFP (o Cas9-Tom,
con clonados adicionales), y RucTom (Addgene) y pCl Neo (Addgene) para la generacion
del vector Lentiguide Neor, en el cual se clonaron las distintas sgRNAs (Figura M1). De
manera resumida, luego de los subclonados necesarios hasta obtener las construcciones
deseadas, las mismas fueron introducidas en vectores lentivirales, como se describira
mas adelante, y cultivos celulares fueron infectados y posteriormente seleccionados por
florescencia, para verificar la incorporacion del pldsmido Cas9-GFP, o mediante el uso de
antibioticos, para el Lentiguide Neor.
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Figura M1. Esquema general del plasmido lentiviral utilizado para la generacion de virus
conteniendo las sgRNAs. Mapa del plasmido Lentiguide Neor utilizado para clonar las sgRNAs
contra el gen de Rety posterior produccion de lentivirus en células HEK-293T.

Las células EO771y J110 positivas para GFP-Cas9 o TOM-Cas9 se enriquecieron mediante
clasificacion celular de un solo evento activada por fluorescencia (FACS) utilizando un
FACSAria Il (Becton Dickinson, San José, CA) con dos laseres, de 488 y 633 nm. Solo se
utilizaron células con una media de 99% de verde, lo cual se logré después de 3 rondas de
clasificacion (pools); también se aislaron clones individuales mediante el método estandar
de dilucion limite. Las lineas clonales generadas (clones), Cas9-GFP y Cas9-Tom, se
evaluaron in vivo mediante inyecciones subcutaneas en la almohadilla de grasa o fat pad
de ratones hembra (C57BL/6 o FVB/N, para EO7710J110, respectivamente) para confirmar
que el crecimiento tumoral fuera similar al de la linea parental (Figura M2).

Observamos que mientras la linea EO771-Cas9 (TOM o GFP) se comporta de manera
similar a su parental (WT) respecto del crecimiento tumoral (Figura M2A), la linea J110-
Cas9 no genera tumores in vivo, independientemente del fluoroforo, como si lo hace la
linea J110 parental (Figura M2B). Especulamos que este efecto puede deberse a que la
proteina Cas9, o bien las proteinas fluorescentes (TOM y GFP), producen una reaccién
inmunologica por la cual las células tumorales son erradicadas, evitando el crecimiento
del tumor, lo cual se ha descripto en algunas cepas de ratén (Grzelak et al. 2022).
Resultados similares de rechazo in vivo se obtuvieron en el laboratorio durante la edicion
de células 4T1 (4T1-Cas9) al ser inyectadas en ratones hembra BALB/c (parte de otro
proyecto). Por lo tanto, decidimos continuar con el uso de la linea EO771 en nuestras
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investigaciones.
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Figura M2. Ensayos de crecimiento tumoral in vivo de lineas celulares murinas como modelo
de tumores ER+ endécrino resistentes. Se muestran las curvas de crecimiento tumoral en funcién
del tiempo de tumores generados en ratones hembra (5-8 semanas de edad) C57BL/6 (A) o FVB/N
(B) por inyeccion subcutédnea de 1x108 células parentales (WT, n=6) o editadas (TOM-Cas9, n=8;
GFP-Cas9, n=8) llevando las correspondientes proteinas fluorescentes (GFP o TOM) acopladas a
Cas9.

2. Disenfo de single guides RNA (sgRNAs) para el gen de RET

Se disefaron dos sgRNAs alternativas complementarias (sg1RET y sg2RET, nombradas
como Ret_gRNA162 y Ret_gRNAR3) a la secuencia del exén 2 del gen de Ret murino (Gene
ID: 19713) (Figura M3). Estas secuencias de 20 pares de bases aproximadamente guiaran
alanucleasa Cas9 a la regidon del gen donde se desea realizar el corte doble cadena (Tabla
M1). Se disefaron también primers complementarios (nombrados como
Ret_CheckPCR_Fwy Ret_CheckPCR_Ryv) a las regiones intronicas flanqueantes al exén 2,
para verificar luego la edicién mediante el ensayo de T7 endonucleasa, que se describira
mas adelante (Figura M3).

A
[ehs (1) CETNINN oA SIS oo W [P 6aB5 | [ 6aD1 1 6aDs ] IRl a1 B o> [Reilic2l6aca]
B
Your Sequence from Blat Search
Ret_CheckPCR_Fw |
RET_gRNA162|
RET_gRNA162|
Ret_sgRNA3|
Ret_sgRNA3|
Ret_CheckPCR_RV |
Ret <} P
C Ret <k} P

Your Sequence from Blat Search
RET_gRNA162 [}
RET_gRNA162 |}
Ret_sgRNA3 [}
Ret_sgRNA3 |}
Ret_CheckPCR_RV [l

Ret_CheckPCR_Fw [}

Figura M3. Esquema de ubicacién de las sgRNAs y primers de verificacion sobre el gen de Ret.
(A) Se indica el esquema indica las distintas regiones del cromosoma 6 murino y la ubicacion del
gen de Ret (rojo). (B) Se muestra el esquema del gen de Ret a mayor aumento donde se indica la
direccionalidad del gen y los distintos fragmentos exdnicos e intrénicos. Se muestran dos de los
transcriptos producidos por el gen. (C) Esquema que muestra la ubicacion de las sgRNAs con
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respecto a la secuencia del exdn 2 de Ret y la de los primers de chequeo, complementarios a las
regiones intrénicas flanqueantes a dicho intrén.

Nombre sgRNA Secuencia sgRNA Oligo clonado (sgRNA+adaptadores)
RET_gRNA_162 Fw | TCTATGGCGTCTACCGTACA CACCGTCTATGGCGTCTACCGTACA
RET_gRNA_162 Rv \ TGTACGGTAGACGCCATAGA AAACTGTACGGTAGACGCCATAGAC

Ret_sgRNA3 Fw CATGCCCTACGGGATGCCCC CACCGCATGCCCTACGGGATGCCCC
Ret_sgRNA3 Rv GGGGCATCCCGTAGGGCATG AAACGGGGCATCCCGTAGGGCATGC

Nombre primer Secuencia
Ret_CheckPCR_Fw \ AAGCAACTGCCTTTACCCTGT
Ret_CheckPCR_RV \ TCGATGTTTTCCCCATCCCCA

Tabla M1. Secuencias de las sgRNAs para editar el gen de RET y los primers utilizados para
verificar la edicion. En negrita se indicas las secuencias adaptadoras que se utilizaron para ligar
las sgRNA al plasmido.

3. Generacion de los plasmidos conteniendo sgRNAs y produccidn de las particulas
lentivirales

Para la generacion de los plasmidos conteniendo las sgRNAs para RET se llevd a cabo el
protocolo ampliamente utilizado y publicado por el laboratorio del Dr. Zhang (Shalem et al.
2014; Sanjana, Shalem, and Zhang 2014). Se llev6 a cabo la digestion y desfosforilacion del
plasmido Lentiguide Neor, producido previamente, con las enzimas Bbsl (Thermo Fisher)y
FastAP (Thermo Fisher), respectivamente. Luego, purificamos el plasmido digerido y
realizamos el apareamiento o annealing y la fosforilaciéon de las secuencias sgRNAs
complementarias. Por ultimo, se ligaron las sgRNAs con el plasmido digerido y se
transformaron células electrocompetentes de E. coli de la cepa Stbl3 (produccién
IFIBYNE), apropiada para la produccién de vectores lentivirales.

Las transformaciones se realizaron por electroporacion. Para ello, se mezclaron 1-5 pl de
la ligacion/plasmido en un tubo de microcentrifuga con las bacterias y se incubaron en
hielo por 10-30 minutos; luego se electroporaron, se agregd 950 ul de LB y se permitio su
recuperacion por 30-45 minutos. Finalmente, se sembraron las bacterias en una placa de
LB Agar con ampicilina (Bago). Las preparaciones de DNA plasmidico de pequefia escala
(miniprep) se realizaron usando un kit de extraccion siguiendo el protocolo del fabricante
(GE HealthCare). Luego se cuantificaron las muestras a partir de la medicidon de su
absorbancia a 260 nm con un espectrofotémetro (Nanodrop) y se enviaron para su
secuenciaron (Macrogen) para confirmar su correcto clonado. Sélo se utilizaron los
plasmidos en los cuales se haya confirmado la ausencia de mutaciones.

Las particulas lentivirales se produjeron en células HEK-293T con los vectores de
empaquetamiento pMD2.G (Addgene #12259) y pCMVR8.74 (Addgene #22036). Para ello,
2,5%x10° células se plaquearon en placas de 60 mm, al dia siguiente se trataron con
cloroquina y se transfectaron con polietilenimina (PEI) con los plasmidos que contenian
las sgRNAs, junto con los plasmidos de empaquetamiento (Tabla M2). Entre 4 y 6 horas
posteriores se cambid el medio celular para finalizar las transfecciones. Luego de 48 horas,
se colectaron los sobrenadantes, se filtraron mediante filtros de 0,48 umy se utilizaron en
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titulos bajos (MOI<0.5) para infectar células EO771-Cas9.

Incubacion 30°-60’ pre-transfeccion Volumen por reaccion
Cloroquina (ul) \ 1
DMEM/F12 10% SFB (ml) \ 2
Transfeccion Volumen/cantidad por reaccion

DMEM/F12 0% SFB (ul) \ 400

pMD2.G (ug) \ 0,6

pCMVR8.74 (ug) \ 1,2

PEI (ul) 18

sgRNA-LentiNeo (ug) 2,5

Tabla M2. Condiciones utilizadas para la produccién lentiviral. Se detallan en la tabla las
condiciones y volumenes utilizados para la transfeccion de HEK-293T y produccién de lentivirus
conteniendo las sgRNAs.

4. Infeccion de células EO771-Cas9y establecimiento de las lineas RET-KO y RET-WT.
Infectamos células EO771-Cas9 con las particulas lentivirales obtenidas como se

describié previamente, las cuales contienen las sgRNAs disefiadas para editar el gen de
Ret, o bien el vector vacio como control. De este modo se promueve la insercién de las
sgRNAsy el gen de resistencia a G418 en elgenoma de las células. Para ello se plaquearon
20.000 células en una placa de 24 pocillos y al dia siguiente se infectaron con los virus
agregando Polybrene, para aumentar la eficiencia de las trasduccion viral. Las infecciones
se realizaron por 5 horas y luego se seleccionaron las células con el agregado de G418
(Goldbio) al medio de cultivo (200 pg/ml). Expandimos las células seleccionadas (pools) y
se congelaron viales para su almacenamiento y posterior uso. A partir de aqui, a estas
células siempre se las cultivaron y mantuvieron bajo la presion de selecciéon del antibidtico
G418.

5. Verificaciéon del knock-out mediante ensayo de T7 endonucleasa

Realizamos ensayos de T7 endonucleasa, para verificar el corte doble cadena donde se
realizé la edicidn que genera las células RET-KO. Este ensayo es un método que se usa para
evaluar la actividad de nucleasas de sitio especifico, como el sistema CRISPR-Cas9
(Sentmanat et al. 2018). La T7 endonucleasa reconoce y escinde el DNA que no esta
emparejado correctamente. Para ello, se amplificé primero la secuencia delexén 2 del gen
de RET, comprendida entre los primers de chequeo (Tabla M1), mediante ensayos de PCR.
Luego, se desnaturalizaron y re-hibridaron los productos de PCR (95°C por 5°, 95-85° -
2°C/segundo, 85-25°C -0.1°C/segundo), y se digirieron con la endonucleasa T7, incubando
la muestra con 1 pl de la enzima (NEB #M0302) por 15 minutos a 37°C. Por ultimo, se
visualizaron los productos por electroforesis en gel de agarosa 1% en buffer TAE
adicionandose a la preparacion de agarosa bromuro de etidio (0,5 pg/ml). En una calle
adicional se corrié un marcador de peso molecular (produccién IFIBYNE). Adicionalmente,
se utilizaron ademas ensayos de Western Blot (WB) sobre lisados proteicos con
anticuerpos especificos para RET (CS#3223) para verificar la ausencia de la proteina de
RET en las células.
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6. Produccioén de lineas clonales por dilucién limite.

Como se mencioné antes, los pooles celulares fueron enriquecidos por FACS. Ademas,
para evitar la posterior seleccion o enriquecimiento celular durante los ensayos in vivo, se
procedid con la generacion de lineas clonales en cultivo. Para ello, se realizaron diluciones
seriadas de las células editadas y se plaguearon en placas de 96 pocillos, de modo que,
en cada pocillo, idealmente, quede una célula. Se descartaron aquellos pocillos donde se
reconocieron dos o mas células, y se realizé la expansion de cada uno de los clones
aislados, aumentando la superficie de cultivo progresivamente. Cada clon de congelé
como una linea independiente y se extrajeron lisados celulares para corroborar la
expresion o ausencia de RET por WB. A partir del analisis del WB, se eligieron los mejores
clones: aquellos que tenian ausencia total (RET-KO) o presencia de RET (RET-WT).

Ensayos en roedores de laboratorio (in vivo)

Los animales utilizados en este trabajo fueron criados y mantenidos en el Bioterio Central
(BC) de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales (FCEN) de la Universidad de Buenos
Aires (UBA). La cepa C57BL/6 es de produccion del BC. La cepa FVB/N y la transgénica
Ret/MTB (también con fondo FVB/N) son de produccidn del grupo. Los ratones fueron
mantenidos en racks ventilados en cuartos acondicionados a 20 + 2°C bajo un esquema
automatico controlado de 12 horas luz/12 horas oscuridad, con comida y agua
suministrada ad libitum, y cuidados siguiendo las reglas ARRIVE y las normas establecidas
por el NIH (National Research Council (US) Committee for the Update of the Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals 2011).

Todos los procedimientos experimentales utilizados en este trabajo estan aprobados por
el Comité Institucional para el Cuidado y buen Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL)
de la FCEN (protocolo#53, aprobado 2016, enmienda aprobada en 2018; y protocolo#116,
aprobado 2021; investigador responsable Dra. Gattelli). Ademas, las personas a cargo de
la concepcidn, disefioy realizacién de este proyecto, poseen aprobado el curso obligatorio
de capacitacién para el uso de animales de laboratorio dictado por la CICUAL.

¢ Obtencion de muestras de tejidos mamario en animales WT en distintos estadios
del desarrollo de la glandula mamaria

Para poder investigar los niveles de expresion de RET en distintos estadios de la glandula,
se utilizaron hembras no transgénicas (WT) de la cepa FVB/N en diferentes etapas de
desarrollo. Se permitié a las hembras amamantar camadas (normalizadas de 7-10 crias)
durante 8-12 dias, y luego se separaron las crias de las madres para iniciar la involucién
mamaria (involucidn forzada). Se esciendieron las glandulas de hembras virgenes (V),
hembras prefiadas (P), hembras en lactancia durante 5 dias (L5), 10 dias (L10) o 15 dias
(L15), o de hembras en involucion 12 horas (112), 48 horas (148) 0 72 horas (172) después del
retiro de las crias. Todas las hembras utilizadas tenian entre 3y 4 meses de edad. El tejido
mamario se conservo tanto para procesamiento histolégico (incubado en PFA 4% en PBS
por 24 horas y luego almacenado en 70% EtOH a 4°C), como para técnicas de biologia
molecular (conservado a -80°C); se utilizaron al menos tres ratones por grupo para cada
etapa del desarrollo.
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e Ensayo de bloqueo de pezén en hembras lactantes

Realizamos experimentos in vivo de induccion local de involucién mamaria (Schere-Levy
et al. 2003). Ratones hembra FVB/N WT de entre 3y 4 meses de edad lactantes de 10 dias,
fueron sometidas al sellado unilateral del pezdon, mediante el uso de pegamento
instantaneo (La Gotita), de una de las glandulas mamarias inguinales para impedir, de este
modo, el estimulo de succion de las crias e inducir la involucidn local de la glandula sellada
(M. Li et al. 1997; Schere-Levy et al. 2003). Las otras glandulas mamarias permanecen
intactas, permitiendo la lactancia normal por parte de las crias. Luego del sellado, los
ratones continuaron amamantando a sus crias durante 48 horas adicionales (L12) y
posteriormente, se escindi6 tanto la glandula sellada como una de las glandulas control
que permanecieron intactas, de cada animal.

¢ Modelo tumoral mamario de alotrasplante EO771 RET-KO

Luego de la tripzinizacién de los cultivos celulares, las células tumorales mamarias EO771
fueron contadas y re-suspendidas en PBS y posteriormente inyectadas subcutdaneamente
(s.c.) en la #4 almohadilla de grasa o fat pad de la glandula mamaria inguinal izquierda de
ratones hembra C57BL/6 (1x10° células/100 pl) de entre 3 y 4 meses de edad. Para
experimentos especificos, se realizaron co-inyecciones de células EO771 (EO771 RET-KO
o RET-WT) junto con pre-adipocitos, PA. En esos casos, las lineas celulares se crecieron
independientemente y el dia de la inyeccion se prepararon las suspensiones de modo de
inyectar cada ratén con 1x10°8 de células tumorales + 1x10° de PA. Suspensiones de 1x10°
de PA también fueron inyectados solos como control. El tamarfo tumoral se midi6 cada 2-
3 dias con un calibre (Caliper Vernier) y se calculé el volumen tumoral como V = diametro
mayor x (diametro menor) *2 x /6 (Gattelli et al. 2013). Las curvas de crecimiento fueron
generadas graficando V en funcién del tiempo, en donde cada punto corresponde al
promedio de V en cada grupo experimental y control. Los experimentos transcurrieron
resguardando la salud de los animales y respetando que el volumen no supere los limites
permitidos (1800 mm3). En algunos casos, previo a la realizacion de las autopsias,
especificamente 18 horas antes, los ratones se inyectaron intraperitonealmente (i.p.) con
una solucién de 5-bromo-2-desoxiuridina (BrdU, Sigma) en PBS estéril, lo que permite
cuantificar la cantidad de células en proliferacion.

Al realizar las autopsias, ademas de colectar el tejido tumoral (T), se escindid el tejido
adiposo adyacente al tumor (TAAT) correspondiente a la almohadilla de grasa adyacente,
y también fue extraido el tejido adiposo de la glandula mamaria contralateral no inyectada
(AT), como control (Figura M4). Se extrajo material tanto para procesamiento histolégico
(incubado en PFA 4% en PBS por 24 horas y luego almacenado en 70% EtOH a 4°C), como
para técnicas de biologia molecular (conservado a -80°C). En todos los casos se evalué la
presencia de metastasis en los pulmones, sin encontrar diferencias evidentes.
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Figura M4. Esquema de autopsias y extraccion de tejidos para posterior analisis. Se muestra un
esquema de un ratdon hembra en posicidon ventral. Las celulas tumorales se inyectaron
subcutaneamente en la almohadilla de grasa de la glandula mamaria inguinal (#4) izquierda. Se
muestran las incisiones realizadas en los animales para ingresar a la cavidad abdominal. Se extrajo
material tumoral (T), tejido adiposo adyacente al tumor (TAAT) y tejido adiposo de la glandula
mamaria contralateral como control (AT).

¢ Modelo tumoral mamario de ratones transgénicos Ret/MTB

El modelo transgénico Ret/MTB descripto en la Introduccion (Gattelli et al. 2018) se ha
generado en el laboratorio de la Dra. Nancy Hynes (FMI, Suiza) e incorporadoy establecido
en el BC de la FCEN de la UBA por la Dra. Gattelli.

1. Mantenimiento de la linea transgénica

Con el objetivo de mantener la linea, se aparearon los ratones mediante retro-cruzas a
partir del mes y medio de vida siguiendo los métodos recomendados por la CICUAL. Segun
una segregacion mendeliana, a partir del cruzamiento de los animales Ret/- y -/MTB, se
obtuvieron todas las variantes genéticas: Ret/-, -/MTB, Ret/MTB y -/-. En algunos casos,
también se realizaron cruzamiento de los animales Ret/MTB y -/-. Siempre se mantuvieron
los animales en heterocigosis respecto de Ret y MTB. El cruzamiento de los animales se
realizé aproximadamente cada 3 meses y hasta el ano de vida para los machosy 6 meses
para las hembras aproximadamente, para evitar la longevidad sexual de los individuos.

2. Genotipado de los animales

A partir de los 21 dias de vida, se les extrajo a los animales una pequefa porcion de tejido
de las orejas (ear punching) para extraer DNA gendmico. A los fragmentos extraidos se les
agregd 75 pl de una solucidén de Lisis alcalina (NaOH 25mM y buffer EDTA a pH 12) y se los
calenté a 95°C por 30 minutos. Pasado este tiempo, se agregd a cada tubo 75 pl de una
solucién de Neutralizacion (buffer Tris-HCL 40 mM a pH 5). Luego de este procedimiento,
se espera que el DNA gendmico quede libre en solucion.

La genotipificacion de la linea transgénica se efectud a través de reacciones de PCR, donde
se utilizaron dos juegos de primers especificos (Gattelli et al. 2018). Un juego de primers se
utilizé para amplificar una regién genémica codificante para la proteina Ret 51 humana
(Ret) y parte del vector, el cual corresponde a un producto de 200 pb. El otro par de primers
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se utilizé para reconocer la presencia del promotor MMTV-rtTA (MTB), con un producto de
amplificacion de 354 pb (Tabla M4). En cada muestra se analizé la presencia de ambos
genes, lo cual implica 2 reacciones de PCR, una por cada par de primers. La reaccioén se
realizo en un volumen final de 25 pl, donde 2 pl corresponden al DNA gendmicoy 23 plala
mezcla de reactivos para PCR, compuesta por: 2,5 pl de buffer 10X, 1,5 ul MgCl2, 0,2 pl de
taq (PB-L Productos Bio-légicos), 0,5 ul dNTPs (Lobov Cientifica), 0,1 pl de primer forward,
0,1 ulde primer reversey 18,1 ul de H,O destilada.

Se utilizé un termociclador BIO-RAD T100. Las condiciones de ciclado para la reaccion
fueron: un pasoiniciala95°C por 3 minutos para desnaturalizar las hebras de DNA, seguido
por 30 ciclos de: 95°C por 30 segundos, 60°C por 30 segundos para permitir la hibridizacién
de los primers con las cadenas de ADN y 72°C por 45 segundos para la extension del
producto. Finalmente se realiza una extension final a 72°C por 2 minutos para permitir la
elongacioén los fragmentos que podrian haber quedado incompletos.

Los productos de PCR fueron evaluados por electroforesis en gel de agarosa 2% en buffer
TAE adicionandose a la preparacion de agarosa bromuro de etidio (0,5 ug/ml). En una calle
adicional se corrié un marcador de peso molecular (produccion IFIBYNE), conteniendo
fragmentos de DNA de longitud conocida. De ésta forma, pudo corroborarse el tamano de
los productos de amplificaciéon obtenidos mediante la PCR. Los animales dobles
transgénicos (bitransgénicos) se reconocieron por ser positivos para ambas
amplificaciones, mientras que los mono-transgénicos contenian una u otra banda.

Fragmento génico Secuencia Longitud (pb)
Ret Forward: 5’-ATCCACGCTGTTTTGACCTC-3’ 200
Reverse: 5’-CGAGAAGTAGAGGCCCAATG-3’

MTB Forward: 5’-ATCCGCACCCTTGATGACTCCG-3’ 354
Reverse: 5’-GGCTATCAACCAACACACTGCCAC-3’

Tabla M4. Secuencias de los primers utilizados para el genotipado de la linea transgénica
Ret/MTB.

3. Induccidnin vivo de la expresién de RET durante distintos estadios del desarrollo de la
glandula mamaria.

Para los animales transgénicos, las etapas de desarrollo, virgenes (V), lactancia (L) e

involucion (1), se consideraron como se describe para los ratones WT y en todos los casos

se utilizaron hembras de 3 a 4 meses de edad. Especificamente, la etapa de post-

involucion (Post-l) se definié como una glandula que ha regresionado 2 meses después de

la lactancia, tras la extraccidn de las crias.

Se generaron hembras bitrangénica Ret/MTB, monotrangénicas Ret/- o MTB/- y hembras
no transgénicas -/- y se pusieron a prefiar. Se retiraron los machos cuando la prefiez estuvo
confirmada por presencia de tapdn mucoso o por evidencia observacional de prefiez. Una
vez nacidas las crias, se normalizé el niumero de las mismas (8-10 crias por hembra). Para
la activacion del transgén, se utilizé el antibiético doxiciclina (DOX, Jenner Lafarvet)
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administrandolo a través del agua de bebida (2g/l) de todos los animales experimentales y
controles. La DOX fue renovada cada 2-3 dias de los bebederos, los cuales se mantuvieron
protegidos de la luz mediante papel aluminio. El tratamiento se mantuvo durante distintos
tiempos, segun se indica (Figura M5). A continuacién, se detallan los experimentos
realizados mediante el sistema transgénico:

- Sobreexpresion de RET durante la lactancia (Figura M5A): Dos dias posteriores al
parto de las crias se comenzé con el tratamiento de DOXy se mantuvo hasta el dia 10
de lactancia, momento en el cual los ratones fueron autopsiados y se extrajerony
almacenaron para analisis las glandulas.

- Sobreexpresion de RET durante la involucién (Figura M5B): En el dia 8 de lactancia se
inicidé el tratamiento con DOX. Luego de dos dias, en el dia 10 de la lactancia, se
retiraron las crias (considerando este como el primer dia de involucién) y se continué
con la DOX durante 3 dias mas (I172), momento en el cual los ratones fueron
autopsiadosy se extrajerony almacenaron para analisis las glandulas. Como control,
se utilizaron hembras lactando Ret/MTB sin administracion de DOX, y hembras Ret/-y
MTB/- con DOX con la misma administracion que el grupo experimental.

- Sobreexpresion de RET durante la post-lactancia (Figura M5C): En el dia 10 de
lactancia, se retiraron las crias (considerando este como el primer dia de involucion),
se inici6 el tratamiento con DOX y, 2 meses después (Post-l), los ratones fueros
autospsiados, se extrajeron y almacenaron para analisis las glandulas. Hembras
virgenes Ret/MTB se sometieron al tratamiento con DOX durante 2 meses como
control.

- Sobreexpresion de RET en hembras virgenes: Hembras virgenes Ret/MTB se
sometieron al tratamiento con DOX durante 7 meses para promover la produccién de
tumores. En aquellos animales donde los tumores se detectaron por palpacion, se
monitored el crecimiento tumoral. Transcurridos los 7 meses de induccién, a un grupo
de animales portadores de tumores se le retird el tratamiento con DOX por 48 horas
(DOX-OUT) para promover la regresion del crecimiento de los mismos como se halla
reportado (Gattelli et al. 2018).

33



A (

\e

©ox
& | * Lactation (L) |
f I 1
Ret/MTB, od 2d 10d (L10)
Ret/-,MTB/- l
% Analyze
B ©R—r
B I Lactation (L) ? I Involution (1) i
Ret/MTB, od 8d 10d (L10) 72h (172)
Ret/-,MTB/-
E:% %emove Analyze
pups
A I Lactation (L) I Involution (1) l
Ret/MTB od 10d (L10) 72h (172)
%emove Analyze
pups
C
DO.
Parous @
e 1 Lactation (L) *Involulion () j |
pd | ¥ i |
Ret/MTB, 0d 1Pd (L10) Post-Involution (Post-1) i
Ret/-MTB/-, -/- 'L 2m ‘
% Remove Analyze
B
Nulli @X\
ulliparous r—ig
£7/V>‘_\I Virgin (V) *Virgin ) L |
s I 1 // |
Ret/MTB, / L Virgin (V) |
Ret/-,MTB/-, -/ 2m ‘
Analyze

Figura M5. Esquemas de experimentos de induccion de RET en los ratones Ret/MTB. (A)
Esquema del experimento de sobreexpresion de RET durante la lactancia (N=2). Hembras Ret/- o
MTB/- (n=6) y Ret/MTB (n=7) lactantes se pusieron en tratamiento con DOX (2 g/l) durante 8 dias, a
partir del dia 2 de lactancia. Los animales se mantuvieron con sus crias para que la lactancia
continde. A los 10 dias de lactancia (L10) se finalizé el tratamiento con DOX y se extrajeron y
analizaron las glandulas mamarias. (B) Esquema del experimento de sobreexpresion de RET durante
lainvolucion (N=2). Hembras Ret/- o MTB/- (n=6), como grupo control, y Ret/MTB (n=12) se dejaron
lactar normalmente por 8 dias. En el dia 8 de lactancia, los animales Ret/- o0 MTB/- (n=6) y un grupo
Ret/MTB (n=6) se pusieron en tratamiento con DOX (2 g/l). Otro grupo de hembras Ret/MTB se
mantuvo sin tratamiento de DOX, como otro grupo control. Luego de dos dias (L10), se removieron
las crias para forzar la involucién mamaria en todos los grupos y se mantuvo el tratamiento de DOX
en aquellos que ya se venian tratando. Después de 72 horas de involucidn (172), se extrajeron y
analizaron las glandulas mamarias. (C) Esquema del experimento de sobreexpresion de RET para la
generacion de hiperplasias durante la transicion lactancia-involucién (N=3). Se utilizaron hembras
transgénicas adultas de los genotipos indicados que atravesaron un solo parto (arriba, Parous)y se
encontraban durante la lactancia, o virgenes, sin ningun parto (abajo, Nulliparous). La induccién de
DOX se inici6é en el momento que lo indican las flechas verdes para cada grupo de hembras control
(Ret/-, MTB/- o -/-, parous n=4, nulliparous n=4) o experimentales (Ret/MTB, parous n=4, nulliparous
n=5). Para el caso de las hembras lactantes, en L10 se retiraron las crias para inducir la involucion
mamaria y ese mismo dia se comenzd con el tratamiento con DOX. Las hembras virgenes
comenzaron con el tratamiento de DOX el mismo dia que el grupo lactante, de modo de tratar ambos
grupos en paralelo y realizar las autopsias conjuntamente al final del experimento. Los animales se
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mantuvieron bajo tratamiento con DOX (2 g/l) durante 2 meses (2m) y posteriormente se extrajeron
y analizaron las glandulas mamarias de todos los animales.

De los experimentos realizados en estadios del desarrollo mamario, de cada animal, se
conservaron al menos 3 de glandulas: las glandulas inguinales de ambos lados (#4) y las
axilares (#2) en caso de que presentaran algun tipo de anormalidad, como excesiva
irrigacion sanguinea o diferentes densidades en el tejido. En el caso de los experimentos
de produccion de tumores, se conservo tanto el tejido tumoral (T) como el tejido adiposo
adyacente (TAAT), como se describié para los experimentos del modelo de tumores de
alotrasplantes EO771 (Figura M4). Del mismo modo, se conservé material en -80°C para
analisis de biologia moleculary en PFA 4% en para el posterior procesado histolégico. En
forma de rutina, también se observaron los pulmones para evaluar la presencia de
metastasis, sin hallar diferencias significativas.

Analisis histologico

El tejido extraido y conservado en EtOH 70% (previamante fijado en PFA 4% en PBS por 24
horas) se envio para su procesamiento y obtencién de tacos de parafina y sus respectivos
cortes histoldgicos en blanco (montados en portaobjetos silanizados) al servicio técnico
de la Universidad Maimoénides. Las tinciones de hematoxilina & eosina (H&E) sobre los
cortes fueron realizados en este laboratorio.

Todas las imagenes histolégicas fueron obtenidas mediante microscopio 6ptico
(Microscopio Olympus CX31) con objetivos de 4x, 10x, 20x y 40x, resultando
magnificaciones de X40, X100, X200 y X400, respectivamente. Todas las imagenes
histolégicas se informan con la magnificacidon correspondiente indicadas en las leyendas
de las figuras.

Para los ensayos de determinacién de la incidencia tumoral en el experimento realizado en
el modelo transgénico Ret/MTB, el cual compara los animales Ret/MTB virgenes (n=5) con
el grupo Ret/MTB post-lactancia (n=4) y los grupos controles (Ret/-, MTB/- o -/-), se
utilizaron 4 cortes seriados tefiidos con H&E (separados por 15 pm) de las glandulas
mamarias inguinales #4 de cada uno de los animales de cada grupo. Mediante la
observacién al microscopio éptico se contabilizd la presencia o no de lesiones neoplasicas
(denominadas MINs) para cada uno de los cortes por animal.

Inmunohistoquimica (IHC)

Se utilizaron cortes de entre 5y 6 pm de espesor del material montado en portaobjetos sin
tenir (blancos). Para desparafinar las muestras, los vidrios se incubaron a 60°C por 45
minutosy luego se colocaron en xilol durante 10 minutos. Posteriormente se hidrataron los
cortes con pasajes de 3 minutos en alcohol de concentracién decreciente (100%, 95% y
70%). A continuacidn, se realizé la recuperacion antigénica colocando los vidrios en buffer
citrato (Citrato de sodio 1 mM, pH 6) e incubandolos en microondas durante 10 minutos a
una temperatura de sub-ebullicién. En particular, para las IHC de deteccién de Stat3
fosforilado, la recuperacidon antigénica se realizé en buffer EDTA 1 mM calentando los
vidrios durante 2 minutos a potencia maximay 5 minutos a potencia baja. Posteriormente,
para inactivar la enzima peroxidasa endégena se incubaron las muestras por 10 minutos
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en H,O, al 3% en PBSy luego se realizaron tres lavados en PBS de 3 minutos cada uno. Este
paso es crucial ya que se utilizaron anticuerpos secundarios acoplados a peroxidasa, por
lo que la actividad de la peroxidasa enddgena deber ser agotada. Seguido a eso, se realizé
elbloqueo del pegado inespecifico de los anticuerpos con una solucién de albimina sérica
bovina (BSA, Promega) al 2,5% en PBS en camara humeda por 1 hora a temperatura
ambiente. Los anticuerpos primarios fueron preparados en BSA al 2,5% en PBS (Tabla M5)
e incubados en camara humeda toda la noche (ON) a 4°C. Al dia siguiente se realizaron
tres lavados de 5 minutos cada uno con PBS y se incubaron los vidrios con el anticuerpo
secundario biotinilado correspondiente para cada caso preparado en BSA al 2,5% en PBS
en camara humeda a temperatura ambiente por 1 hora. Se realizaron tres lavados de 5
minutos cada uno con PBS. Con el objetivo de amplificar la sefal resultante se incubaron
las muestras con una solucién de un complejo biotina-avidina unidas a (VECTASTAIN® ABC
kit, Vector) enunadilucion 1:1 en PBS, la cual se incubd por 30 minutos en camara humeda
a temperatura ambiente. Luego se llevaron a cabo 3 lavados de 5 minutos con PBS y se
agreg6 el reactivo DAB (Vector) durante aproximadamente 1 minuto, el cual es procesado
por la peroxidasa unida al complejo, dando un precipitado marrén en el lugar donde se
encuentra la proteina de interés. Luego de visualizar la marcacion deseada bajo
microscopio optico se frend la reaccidén con agua destilada y finalmente se realizo una
contra-tincién con hematoxilina (Biopack) para tefir y visualizar los nucleos celulares. Se
procedié con la deshidratacion de las muestras con pasajes sucesivos en alcohol con
concentracion creciente. Finalmente se embebieron los vidrios en xilol y se montaron con
balsamo sintético (Biopack).

Anticuerpo Concentracion Proveedor Ne° de catalogo
pY705 Stat3 1:50 Cell Signaling 9145
pS10 Histone3 (pS10H3) 1:200 Cell Signaling 9701
RET 1:50 Santa cruz sc-167
Claved-caspase3 (CC3) 1:100 Cell Signaling 9661
Perilipin1 1:200 Cell Signaling 3470
Ucp1 1:200 Abcam AB10983
PDGFRa 1:100 R&D systems AF1062
ER 1:1000 Santa cruz sc-542
PR 1:200 Thermo Scientific RM-9102
BrdU 1:100 Abcam AB6326
Rabbit 1:400 Vector Labs PK-6101
Mouse 1:400 Vector Labs BA-2000
Goat 1:400 Vector Labs BA-9500

Tabla M5. Anticuerpos utilizados para los ensayos de IHC.

Se realizaron distintas cuantificaciones dependiendo del tipo de marca producida por las
distintas tinciones. Para la cuantificacién de marcaciones nucleares en cortes de tejido
mamario, como pY705Stat3, BrdUy pS10HS3, se contaron los nucleos de células epiteliales
positivos (marrones) y negativos (azules) en 6-8 campos seleccionados al azar a un
aumento de X400y los datos se expresaron como % de nucleos positivos para pY705Stat3
respecto del total de nucleos contabilizados. Para el caso de la cuantificacion de este tipo
de marcaciones en tumores, solo se contaron los nucleos positivos y se lo expresé como
# de células positivas por campo. El resultado obtenido para otras inmunomarcaciones
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como la de Perilipin1, PDGFRa y CC3, se las cuantificé midiendo el area tefida. Para ello,
se tomaron fotos de los cortes (X400) y mediante Imagel) se cuantificod el area tenida
(marrén) y el area total del corte visualizado en la foto. Los datos se expresaron como el %
del area tefiida respecto del area total. En todos los casos, se excluyeron las zonas de
necrosis, zonas en donde los tejidos estan plegados o dafiados y los bordes (edge) del
espécimen, regiones en donde en ocasiones la acumulacion de anticuerpos puede resultar
en falsos positivos.

En colaboracién con la Dra. Gladys Hermida (DBBE, FCEN), se realizaron tinciones de
tricrémico de Masson sobre cortes de tejido mamario y tejido tumoral para favorecer la
visualizacion de fibras de colageno.

Analisis de proteinas mediante Western Blot (WB)

1. Extraccion de proteinas

A partir del tejido mamario y/o tejido tumoral conservado a -80°C, se obtuvieron extractos
de proteinas totales. Se utilizé la solucidn de lisis y extraccion de proteinas RIPA (Tris-HCL
20 mM, pH=7,4; EDTA 2 mM; NaCl 137 mM; Glicerol 10%; SDS 0,1%; Deoxicolato de Sodio
0,5%; Tritdn X100 1%) suplementada con inhibidores de proteasas (Protease inhibitor
cocktail set I, Calbiochem, San Diego, CA) y de fosfatasas (NaF 1mM, glicerolfosfato de
sodio 40 mM y NazVO, 1 mM). De cada muestra se tomd un trozo de tejido de
aproximadamente medio centimetro de diametro y se lo homogeneizé en 600 pl de la
solucion de lisis. Las muestras se homogeneizaron utilizando Ultraturrax T25 (lka
Labortechnik Staufen, Alemania) hasta lograr la completa disociacidon del tejido. Los
extractos se centrifugaron por 30 minutos a 4°C a 12000 gy se separo el sobrenadante, el
cual se conservoé a -80°C. Para las proteinas de células en cultivo, las mismas se lisaron
directamente con cracking buffer sobre los pocillos de las placas.

2. Cuantificacion de proteinas

La concentracion de proteinas de las muestras se determind mediante el método Bradford
realizando una diluciéon 1:20 en PBS a cada muestra y una curva de calibracién con
concentraciones crecientes (1-12 pyg/ul) de BSA. Se tomaron 20 ul de cada muestra o punto
de lacurvay se sembraron en placas de 96 pocillos (BD) con 200 ul de reactivo de Bradford
(Coomasie Blue G250 4%; Etanol 5%; acido fosférico 8,5%). Se midié la absorbancia a 595
nm en un espectofotémetro y se construyd la curva de calibracién correspondiente
graficando absorbancia en funcién de la concentracion de BSA. Luego, se tomo la funcion
de la curva, que responde a la Ley de Lambert-Beer y se utilizé la misma para calcular la
concentracion de las muestras incégnita. Esto es posible sila absorbancia de las muestras
coincide con la zona de linealidad de la curva de calibracidn. Para este trabajo se utilizaron
curvas con un R? mayor a 0,9. Se prepararon las muestras para su posterior analisis
conteniendo aproximadamente 30-100 g de proteina.

3. Ensayode WB

Se agregd cracking buffer (Tris-HCl 50mM, pH 6,8; SDS 2%; Glicerol 10%; Azul de
Bromofenol 0,006%) y B-mercaptoetanol 1% a los extractos proteicos y se incubaron
durante 10 minutos a 95°C para completar el proceso de desnaturalizacién de las
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proteinas. Se realizaron electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-
PAGE). Dependiendo del grado de resolucidon deseado entre las proteinas, se realizaron
geles de poliacrilamida (Bio-Rad) de diferente concentracion (10%, 12,5% o 15%). Se
sembraron las muestras junto con un marcador de peso molecular conocido (Page Ruler
Plus prestained marker, Pierce; Rainbow marker, GE) y se realizaron las electroforesis a
voltaje constante (100 V durante aprox. 10 minutos, seguido de 160 V por 1 hora y 20
minutos), en el buffer de corrida (Tris-HCL 25 mM, pH 8,8; Glicina 192 mM; SDS 0,1 %).

Finalizada la corrida, las muestras se transfirieron a membrana de fluoruro de
polivinilideno (PVDF, GE HealthCare) o de nitrocelulosa (Amersham), segun la
disponibilidad en el laboratorio mediante transferencia humeda. La transferencia se
realizd a 250 amperes durante dos horas o a 30 V ON, para favorecer la transferencia de
proteinas de peso molecular alto. Se tiferon las membranas con una solucion de rojo
Ponceau-S (Rojo Ponceau 0,1%; Acido Acético 5%) para corroborar la correcta electro-
transferencia y se cortaron de acuerdo a las proteinas de interés y los pesos moleculares
de las mismas. A continuacién, se bloquearon las membranas durante 1 hora a
temperatura ambiente en una solucion 5% de leche en polvo en TBS-T (Tween 0,1% en
buffer TBS 1X). Las membranas se incubaron durante toda la noche a 4°C en agitacién con
la dilucion deseada de los anticuerpos primarios especificos para las proteinas de interés
(Tabla M6), preparados previamente en leche 5% en TBS-T.

Al dia siguiente se realizaron 2 lavados de 15 minutos cada uno en TBS-T. Luego se incubd
durante 1 hora a temperatura ambiente con diluciones de los respectivos anticuerpos
secundarios preparados en leche 5% en TBS-T. En estos estudios, se utilizaron tanto el
método de revelado en placa, para el cual se utilizaron anticuerpos secundarios
conjugados a HRP, como el de revelado por fluorescencia en un equipo Odissey (LI-COR)
utilizando anticuerpos secundarios conjugados a fluoroforos. Una vez transcurrida esta
incubacion, se realizaron 2 lavados de 15 minutos con TBS-T. Por ultimo, se realiz6 el
revelado del ensayo mediante una reacciéon quimioluminiscente utilizando el reactivo
ECL+PlusSystem (GE HealthCare) y exposicion a placas radiograficas (Thermo Scientific) a
diferentes tiempos (10 0 30 segundos y 1, 5, 15 0 30 minutos); o bien, el revelado se realizé
mediante excitacidn de las membranas con laseres especificos y medicidon el equipo
Odissey.

Anticuerpo Dilucion Proveedor N°de catalogo
Ret 1:1000 Cell Signaling #3223
pY1062Ret 1:1000 Santa Cruz sc-2052
Erk 1:5000 Cell Signaling #9102
pT202/Y204 Erk 1/2 1:5000 Cell Signaling #9101
Stat3 1:5000 Transduction Lab #610190
pY705Stat3 1:5000 Cell Signaling #9131
Statb 1:5000 Cell Signaling #9363
pY694Stats 1:5000 Cell Signaling #4322
DLK1 1:1000 Proteintech #10636-1-AP
SOX9 1:1000 Cell Signaling AB5535
PDGF-B 1:1000 Santa Cruz sc-365805
PDGF-A 1:1000 Santa Cruz sc-9974
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PDGFRa 1:1000 R&D systems AF1062
pY742PDGFRa 1:1000 R&D systems AF2114
Vinculina 1:2000 Santa Cruz sc-73614
aTubulina 1:2000 Neomarkers MS-581-P1
Goat-HRP 1:10000 Santa Cruz sc-2020
Rabbit-HRP 1:10000 Amersham NA934
Mouse-HRP 1:10000 Amersham NA931
Goat 800 RD 1:15000 IRDye 926-32214
Rabbit 800 CW 1:15000 IRDye 926-32213
Mouse 680 RD 1:15000 IRDye 926-68072

Tabla M6. Anticuerpos utilizados para ensayos de WB.

Cuando se indica, se llevo a cabo la cuantificacion de las bandas de WB utilizando el
procesador de imagenes Imagel. Se expresé el resultado como unidades relativas de
intensidad de la banda obtenida para la proteina de interés respecto de la banda obtenida
para el control de carga (aTubulina o Vinculina, depende el caso).

Ensayos en cultivo celular (in vitro)
Se describe a continuacion el detalle metodoldgico de los distintos ensayos realizados en
cultivo celular in vitro.

e Analisis de activacion de vias de sefalizacion intracelulares (signaling)

A lo largo de esta tesis se realizaron distintos ensayos para estudiar la activacion de
distintas vias de sefalizacién intracelulares, tanto en células tumorales como en la linea
de pre-adipocitos. Para ello, se sembraron entre 20.000y 50.000 células (depende la linea)
en placas de 6 o 12 pocillos. Al dia siguiente, se hambrearon las células (1% SFB), las
tumorales durante 24 horas y los pre-adipocitos durante 6 horas. Ademas, para algunos
experimentos realizados en pre-adipocitos, quisimos inhibir la via de PDGFRa., por lo que
se agregd al medio de cultivo el inhibidor de este receptor, Imatinib (1uM, Sigma-Aldrich
#SML1027), durante la ultima hora de las 6 que durd el hambreo. Luego, las células se
estimularon con GDNF (10 ng/ml, Peprotech #450-10) durante 30 minutos para evaluar la
activacion de RET o con PDGF-BB (0,1 mg/ml, Peprotech #315-18) durante 20 minutos para
activar lavia de PDGFRa.. Unavez transcurridos los minutos de estimulacion, se lisaron las
células con cracking buffer y se levantaron con la ayuda de scrappers. Se congelaron las
muestras fraccionadas a -20°C para posterior analisis por WB.

Se realizaron también experimentos para evaluar la produccién de moléculas de
sefalizacion por parte de las células tumorales, para lo cual se realizaron estimulaciones
mas prolongadas. Paraello, se plaquearon las célulasy al dia siguiente se hambrearon (1%
SFB). Simultaneamente al hambreo, se agregd al medio de cultivo elinhibidor de RET, BLU-
667 (2000nM, MCE #HY-112301), o el vehiculo como control (DMSO). Al dia siguiente, se
estimularon las células con el ligando de RET, GDNF (25 ng/ml), en el caso de las MCF7, o
con GDNF (25 ng/ml) y GFRa.1 (100 ng/ml, Peprotech), en el caso de las T47D. Luego de 48
horas, se lisaron las células con cracking buffer. En estos experimentos, donde se bloqued
la actividad de RET mediante un inhibidor especifico, luego se probé la efectividad del
bloqueo agregando GDNF en una concentraciéon mayor a la que normalmente se usa, es
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decir 25 ng/mlenvez de 10 ng/ml.

e Preparacion de medios condicionados (CM)

Parala recoleccidon de medios condicionados (CM), se plaguearon las células en placas de
100mm. Este procedimiento se realizé de la misma manera para las distintas lineas
utilizadas, EO771, MCF7 y PA. Luego de 24 horas, las monocapas de células fueron
lavadas con PBSy el medio de cultivo fue remplazado por uno libre de SFB (DMEM/F12 0%
SFB 1% penicilina/estreptomicina), y fueron incubadas durante 18 horas. Los CM fueron
recolectados yfiltrados en filtros de 0,2 um para asegurarnos que no haya células en ellos.
Luego, los mismos se filtraron en columnas especificas para aumentar su concentraciony
se utilizaron para estimular otras células o bien, los incubamos con acetona a -20°C
durante toda la noche para favorecer la precipitacion de proteinas. Al dia siguiente se
centrifugaron las muestras a 4000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Se descartd la acetona
y los precipitados fueron re-suspendidos en cracking buffer para realizar ensayos de WB.

e Ensayos de diferenciacion de adipocitos y efecto de los medios condicionados
provenientes de células tumorales

Se llevaron a cabo experimentos de diferenciacién de pre-adipocitos a adipocitos. Los

mismos se realizacién en el Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares (CNIC,

Madrid, Espafia), como parte de la colaboracién que nuestro grupo tiene con la Dra.

Guadalupe Sabio, realizando dos estadias de pasantia en su laboratorio en 2022 y 2023.

En estos experimentos, se plagquearon 20.000 células en placas de 12 pocillos y se
crecieron en medio completo (DMEM/F12 8% SFB 1% penicilina/estreptomicina). Cada
dos dias el medio de cultivo fue reemplazado y suplementado secuencialmente con
distintos compuestos que promueven la adipogenesis (Matesanz et al. 2017). A los dos
dias de plaquear las células, se reemplazé el medio por uno que contenia troglitazona (1
UM, Tocris Bioscience #3114/10), IBMX (25 ug/ml, Sigma #15879), dexametasona (1 pg/ml,
Sigma #D1756) e insulina (5 pg/ml, Sigma #19278) (D1). Dos dias después el cambio de
medio se hizo con uno que contenia troglitazona e insulina (D3). Los siguientes dos
cambios de medio se suplementaron solamente con insulina (D5y D7). Aproximadamente
en el dia 9 de haber comenzado la diferenciacién (D9), los adipocitos se encontraban
totalmente maduros y podian observarse facilmente al microscopio las vacuolas lipidicas
dentro de los mismos.

En este estudio, estudiamos el efecto de los medios condicionados provenientes de las
células tumorales sobre el proceso de diferenciacidon y sobre adipocitos ya maduros. En el
primer caso, lo que hicimos fue preparar los medios correspondientes a los distintos dias
de diferenciacién (D1, D3, D5 y D7) en los medios condicionados provenientes de las
células RET-KO o RET-WT (adicionados previamente con 8% SFB) o en el medio de cultivo
de las células (DMEM/F12 8% SFB, 1% penicilina/estreptomicina), como control (MA).
En el segundo caso, unavez obtenidos los adipocitos maduros, a partir del D9, se trataron
con los medios condicionados (adicionados con 8% SFB), renovandolos cada 24 horas. El
grupo control (MA) se mantuvo durante 72 horas en el medio habitual de los adipocitos.
Estos tratamientos se realizaron por 72 horas y luego se cosecharon las células para las
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distintas técnicas. En ambos casos, siempre se intentdé que los medios tumorales
utilizados sean frescos, es decir cosechados en ese mismo momento, o bien cosechados
en los dias anteriores y congelados a -20°C. De estos experimentos, se extrajo RNA para
realizar RT-gPCR y también se fijaron las células para realizar tinciones de Oil-red. Si bien
el porcentaje de células diferenciadas en cada uno de estos experimentos siempre fue
mayor al 80%, los niveles de expresidon de los genes relacionados con la adipogénesis
variaron entre los distintos experimentos. Para poder juntar las mediciones, llevamos a
cabo una normalizacion, relativizando los valores de los grupos experimentales al grupo
control (MA) en cada caso. Se muestran los resultados de dos o tres experimentos juntos
o pooled.

¢ Ensayos de co-cultivo con insertos transwell

Se realizaron ensayos de co-cultivo indirecto entre las células tumorales EO771 y los pre-
adipocitos y adipocitos mediante insertos transwells de tamano de poro pequefo (0,4 um,
Corning #3460). Para ello, se plaguearon 20.000 pre-adipocitos en una placa de 12 pocillos
y se realizd el proceso de diferenciacidon. Dos dias antes de que la diferenciaciéon se
complete, es decir en D7, otra placa de 12 pocillos se plaqued con 7500 pre-adipocitos y,
en paralelo, se plaquearon 10.000 células tumorales RET-WTy RET-KO en los insertos y se
mantuvieron en una placa aislada. Dos dias después, es deciren D9, se dio comienzo a los
co-cultivos, colocando los insertos con las células tumorales sobre los adipocitos
diferenciados y sobre la placa de pre-adipocitos sin diferenciar. El co-cultivo se realizé en
el medio de los pre-adipocitos durante 48 horas, tiempo en el cual no se cambio el medio
de cultivo. Transcurrido ese tiempo, los pre-adipocitos y adipocitos se lisaron para
extraccion de RNA y posterior medicion de marcadores, y las células tumorales se
tripsinizaron y contaron para, por un lado evaluar la proliferacién celular, y por otro para
plaquearlas en placas de Seahorse para realizar ensayos de Mitostress y Glycostress.

e Caracterizacion celular de la funcién mitocondrialy la glucélisis en analizador de
flujo Seahorse

Células EO771 RET-WT y RET-KO creciendo en condiciones normales y las células
provenientes del experimento de co-cultivo se tripsinizaron y plagquearon en dos
microplacas Agilent Seahorse XF96. Se plaqued también una tercer placa de 96 pocillos,
para utilizarla de control de carga de los experimentos mediante el ensayo de Bradford. Al
dia siguiente, se realizaron los ensayos de MitoStress y Glycostress utilizando un
analizador Seahorse XF96 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE.UU.).

El ensayo de MitoStress se realizé segln el protocolo del fabricante. Brevemente, las
células se incubaron con medio suplementado con 25 mM de glucosa, 2 mM de L-
glutaminay 1 mM de piruvato de sodio, y se colocaron durante 1 hora en una estufa sin CO,
a 37°C. Luego, las células se expusieron a una serie de compuestos que inhiben la
fosforilacién oxidativa mitocondrial: el inhibidor de ATPasa oligomicina, el desacoplador
de protones FCCPy elinhibidor de los complejos | y lll rotenona/antimicina A, afiadidos en
ese orden. Los valores de OCR obtenidos en respuesta a los diferentes inhibidores se
analizaron mediante el programa Seahorse Wave (Agilent) y se utilizaron para calcular la
respiraciéon basal, méaxima, no mitocondrial, produccién de ATP, eficiencia de
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acoplamiento, fuga de protones y capacidad respiratoria de reserva. Los valores se
normalizaron segun la cantidad de proteina presente en cada pocillo mediante Bradford.

Para el ensayo de GlycoStress, las células se incubaron durante 1 hora con medio
suplementado con 1 mM de glutamina pH 7,4, en una estufa sin CO.,. Luego, las células se
expusieron a compuestos que afectan la glucdlisis: glucosa (10 mM), oligomicina (1 uM) y
2-deoxiglucosa (50 mM), anadidos en ese orden. Se evalué la glucdlisis, la capacidad
glicolitica, la reserva glicolitica y la acidificacion no glicolitica mediante mediciones de la
tasa de acidificacion extracelular (ECAR), segun el protocolo del fabricante. Los valores se
normalizaron segun la cantidad de proteina presente en cada pocillo mediante Bradford.

¢ Tincion de lipidos con Oil-red

Los cultivos de adipocitos (D9) se tineron mediante la tincién de Oil-red, de modo de
colorear los lipidos contenidos en las vacuolas celulares. Para ello, las células en placas
de 6 pocillos se lavaron con PBS 1X y a continuacidon se fijaron con PFA 4% durante 10
minutos a temperatura ambiente. Luego, se realiz6 un lavado con PBS y dos con agua
destilada y se incubaron las células con 500 ul de propilen-glicol durante 5 minutos en
agitacion. Se anadié 1 ml de una solucion de Oil-red 5% en PBS (Sigma #00625) y se
mantuvieron las placas durante dos horas en agitacion. Por ultimo, se retird el Oil-red, se
lavaron tres veces las células con agua destilada y se dejaron secar para fotografiar en el
microscopio oOptico. Luego de tomar las fotografias, se llevd a cabo la disolucion del
colorante para su cuantificaciéon por absorbancia. Para ello, se agregd 1 mlde isopropanol
en cada pocillo y se mantuvieron las placas en agitacién hasta que el colorante se
encontrara completamente disuelto. Las soluciones obtenidas se sembraron por
triplicado a una placa de 96 pocillos y se midio la absorbancia a 520 nm.

e Ensayos de viabilidad celular por incorporacion de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-

carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio (MTS)
Este método colorimétrico permite determinar el nimero de células viables utilizando el
compuesto [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetrazolio, o MTS]. El MTS es reducido por la actividad enzimatica de NADH o NADPH en
células metabdlicamente activas, formando un producto coloreado (Formazan) que es
soluble en el medio de cultivo y detectable mediante la lectura de su absorbancia a 490
nm.

Para optimizar el ensayo, se realizaron curvas de calibracion para distintas cantidades de
células para las distintas lineas utilizadas, con el fin de determinar una densidad de
siembra 6ptima que permitiera detectar tanto aumentos como disminuciones en la
actividad metabdlica en respuesta a distintos estimulos. El protocolo seleccionado fue el
siguiente: comenzando con células en una placa con una confluencia maxima del 70%, las
células fueron tripsinizadas, centrifugadas y contadas en camara de Neubauer antes de
ser sembradas en medio completo en placas de 96 pocillos. Después de 24 horas, se
hambrearon las células (1% SFB). Algunos pocillos se mantuvieron con medio completo
como controles, mientras que otros, que contenian solo medio (no células), se utilizaron
como blancos. Se realizaron observaciones al microscopio a las 24, 48y 72 horas después
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del cambio de medio. A las 72 horas, se evalud el estado metabdlico de las células
agregando 20 uL de reactivo MTS por pocillo en oscuridad, seguido de la incubacion de la
placa a 37°C. Se tomaron lecturas de absorbancia a 490 nm a los 20, 40, 60 y 80 minutos.
Luego, se grafico la absorbancia en funcién de la cantidad de células, obteniéndose una
curva lineal cuya ecuacién fue empleada para calcular el nimero de células viables en
experimentos posteriores. Este proceso de optimizaciéon llevé a la seleccién de una
densidad inicialde 10.000/15.000 células MCF7 0 T47D por pocillo en placas de 96 pocillos
para los ensayos (Figura M6).

A continuacion, se llevé a cabo la determinacién del ICso del inhibidor de RET, BLU-667, en
células MCF7 y T47D. Para ello, se realizaron ensayos de MTS en curvas de concentracion
entre 10 y 2000 nM del inhibidor y fueron acompafadas por curvas de concentracion de
DMSO como control. Al dia siguiente de plaquear las células en la concentracién
adecuada, las mismas de hambrearon y trataron con las distintas concentraciones de
inhibidor. Luego de 24 horas, las células se trataron con el ligando de RET, GDNF (25 ng/ml),
paraevaluar el efecto de laviabilidad celular en respuesta alinhibidor, en combinacién con
elligando. Elcalculo de ICs, para cada linea celular se realizé teniendo en cuenta la lectura
de MTSy las observaciones realizadas al microscopio, siendo el ICs, la concentraciéon en la
que la viabilidad de las células disminuye a la mitad. El ICso para este inhibidor resulto ser
2000nM para ambas lineas celulares (se muestra para MCF7) (Figura M6).
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Figura M6. Optimizacion del ensayo de MTS. (A) Curva de calibracién de la densidad celular
mediante ensayo de MTS (se muestra para MCF7). Se plaquearon las distintas cantidades de células
y 72h después se agrego el reactivo de MTS y se midié la absorbancia a 490 nm. (B) Células MCF7
se trataron con cantidades crecientes de BLU-667 (BLU) o de DMSO (DMSO) como control. Se
evalud laviabilidad celular mediante ensayo de MTS luego de 72 horas de tratamientoy se determind
el ICso del compuesto.

Ensayos de PCR en tiempo real (RT-qPCR)
1. Extraccion de RNA total

Se extrajo RNA de distintos experimentos para medir expresion de RNA mensajeros de
interés. Para ello, sse lisaron las células con Trizol Reagent (Molecular Research Center) y
se congelaron las placas a -20°C para posterior extraccion de ARN.
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Se extrajo ARN de células lisadas y congeladas a -20°C contenidas en la placa. Con la
ayuda de scrappers, el lisado fue colectado en tubos eppendorf y se siguieron las
indicaciones y los protocolos estipulados por el fabricante (Trizol Reagent). Brevemente,
por cada 1 ml de Trizol, se agregaron 200 pl de cloroformo y se agit6 manualmente
vigorosamente con el fin de lograr separar 2 fases: una fase organica inferior conteniendo
las membranas y otros componentes celulares, y una fase acuosa superior donde se
solubiliza el ARN. Se incubd la mezcla 3 minutos a temperatura ambiente para permitir la
completa disociacion de las fases, luego de lo cual se centrifugé a 4°C durante 15 minutos
a 12000 rpm. La fase acuosa fue transferida y colectada en otro tubo. Seguidamente, se
agregaron 500 pl de isopropanol con el fin de precipitar el ARN. Se centrifugd nuevamente
a 4°C durante 10 minutos a 12000 rpm, tras lo cual se observé la presencia de un pellet
blanquecino en la pared del tubo. Luego de extraer cuidadosamente el sobrenadante, el
pellet fue lavado dos veces con 1 mlde etanol 75%. Finalmente se descarto el etanol 75%
y se dejo secar el pellet a temperatura ambiente por 5 min. Luego se resuspendio el
precipitado en 20 yl de agua miliQ autoclavada libre de RNasas y se conservé a -80°C.

Se determind la concentracion del RNA extraido midiendo la absorbancia de cada muestra
a 260 nm (longitud de onda a la que absorbe el RNA) utilizando un espectrofotometro
(Nanodrop). También se midié la absorbancia a 280 nm (longitud de onda en la que
absorben los aminoacidos aromaticos). Como criterio de pureza, sélo se utilizaron las
preparaciones de RNA cuya relacién entre las absorbancias medidas a 260y 280 nm fuera
aproximadamente 2. Una relacidon de absorbancias 260/280 menor a 1,8 implicaria que la
muestra se encuentra contaminada con remanentes del proceso de purificacién, como el
fenol. La integridad del RNA fue analizada mediante la corrida de las muestras en
electroforesis en gel de agarosa al 2% en buffer TAE tefido con bromuro de etidio: la
observacién de bandas corresponidentes al RNA ribosomal mayoritario 18S y 21S se
tomaron como indicativo de buena calidad de RNA. Una vez corroborada la pureza e
integridad del RNA extraido y cuantificada su concentracion, éste se conservé a -80°C.

2. Retrotranscripcién del RNA al DNAc

Para evaluar el nivel de transcripcion de determinados genes es preciso enriquecer la
muestra en ARNm, por lo cual se utilizé un Oligo-dT que hibride con la cola de polyA de los
mensajeros y pueda ser utilizado como primer en una reaccién de PCR. En una primera
etapa, a 1-2 ug de ARN de cada muestra se le agregé 1 pl de Oligo-dT (Biodynamics SRL,
Buenos Aires, Argentina) y se completé un volumen finalde 10 pl con agua libre de RNasas.
Posteriormente, los tubos se incubaron a 72°C durante 5 minutos con el fin de permitir la
hibridizacion entre el ARN y el Oligo-dT. Luego, a cada tubo de reaccién se le agregd una
mix preparada previamente compuesta por 1 pl de transcriptasa reversa MMLV
(Invitrogen), 2 ulde DTT 0,1My 2 pyl de dNTPs 10mM (Promega, Madison, WI), llevandose a
un volumen final de 10 pl con agua destilada libre de RNasas (volumen final= 25 pl). Una
vez agregada la mezcla a cada tubo, se colocaron los mismos en un termociclador BIO-
RAD T100 programado de la siguiente manera: 60 minutos a 37°C, luego 10 minutos a 72°C
y, finalmente, 5 minutos a 95°. ELADNCc resultante se guardé a -20°C.
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3. Reaccidn de PCRYy cuantificacion en tiempo real (RT)

Para cuantificar los niveles de expresion de los genes de interés se llevaron a cabo ensayos
de PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR). En el analisis y cuantificacion de los datos
se utilizé el método de curva estandar. Para ello, se realizaron curvas de diluciones
seriadas con el DNAc. De este modo, para cada dilucion conocida (en el eje x) se obtiene
un valor de ciclo (Ct value, en el eje y) definido en el cual el producto de amplificacion se
detectay se construye la curva estandar en donde la pendiente de la recta obtenida debio
encontrarse entre -3.2 'y -3.5 para garantizar la eficiencia de cada par de primers. Cada par
de primers debié cumplir el requisito de que sus curvas de calibracién tuvieran una
pendiente cercanaa -2y que su R?*fuera mayor a 0,97, de manera de ajustar correctamente
a una funcion lineal correspondiente a la realizacion de diluciones al décimo.

Las reacciones de RT-qPCR en tiempo real se llevaron a cabo a partir del DNAc, en un
volumen final de 25 pl en los cuales 3 ul corresponden al volumen de DNAc y 22 ul a una
solucién formada por: 104 mM MgCl, (segun cada par de primers) (Life Technologies), 0,25
plLdNTPs (Promega), 1,25 U de la enzima Taq polimerasa (Invitrogen o Inbio Highway), SYBR
Green (Roche) diluido 1:30.000 en DMSO y 2 ng/ml de cada primer especifico para la
secuencia a amplificar (Tabla M7). Las reacciones se realizaron por duplicaddo utilizando
el termociclador StepOnePlus™ System (ThermoFisher). El programa de ciclado utilizado
fue: 5 minutos a 94°C; 40 ciclos de 20 segundos a 94°C, 20 segundos a la correspondiente
temperatura de hibridacion de los primers y 30 segundos a 72°C, efectuandose en este
ultimo paso las lecturas de la fluorescencia producida en cada ciclo. Para cada uno de los
DNAc se analizé la obtencidon de un solo producto de amplificacién mediante la
observacioén de la curva de melting obtenida.

Gen (mouse)

Secuencia de los primers

Gdnf Forward: 5’- AGGAGGAACTGATCTTTCGATAT -3’
Reverse: 5’- TGGCCTACTTTGTCACTTGTT -3’
Nrtn Forward: 5’- GGGCTACACGTCGGATGAG -3’
Reverse: 5’- CCAGGTCGTAGATGCGGATG -3’
Gfrat Forward: 5’- CTGTGTGCTCCTATGAAGAACGA -3’
Reverse: 5’- TTGCTGCAATCGCACCACGGC -3’
B-actin Forward: 5’- GGCTGTATTCCCCTCCATCG -3’
Reverse: 5’- CCAGTTGGTAACAATGCCATGT -3’
Leptin Forward: 5’- GAGACCCCTGTGTCGGTTC -3’
Reverse: 5’- CTGCGTGTGTGAAATGTCATT -3’
Adiponectin Forward: 5’- TGTTCCTCTTATCCTGCCCA -3’
Reverse: 5°- CCAACCTGCACAAGTTCCCTT -3’
Cebpa Forward: 5°- CTGCTCTCCTTTCTCAGGGGT -3’
Reverse: 5’- GTGTGCAGTGCTATCATCAA -3’
Pparg Forward: 5’- TCGCTGATGCACTGCCTATG -3’
Reverse: 5’- GAGAGGTCCACAGAGCTGATT -3’
Wisp1 Forward: 5’- CAGCACCACTAGAGGAAACGA -3’
Reverse: 5’- CTGGGCACATATCTTACAGCATT -3’
Ucp1 Forward: 5’- GTGAACCCGACAACTTCCGAA -3’
Reverse: 5’- TGAAACTCCGGCTGAGAAGAT -3’
Prdm16 Forward: 5’- CCACCAGCGAGGACTTCAC -3’
Reverse: 5’- GGAGGACTCTCGTAGCTCGAA -3’
Pgcla Forward: 5’- TATGGAGTGACATAGAGTGTGCT -3’
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Reverse: 5°- CCACTTCAATCCACCCAGA -3’
Pdgfra Forward: 5’- CTGTTGGAGCTTGAGGGAGAG -3’
Reverse: 5’- CCCATAGCTCCTGAGACCTTCT -3’
Dlk1 Forward: 5’- GCGTGATCAATGGTTCTCCCT -3’
Reverse: 5’- ACTGGCGCAGTTGCTCAC -3’
Ilcam1 Forward: 5’- GTGATGCTCAGGTATCCATCCA -3’
Reverse: 5’- CACAGTTCTCAAAGCACAGCG -3’
Dpp4 Forward: 5’- ACCTTGACCATTACAGGAACTCA -3’
Reverse: 5’- CTAGCGATCCCGTGGTCTTC -3’
Cd24 Forward: 5’- ACTCAGGCCAGGAAACGTCTCT -3’
Reverse: 5’- AACAGCCAATTCGAGGTGGAC -3’
Artn Forward: 5’- CCCTAGCTGTTCTAGCCCTG -3’
Reverse: 5’- AGGGTTCTTITCGCTGCACAA -3’
Gapdh Forward: 5’- TGAAGCAGGCATCTGAGGG -3’
Reverse: 5’- CGAAGGTGGAAGAGTGGGA -3’

Tabla M7. Secuencias de los primers utilizados para RT-qPCR.

La normalizaciéon de los datos obtenidos fue realizada por medicion de la cantidad de
ARNmM de Gapdh o Actina utilizando la misma técnica de RT-qPCR.

Analisis de RNAseq

En colaboracién con el Dr. Martin Garcia Sola (IFIBYNE-CONICET, UBA), se llevé a cabo el
analisis del RNA-seq realizado previamente en nuestro grupo en glandulas control (MTB/-
Dox, n=4) o con sobreexpresion de RET (Ret/MTB Dox, n=4) (Gattelli et al. 2018).

EL RNA total fue obtenido utilizando el kit RNeasy Mini (Qiagen). Tras el control de calidad,
se prepararon bibliotecas de secuenciacion a partir de 200 ng de RNA total empleando el
kit TruSeq Stranded mRNA Library Preparation Kit (Illumina). Las bibliotecas fueron
agrupadas y secuenciadas en un sistema Illumina HiSeq2500. Para el anotado de bases,
se utiliz6 HCS 2.2.58 con parametros predeterminados, y para la de-multiplexacion y
generacion de archivos fastq, se empled bcl2fastqg 1.8.4 (Illumina). Las lecturas crudas
fueron preprocesadas utilizando el paquete QuasR (v1.12.0) de R (v3.3.0)/Bioconductor.
Se eliminaron las lecturas con mas de dos nucledétidos no identificados. Las lecturas
restantes fueron alineadas contra el genoma de referencia Mus musculus (mm10)
utilizando la funciéon gAlign con la opcidn splicedAlignments=TRUE y parametros por
defecto. Posteriormente, se empled la funcién qCount de QuasR para generar una tabla
con los conteos brutos de lecturas por gen paratodos los genes de Entrez en cada muestra.

El analisis de expresion diferencial se realizé utilizando el paquete DESeq2 de
Bioconductor. Los conteos brutos de cada gen se normalizaron mediante la
transformacion de tamano de biblioteca (size factor normalization) para corregir
diferencias en la profundidad de secuenciacién entre muestras. Se aplicé el modelo lineal
generalizado de DESeq2 para detectar genes diferencialmente expresados (DEGs),
empleando una distribucion binomial negativa para modelar la variabilidad de los datos.
Los valores de significancia estadistica fueron ajustados mediante el método de
Benjamini-Hochberg para controlar la tasa de descubrimiento falso (FDR), considerando
como significativamente expresados aquellos genes con p<0,01 y log2FoldChange = *1.
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Finalmente, los resultados fueron visualizados mediante un grafico de Volcano plot
generado con las librerias ggplot2 en R. Los datos se encuentran depositados en el NCBI
bajo el identificador GSE83897.

Analisis de bases de datos de pacientes

En colaboracidn con la Dra. Angela Lara (IFIBYNE-CONICET, UBA), se realizé un analisis
sobre una cohorte de pacientes de acceso publico de la base datos del repositorio TCGA
TARGET GTEXx (https://xenabrowser.net/datapages/?cohort=TCGA%20TARGET%20GTEX).
El analisis incluyd estudios de RNAseq realizados en 1391 pacientes, comparando el perfil
de expresion de tumores de cancer de mama y tejidos mamarios adyacentes al tumor. El

conjunto de datos clinicos contenia informacion sobre el tipo de muestray el sitio primario
(descargado el 09/07/2023). Las muestras con datos indeterminados fueron excluidas de
sus respectivos analisis. Con este conjunto de datos, se estudio el nivel de expresion de
RET en los distintos subtipos de cancer de mamay se realizaron analisis de correlacion de
la expresidon de RET con distintos marcadores de interés.

Analisis estadistico

Los graficos se realizaron con GraphPad, Excel (para las curvas de crecimiento) o bien con
R (especialmente para el analisis del RNAseq). En el caso de los graficos de barras, los
puntos correspondientes a cada n. El andlisis estadistico de los resultados se utilizd
GraphPad. Los resultados se expresan como la media = desvio estandar de la media (sd).
Se consideraron significativas las diferencias de P<0,05. La identificacion de valores
atipicos en los datos fue realizada mediante el test ROUT (Robust Regression and Outlier
Removal), aplicando un umbral de FDR del 1% para detectar y excluir outliers de manera
estadisticamente rigurosa. La distribucidon gaussiana (normal) se determiné utilizando la
prueba de normalidad de Shapiro-Wilk, analizando los Q-Q plots y la distribuciéon de la
poblacién. Para los datos que siguieron una distribucién normal, se examinaron las
diferencias entre los grupos para determinar la significancia estadistica mediante la
prueba t de Student (para dos grupos) y One Way ANOVA seguida del test de Tukey (para
tres o mas grupos). Para los datos que no pasaron la prueba de normalidad, se analizaron
mediante la prueba Mann-Whitney (para dos grupos) o la prueba de Kruskal-Wallis seguida
de la prueba de comparaciones multiples de Dunn (para tres grupos). Las correlaciones se
evaluaron mediante test de Spearman. Las curvas de crecimiento tumoral se evaluaron
estadisticamente comparando solamente el udltimo punto de la curva, mediante t de
Student o One Way ANOVA, segun corresponda. Las curvas de respiracion de OCRy ECAR
se evaluaron estadisticamente en cada punto temporal de la curva, mediante t de Student
0 One Way ANOVA, segun corresponda.
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La expresion aberrante del receptor RET durante
el desarrollo de la glandula mamaria afecta la
transicion normal de lactancia a involucion
promoviendo la tumorigénesis
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Introduccion - Parte |

La glandula mamaria

La glandula mamaria es un drgano exocrino, cuya funcion principal es la produccion y
secrecion de leche para la alimentacion de las crias. Esta glandula estda compuesta por
células epiteliales mamarias que forman una estructura basica que incluye lébulos,
lobulillos y conductos. Los l6bulos son subdivisiones de la glandula y estan formados por
varios lobulillos, cada uno de los cuales contiene alvéolos, las unidades secretoras donde
se produce la leche. Desde los alvéolos se expulsa la leche hacia los conductos, y estos
conductos convergen en el pezdn. Todas estas estructuras se encuentran inmersas en
abundante tejido adiposo. El tejido adiposo esta conformado principalmente por
adipocitos, las células especializadas en el almacenamiento de lipidos y el mayor
componente celular del microambiente mamario (Hovey and Aimo 2010).

En respuesta a estimulos hormonales, la glandula mamaria sufre modificaciones
significativas durante cada etapa del desarrollo. Debido a que la diferenciacion terminal de
la glandula mamaria se alcanzarecién en la lactancia, que tiene lugar luego del nacimiento
(posnatal), este drgano es de particular interés en el estudio de la biologia del desarrollo.
El estudio de la fisiologia normal de la glandula mamaria aporta a la comprensiéon de
situaciones patolégicas como el cancer de mama, ya que sus células son susceptibles a
modificaciones que conducen eventualmente al desarrollo de tumores malignos.

Desarrollo postnatal de la glandula mamaria en el ratéon

Durante la vida de las hembras de los mamiferos, el epitelio de la glandula mamaria
prolifera en pubertad y luego atraviesa ciclos de proliferacion, diferenciacidon y muerte
celular, los cuales corresponden a los estadios fisiolégicos de prenez, lactancia e
involucion, respectivamente (Hennighausen and Robinson 1998) (Figura 16). Cada una de
estas etapas se repite ciclicamente con cada prefiez (Reggiani et al. 2017; Richert et al.
2000). Si bien existen diferencias entre la glandula mamaria humana y la del ratén, el
modelo murino es ampliamente aceptado como modelo de estudio tanto en la
investigacion en la biologia normal como tumoral (McNally and Stein 2017).

Eldesarrollo postnatal de la glandula mamaria difiere entre el ratédn y el humano en cuanto
alos tiempos en los que ocurren las distintas etapas. En ratones, la fase de desarrollo més
activa ocurre principalmente durante la pubertad, que tiene lugar entre las 4 y 6 semanas
de vida. En este periodo, los conductos mamarios crecen rapidamente en el tejido adiposo
para formar una red ductal ramificada. En cambio, en los humanos, el desarrollo mamario
comienza alrededor de los 8-13 afios, con un proceso mucho mas lento que se extiende a
lo largo de varios afios hasta la adultez temprana, siguiendo una secuencia mas gradualy
compleja. La diferenciacién terminal que ocurre durante el embarazo y la lactancia es
similar en ambos, pero el ciclo reproductivo y el tiempo de gestacidon difieren
considerablemente, siendo mds breve en ratones (alrededor de 3 semanas) y mas
prolongado en humanos (aproximadamente 9 meses), lo que influye en la velocidad y
duracién de cada una de las etapas de desarrollo glandular (McNally and Stein 2017).
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Figura 16. Desarrollo de la glandula mamaria del raton. Esquema que ilustra cada una de las
etapas del desarrollo de la glandula mamaria del raton luego del nacimiento: pubertad, adultez
(virgen), prefez, lactancia e involucion, siendo esta ultima similar al estadio virgen. Se indican los
brotes terminales de los conductos (TEB), estructuras que se forman como consecuencia del
desarrollo temprano. También se indican las estructuras mas importantes de la glandula mamaria:
el epitelio alveolar, que son las estructuras secretorias de la glandula, y los ductos, que conforman
los canales a través de los cuales la secrecion mamaria es recolectada y confluyen en el pezén.
Ambas estructuras estan formadas por una capa de células luminales, que miran a la luz de los
alvéolos y los ductos y tienen funcion secretoria, y una capa de células basales, que forman una
capa externa a las células luminales y tienen funcion contractil. Cada una de las etapas del
desarrollo posnatal de la glandula se encuentra finamente regulada por hormonas (Estrégeno,
Progresteronay Prolactina) y citoquinas (LIF) y por la accién de distintos factores de transcripcion
STATs en forma especifica. Modificada de (Hughes and Watson 2012).

Durante la prefiez, las células epiteliales proliferan, los conductos se extienden, se
ramifican y se establecen las estructuras lobulo-alveolares (Figura 16). Aqui también
ocurre la diferenciacion de los alveolos. Estos poseen dos capas de células: las luminales
(secretoras), y las basales (mioepiteliales), que forman los elementos contractiles de los
alveolos para la expulsion de la leche. Niveles elevados de las hormonas estrégeno y
progesterona participan en este proceso (Silberstein and Daniel 1987). Al término de la
prefiez, que en el ratdn dura aproximadamente 20 dias, las estructuras alveolares han
finalizado su crecimiento, reemplazando por completo el tejido estromal (principalmente
el tejido adiposo) de la glandula mamaria. Estas estructuras persisten hasta el final de la
lactanciay son las unidades funcionales para la producciény secrecion de la leche (Figura
16).

Luego del parto, se produce una caida abrupta de los niveles circulantes de estrégeno y
progesterona sistémicos y, a partir de ese momento, la arquitectura funcional de la
glandula se mantiene principalmente gracias a la prolactina, una hormona liberada desde
la glandula pituitaria en respuesta al estimulo de succién por parte de las crias (Reichardt
et al. 2001; Topper and Freeman 1980). El periodo de lactancia es el estadio de maxima
diferenciacion de la gldndula mamariay, en el ratén, tiene una duracién de 21 dias. Luego,
como consecuencia de la falta prolongada de succidn debido a que las crias ya ingieren

51



alimento (Reggiani et al. 2017), se induce el siguiente periodo conocido como la involucién
mamaria (Figura 16).

La involucién mamaria es un proceso coordinado de muerte celular y remodelacion de la
glandula, que dura aproximadamente 5 dias en el ratdn. Durante el mismo, el 90% del
epitelio muere y el tejido adiposo recupera nuevamente casi la totalidad del area de la
glandula, retornando a la glandula mamaria a su estado quiescente. En la involucion se
observa el colapso de las estructuras secretoras (Watson and Khaled 2020), el aumento
significativo del componente inflamatorio (Stein et al. 2004) y la recuperacién paulatina del
espacio por parte del componente adiposo de la glandula (Colleluori et al. 2021). Cada una
de estas etapas puede distinguirse histologicamente mediante la observacion de la
morfologia en cortes de tejido tenidos con H&E (Figura 17).

Virgin Gestation Lactation Involution

Figura 17. Histologia de la glandula mamaria del raton en distintas etapas del desarrollo. Se
muestran imagenes de secciones de tejido de glandula mamaria de ratdn tefidas con H&E de los
distintos estadios del desarrollo de la glandula mamaria postnatal. La glandula adulta virgen se
constituye principalmente por tejido adiposo (fat pad) donde se pueden encontrar algunas
estructuras ductalesy alveolares. Durante la prefiez estas estructuras proliferan significativamente
para en la lactancia alcanzar el maximo nivel de diferenciacién del epitelio secretor mamario. En
este estadio se puede observar que el tejido adiposo de la glandula se reduce casi por completo.
Modificada de (Hughes and Watson 2012).

La involucidn mamaria puede dividirse en dos fases. La primera esta caracterizada
inicialmente por la muerte celular de las células epiteliales diferenciadas mediada por
catepsinas a través de la via lisosomal (Kreuzaler et al. 2011; Girnius, Edwards, and Davis
2018) y luego por la actividad de las caspasas, como la caspasa 3 clivada (CC3) que llevan
a cabo los procesos apoptoéticos (P. Li et al. 1997; Lund et al. 1996). En el ratén, esta fase
es considerada reversible y transcurre en las primeras 48 horas luego del destete. Esta
etapa es seguida de una segunda fase, irreversible, en la que a la muerte del epitelio por
apoptosis se suma la expresidon temporal de proteasas extracelulares que participan en la
remodelacién tisular (Lund et al. 1996). Transcurridas las 120 horas (5 dias) se considera
finalizado el proceso de involucién.

La familia de factores de transcripcion STAT como reguladores especificos del
desarrollo de la glAndula mamaria

Cada unade las etapas del desarrollo de la gldandula mamaria esta estrictamente regulada
por la familia de proteinas STAT, proteinas transductoras de sefales y activadoras de la
transcripcion. Luego de su activacion por fosforilacion (p) los STATs pueden migrar al
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nucleo de la célula para ejercer su funcién como factores de transcripcién activando la
expresion de sus genes blanco (Hughes and Watson 2012).

La sefalizacién por prolactina es esencial para la proliferacién y la diferenciacién de las
estructuras lébulo-alveolares de la glandula mamaria durante la prefiez (Topper and
Freeman 1980). Esta hormona opera a través de la via de transduccién de sefales mediada
por STAT5 (Liu et al. 1997). La activacion de STAT5 induce la transcripcidon de genes que
codifican para las proteinas mayoritarias de la leche como B-caseina (S. Liand Rosen 1995;
Happ and Groner 1993). En la glandula mamaria de hembras virgenes y durante la etapa
temprana de la prefiez, los niveles de activacion de STAT5 se encuentran muy bajos. Existe
un maximo de activacion de dichos factores durante la lactancia, observandose altos
niveles de las formas fosforiladas, visualizada en general por su fosforilacién en tirosina
694 o bien en serina 779 (pY694Stats o pS779Stat5), las cuales vuelven a resultar
practicamente indetectables al comenzar la involucidn mamaria (Liu et al. 1997).

Elinicio de la involucién mamaria se caracteriza por una disminucion en los niveles tanto
de STATS5 fosforilado como de su forma sin fosforilar, y un marcado aumento de la forma
activa o fosforilada de otra proteina de la familia de los STATs, STATS3, visualizada por
fosforilacién entirosina 705 (pY705Stat3) (P. Li et al. 1997; Liu et al. 1997). En particular, se
ha demostrado que STAT3 cumple un rol fundamental en la induccion de la muerte celular
desencadenada durante dicha etapa. Los genes blanco de la sefializacion desencadenada
por la activacion de STAT3 incluyen vias de muerte celular mediada por lisosomas a través
de catepsinas (Kreuzaler et al. 2011) y vias apoptéticas mediadas por miembros de la
familia BCL2 y CC3 (Chapman et al. 1999). Paradéjicamente, asi como la activacion de
STAT3 durante la involucion de la glandula mamaria induce la muerte de las células
epiteliales (Chapman et al. 1999), este factor de transcripcién es considerado un oncogén
(Resemann, Watson, and Lloyd-Lewis 2014) debido a que su activacién constitutiva
promueve la proliferaciéon y supervivencia de ciertos tipos de tumores de mama (Levy and
Inghirami 2006). De hecho, la actividad de STAT3 se encuentra elevada de manera
aberrante en multiples tipos tumorales y ello se corresponde con un mal pronédstico de la
enfermedad (Yu and Jove 2004).

La activacion de STAT3 promueve ademas la expresion de citoquinas, siendo responsable
de la generacién de un ambiente pro-inflamatorio tanto en el tumor como durante la etapa
de involucién mamaria (Pensa, Watson, and Poli 2009). A su vez, STAT3 es activado en
respuesta a distintos factores solubles, incluidos algunos factores de crecimiento,
interferones (Schindler, Levy, and Decker 2007) y un gran numero de citoquinas claves en
el desarrollo como el factor inhibidor de la leucemia (LIF) o IL6 (Schere-Levy et al. 2003;
Kritikou 2003). Es interesante elhecho de que la produccién de estas citoquinas vinculadas
con la activacion de Stat3 se induce durante las primeras horas luego del destete como
consecuencia de la acumulacién local de leche. Esto ultimo se ha demostrado mediante
experimentos del blogueo artificial o sealing del acceso a la succién de leche por parte de
las crias en hembras lactantes (Schere-Levy et al. 20083).
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Modificaciones del estroma adiposo durante el desarrollo de la glandula mamaria
Los adipocitos de la glandula mamaria se consideran de tipo blanco y conforman el tejido
adiposo blanco o White Adipose Tissue (WAT), se caracterizan por ser células de gran
tamafo que contienen una sola gota lipidica (uniloculares) y su principal funcidén es el
almacenamiento de energia. Anatdmicamente, el tejido adiposo mamario es de
localizacion subcutaneay constituye lo que se denomina la almohadilla de grasa o fat pad.
Los adipocitos maduros expresan la proteina Perilipina 1 (Plin1), la cual se encuentra
presente en la membrana de las vacuolas lipidicas, siendo esta un marcador especifico de
tejido adiposo (Greenberg et al. 1993). Interesantemente, durante procesos normales del
desarrollo de la glandula mamaria, que implican remodelacién del tejido adiposo, como la
pubertad o bien lainvolucién, se ha observado presencia de regiones de tejido adiposo con
caracteristicas modificadas (Colleluori et al. 2021; Gouon-Evans and Pollard 2002).

En los ultimos anos, se han estudiado con mayor profundidad los mecanismos por los
cuales los adipocitos repueblan la glandula mamaria una vez finalizada la lactancia
(periodo post-lactancia) para, luego de transcurrida la involucion mamaria (periodo post-
involucion, Post-1), volver al estadio morfoldgica y fisiolégicamente similar al de hembras
virgenes. Estudios de rastreo de linaje (lineage tracing) proponen que las modificaciones
en el cambio de tamano en los adipocitos estan dadas por procesos que promueven la de-
lipidacion de los mismos, en el cual los adipocitos transfieren lipidos a las células
epiteliales durante la lactancia y, en consecuencia, disminuyen su tamafio, y luego lo
recuperan por hipertrofia durante la involucion (Zwick et al. 2018). Sin embargo, también
se hareportado que durante la prefiez ocurre un proceso de trans-diferenciacién reversible
de los adipocitos a células epiteliales mamarias, formando parte del pool de células
secretoras de leche durante la lactancia (Morroni et al. 2004). En linea con estos trabajos y
evidenciando la plasticidad celular de las células adiposas, otros reportes han demostrado
que los adipocitos maduros atraviesan un proceso de de-diferenciacién a adipocitos
inmaduros, de caracteristicas similares a sus precursores, los pre-adipocitos (PA), durante
la lactancia, y que éstas mismas células se re-diferencian nuevamente a adipocitos
maduros durante la involucion (Corsa and Macdougald 2018; Q. A. Wang et al. 2018). Los
PA son de apariencia fibroblastica, son negativos para Plin1, y expresan marcadores
especificos, como DLK1 (Delta-like 1 homolog) y PDGFR (Platelet-Derived Growth Factor
Receptor), que se describiran mas adelante.
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Resultados - Parte |

Analisis de la expresion de RET durante el desarrollo de la glandula mamaria

Muchos de los efectores de la via de RET, como STAT3 (Lyons et al. 2011; Reggiani et al.
2017), y las consecuencias fisioldgicas de su activacion tienen roles esenciales durante el
desarrollo de la glandula mamaria (Watson 2006). De este modo, investigar la funcion de
las proteinas oncogénicas, como RET, en la glandula mamaria normal ayudaria a
comprender en profundidad su rol en cancer de mama (N. E. Hynes and Watson 2010).
Debido a que muchos de los receptores tirosina quinasa oncogénicos descriptos en
tumores de mama, como HER2 (Nancy E Hynes and Lane 2005), cumplen una funcion
durante el desarrollo normal, especulamos que el receptor RET podria poseer también un
rol especifico no estudiado aun.

Para comenzar con la investigacion, se obtuvieron glandulas mamarias de ratones hembra
de cepa FVB/N salvaje o Wild-Type (WT) en diferentes etapas de desarrollo. EL
correspondiente tejido glandular fue recolectado y almacenado para posterior analisis.
Primero, las muestras de tejido mamario se analizaron mediante IHC y/o WB utilizando un
anticuerpo especifico contra RET (Figura R1). Los ensayos de IHC revelaron que RET esta
presente en el epitelio mamario lactante de 10 dias (L10), momento en el cual la lactancia
se encuentra establecida. Por el contrario, no se evidencid la presencia de RET en el
epitelio de las glandulas luego de 48 horas del inicio de la involucion forzada inducida por
el retiro de las crias (148) (Figura R1A). Estos hallazgos son consistentes con los datos
publicados de RNA-seq que indican que el gen Ret se expresa en muestras de glandulas
mamarias de ratones hembra lactantes (Bambhroliya et al. 2018; Clarkson et al. 2004;
Grinman et al. 2019; Stein et al. 2004). El analisis a nivel de proteina mediante WB de los
lisados de tejido mamario reveld que las glandulas de hembras lactantes exhiben altos
niveles de RET en su estado activo, es decir fosforilado, visualizado como su forma
fosforilada en la tirosina 1062 (pY1062RET). Estos niveles disminuyen abruptamente en el
tejido glandular de hembras post-lactantes que han atravesado el proceso de involucion
(Figura R1B).

El periodo post-lactancia representa una ventana temporal del desarrollo mamario que ha
sido demostrado que contribuye al riesgo de cancer de mama (Fornetti et al. 2014). Para
examinar esta fase mas en detalle, realizamos un andlisis cinético de la expresion de la
proteina RET centrandonos en la lactancia y la involucién (Figura R1C). Si bien los niveles
de RET fueron variables en tejido glandular de hembras que se mantuvieron virgenes (V) y
durante la prefiez (P), encontramos que la expresion de RET permanece alta y estable
desde el dia 5 hasta el dia 15 de lactancia (L5, L10y L15). Alas 12 horas de involucién (112),
los niveles de expresion de RET disminuyen y permanecen significativamente mas bajos a
48 y 72 horas (148 e 172, respectivamente) después del destete (Figura R1C). De esta
manera, estos resultados indican que la expresion de RET en la glandula mamaria se
establece durante la prefiez, permanece alta durante la lactancia y disminuye
abruptamente en involucién, lo que sugiere un estricto control de su expresién en este
periodo de transicion.
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Figura R1. Expresion de RET durante las distintas etapas del desarrollo mamario de ratéon: RET
se expresa en altos niveles en lactancia y disminuye en involucion. (A) Se muestran imagenes
representativas de inmunomarcaciones utilizando un anticuerpo especifico de RET en secciones de
tejido mamario de hembras FVB/N en dia 10 de lactancia (L10) o 48h de involucién inducida por el
destete forzado (148). Se utilizé una seccion de un embrién de ratén de dia embrionario 0,5 (E0.5)
como control positivo para la expresion de RET en el neuroepitelio (NE). Se utilizé como control
negativo una glandula lactante de 10 dias (L10) sin anticuerpo primario (no ab). Barras de escala: 50
pm. (B) Analisis de WB de RET total y su forma fosforilada en tirosina 1062 (pY1062RET). Se
analizaron lisados de tejido mamario de hembras adultas FVB/N en las etapas de desarrollo
indicadas. Se utilizé tubulina como control de carga. Las flechas indican la banda especifica de RET
utilizada para la cuantificacion. (C) Los niveles de proteina de RET en las distintas etapas de
desarrollo indicadas normalizada a tubulina se determinaron mediante cuantificacion de las
bandas visualizadas en WB utilizando Imagel. Los resultados se muestran como la media * sem.
Los p valores se calcularon mediante ANOVA unidireccional (**P=0,007) y la prueba de
comparaciones multiples de Tukey (*P<0,05). ELnumero de animales utilizados para cada etapa de
desarrollo se indica sobre las barras (n=3-12). V, virgen: hembra virgen adulta de 2 meses; P,
embarazo: el dia 15 0 18 después de la concepcidn; L, lactancia: L5 a L15, lactancia en el dia 5, dia
10 o dia 15 del primer periodo de lactancia; |, involucion: 112 a 172, periodo de involuciéon 12, 48 0 72
h después de la retirada de las crias.

Adicionalmente, encontramos que el tejido mamario expresa al menos dos de los ligandos
mas abundantes de RET (Gdnfy Nrtn) y dos co-receptores (Gfral y Gfra2) (Figura R2), lo
que indica que la red de sefnalizacién de RET es funcional y se encuentra activa.
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Figura R2. Los ligandos y co-receptores de RET se expresan en la glandula mamaria murina. Se
realizaron mediciones de RT-qPCR para los genes indicados de ligandos (A) y co-receptores (B) de
RET a partir de muestras de RNA de tejido mamario de hembras en lactancia dia 10 (L10, n=3) e
involucién 48 horas (148, n=3). Muestras de rifidén se utilizaron como control positivo de la expresién
de componentes de la via de RET (K). Se muestran los niveles de expresion relativizados a actina. Se
realizd ANOVA seguido del test de comparaciones multiples DGC.

Es interesante destacar que en 2022 se publico el primer estudio de RNA-seq de célula
Unica (scRNA-seq) realizado en biopsias humanas conteniendo muestras provenientes de
mastectomias de tejido mamario (NMC) y de leche materna (LMC) (Twigger et al. 2022). Los
resultados de este trabajo se encuentran disponibles junto con una herramienta de
analisis bioinformatico desarrollada por los autores. Para completar nuestro anélisis,
utilizando esta herramienta, encontramos que RET se expresa en las células presentes en
la leche materna, confirmando que RET puede expresarse durante la lactancia en
humanos. Segun el analisis de componentes principales (UMAP) obtenido, RET se expresa
principalmente en la poblaciéon de células epiteliales presentes durante la lactancia, las
LMC, y en menores niveles en la poblacion de células presentes en la glandula en estado
de reposo (NMC) (Figura R3), estado que seria equivalente a la glandula virgen del ratén.
Estos resultados confirman que la expresién de RET es elevada durante la lactancia en
ambos sistemas, ratén y humano.
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Figura R3. ELgen de RET se expresa en altos niveles en células epiteliales mamarias de mujeres
lactantes. Graficos UMAP (Uniform Manifold Approximation and Projection) de la expresion de RET
generado a partir de datos de scRNA-seq publicados (Twigger et al. 2022) obtenidos a partir del
analisis de células mamarias humanas provenientes de mamoplastia (NMC, 54.714 células, n=7)y
células presentes en la leche (LMC, 56.030 células, n=9). (A) Las regiones grises corresponden a
distintas poblaciones de células y los puntos de color beige-rojo indican células a las cuales se les
detectd la expresion del mensajero de RET. Rojo indica mayores niveles de expresion, beige
menores niveles de expresion. (B) A su vez, las poblaciones de células estdn agrupadas en
epiteliales, estromales e inmunes.

Luego, decidimos explorar mas en profundidad la regulaciéon de RET en la post-lactancia.
Para ello, realizamos experimentos in vivo de inducciéon local de involucién mamaria
(Schere-Levy et al. 2003). Ratones hembra FVB/N WT lactantes de 10 dias, fueron
sometidas al sellado unilateral del pezén de una de las glandulas mamarias inguinales
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para impedir, de este modo, el estimulo de succién de las crias e inducir la involucién local
de la glandula sellada (M. Li et al. 1997; Schere-Levy et al. 2003). En estos experimentos,
las otras glandulas mamarias permanecen intactas, permitiendo la lactancia normal por
parte de las crias. Con esta técnica, las hormonas lactogénicas permanecen en sus niveles
sistémicos normales, mientras que en la glandula sellada se activan factores locales
asociados a la involucion. Luego del sellado, los ratones continuaron amamantando a sus
crias durante 48 horas adicionales (L12) y posteriormente, se escindi6 tanto la glandula
sellada (Sealed) como una de las glandulas control que permanecieron intactas (Intact),
de cada animal. Nuestros resultados muestran claramente que el bloqueo del pezén, con
el consecuente detenimiento de la succién, conduce a una disminucion de los niveles de
RET en la glandula (Figura R4).

Examinamos la activacién de los factores de transcripcion STATs, como lectura del
seguimiento del desarrollo mamario normal. Las glandulas intactas muestran niveles altos
de pY694Stat5 y ausentes de pY705Stat3, indicando una lactancia activa. Como control,
se utilizé el lisado de una glandula mamaria en involucién (148), la cual presenta niveles
altos de pY705Stat3 y ausencia de pY694Stat5. Se ha reportado que la estasis de la leche
causa la activacién de STAT3 (M. Liet al. 1997; Schere-Levy et al. 2003), como observamos
en las glandulas selladas (Figura R4). Por lo tanto, nuestros resultados demuestran una
correlacidon negativa entre la expresion de RET y la transicion a la involucién. A nivel del
mecanismo, pudimos concluir que la reduccion inicial de RET al inicio de la involucidn no
se debe a disminuciones sistémicas en las hormonas lactogénicas circulantes, como
prolactina e hidrocortisona (Nguyen and Pollard 2000), sino que responde a senales
locales inducidas por el cese de la lactancia.
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Figura R4. La regulacion de los niveles de RET en post-lactancia responde a factores locales.
Se muestran los niveles de expresidén de RET determinados por WB usando lisados de glandulas
mamarias #4 de tres hembras lactantes independientes (denominadas del 1 al 3) en las cuales, a
los 10 dias de lactancia, las glandulas derechas se dejaron intactas (/ntact, n=3) o bien el eflujo de
leche de las glandulas contralaterales fue bloqueado por sellado del pezdn (Sealed, n=3)(N=1). Las
hembras continuaron amamantando a sus crias durante 48 horas mas (L12). Como control, se
analizaron los niveles de expresion de RET en lisados de una glandula en involucién de 48 horas
inducida por el destete forzado (148). Se muestra el analisis de WB para la activacién de Stat3y Statb
utilizando los anticuerpos indicados. La deteccidn de tubulina se utilizé6 como control de carga.
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Analisis de las alteraciones producidas por la sobre-expresion de RET en el epitelio
mamario durante la lactancia

En mujeres jovenes (<25 afnos) se ha reportado que la lactancia tiene un efecto protector
respecto del cancer de mama (Borges et al. 2020; Schedin 2006). Para investigar las
consecuencias de activar la expresion de RET durante este periodo de proteccion,
utilizamos el modelo transgénico Ret/MTB establecido en el laboratorio, mediante el cual
previamente demostramos que la sobre-expresion cronica del RET WT en el epitelio
mamario induce hiperplasias y tumores mamarios (Gattelli et al. 2018). En este sistema, la
expresion del transgén Ret es inducible por la administracién doxiciclina (DOX), lo que
permite su expresidon condicional durante etapas discretas del desarrollo mamario. Por lo
tanto, indujimos la sobre-expresion del gen de RET durante la lactancia mediante el
agregado de DOX al agua de hembras lactantes Ret/MTB entre los dias 2y 10 de lactancia,
dia en el cual se realizaron las autopsias y se recolecté el material a analizar (Figura R5A).
La observacion morfolégica en la tincion con H&E reveld la presencia de células
desprendidas en los alvéolos solo de las glandulas mamarias lactantes de hembras
Ret/MTB (Figura R5B, insertos), lo que sugiere que sufren una muerte celular prematura.
Apoyando esta observacion, el ensayo de IHC mostré un aumento significativo de CC3 en
las glandulas de animales Ret/MTB lactantes de 10 dias, respecto de las glandulas control
(Figura R5B, columna derecha de imagenes). También detectamos un aumento
significativo en los niveles de pY705Stat3 en estos tejidos, en comparacion a las glandulas
control (Figura R5B, fila inferior). La tincién de pY705Stat3 mostré un agrupamiento de
células positivas para este marcador en ciertas areas de las glandulas lactantes que sobre-
expresan RET (Figura R5B, fila inferior), lo que sugiere que la activacion de STAT3 podria
ser también una consecuencia indirecta de factores locales desencadenados por RET. Por
WB se confirmd la sobre-expresiéon de RET en las glandulas bitransgénicas Ret/MTB bajo
tratamiento con DOX (Figura R5C), acompafiada de un aumento en pY705Stat3 (y no de
pY694Statb). Estos resultados indican que la sobre-expresion aberrante de RET induce
marcadores de involucién prematura.

Analizamos adicionalmente la expresion de pS10H3 como marcador de proliferacion y
observamos que la sobre-expresion sostenida de RET durante la lactancia lleva también a
un aumento en la proliferacion de células epiteliales (Figura R5D), lo cual confirma el
efecto oncogénico de RET.
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Figura R5. La sobre-expresion de RET en lactancia induce marcadores prematuros de
involucidn y signos de proliferacién (A) Descripcion esquematica del disefio experimental de la
induccién de RET por DOX en el modelo de ratén Ret/MTB (N=2). (B) Secciones de glandula mamaria
de hembras Ret/- o MTB/- (n=6) y Ret/MTB (n=7) a los 10 dias de lactancia (L10) después del
tratamiento con DOX (2 g/l) durante 8 dias fueron analizados por H&E e IHC para CC3, pY705Stat3
(imagenes representativas). Los datos se presentan como media *+ sem. Barras de escala: 50 pm.
Se muestran las cuantificaciones correspondientes a dos experimentos independientes de la
tincién indicada. p valores mediante la prueba de Mann-Whitney. (C) WB que muestra los niveles de
RET en dos tiempos de exposicién diferentes y activacion de pY705Stat y pY779Stat5 para lisados
de tejido de glandula mamaria de los experimentos mostrados en B. Se us6 tubulina como control
de carga. (D) Se muestran imagenes representativas de la IHC para pS10HS3. Las puntas de flecha
indican las células positivas. Los datos se presentan como media + sem. Barras de escala: 50 pm.
Se muestran las cuantificaciones correspondientes a dos experimentos independientes de la
tincién indicada. p valores mediante la prueba de Mann-Whitney.

Analisis de los efectos de la expresion de RET en el epitelio mamario durante el
proceso de involucién

En los siguientes experimentos, indujimos condicionalmente la expresién de RET durante
la involucién temprana, una etapa del desarrollo en la que los niveles enddgenos de este
receptor disminuyen después de la lactancia (Figura R6A). Después de 8 dias de lactancia,
se indujo la expresion de RET en hembras bitransgénicas Ret/MTB mediante la
administracién de DOXy, luego de 2 dias se removieron las crias para forzar la involucién
mamaria. Se utilizaron como grupos control hembras MTB/- o Ret/- bajo el tratamiento de
DOX (DOX) (Figura R6A, arriba) o hembras Ret/MTB a las cuales no se les administré DOX
(CON) (Figura R6A, abajo). Después de 72 horas de involucién (I72), se extrajeron y
analizaron las glandulas mamarias. Por WB se confirmé el funcionamiento del sistema
observando que los lisados de ratones tratados con DOX, pero no de control, mostraron
altos niveles de RET (Figura R6B). La tincion con H&E de secciones de glandulas 172 reveld
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un aumento en el area de tejido adiposo en las glandulas que expresan RET en
comparacion con los controles (Figura R6C, fila superior), lo que indica un proceso de
involucién mas avanzado. La cuantificacién de los niveles de Plin1, el marcador especifico
de adipocitos maduros (Hume et al. 2018), indica que aumenta significativamente en las
glandulas que expresan RET (Figura R6C, fila inferior), mostrando unincremento en el area
cubierta por tejido adiposo. Estas glandulas también se examinaron en busca de otros
marcadores de involucion, como CC3 y pY705Stat3 (Figura R6D). A pesar de las
diferencias histolégicas observadas, los niveles de pY705Stat3 fueron similares en las
glandulas 172 de los controlesy de los ratones hembra que expresaban RET. Curiosamente,
la tincion para CC3 reveld una reduccién significativa en la cantidad de cuerpos
apoptoticos en las glandulas que expresan RET (Figura R6D), como se encuentrareportado
en etapas de involucidn mas avanzada. Estos resultados indican que los cambios en la
remodelacion del tejido inducidos por la expresidon continua de RET durante las primeras
fases de la transicién post-lactancia alteran la cinética normal de la involucion,
representado por la disminuciéon de CC3y el aumento en el area adiposa, provocando asi
un fenotipo de involucién acelerada.
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Figura R6. La expresion de RET en post-lactancia acelera la involucion mamaria. (A) Descripcion
esquematica del disefio experimental de la induccién de RET por doxiciclina (DOX) o control en
cepas Ret/MTB, Ret/-, MTB/- o ratones Ret/MTB no tratados con DOX (N=2). (B) El analisis de WB
muestra los niveles de RET y pY705Stat3 utilizando lisados de tejido de glandula mamaria de 72
horas de involucién obtenido de las hembras transgénicas indicadas. Se incluy6 lisado de tejido
mamario de una hembra lactante de 10 dias (L10) para controlar los niveles normales de expresion
de RET enddgeno. Se utilizé tubulina como control de carga. (C) Se muestran fotos representativas
de las seccionesindicadas, sobre las cuales se realizd tincion H&E e IHC especifica para Perilipinal.
Los datos se presentan como media £ sem. (n=6 en cada grupo). Se muestra la cuantificacion
correspondiente a dos experimentos independientes de la tincién indicada. p valores mediante la
prueba de Mann-Whitney. (D) Se realizé IHC en las secciones indicadas para la tincién especifica
para pY705Stat3 o CC3. Los datos se presentan como media = sem. (n=6 en cada grupo), y se
muestran las cuantificaciones correspondientes para dos experimentos independientes de la
tincidon indicada. p valores mediante la prueba de Mann-Whitney. LN: ganglio linfatico inguinal.
Barras de escala: 50 pm.

La expresion sostenida de RET durante la post-lactancia promueve defectos del
desarrollo y aumenta la malignidad

Para analizar cual es el impacto a largo plazo de la expresidon sostenida de RET durante la
transicion de la lactancia a la involucion, extendimos el tiempo de induccién del sistema
por DOX hasta 2 meses (Figura R7A) transcurrida la involucion (Post-l), otorgando un
tiempo suficiente para el desarrollo de hiperplasias (Gattelli et al. 2018). En secciones
tenidas con H&E, las glandulas control Post-I (Ret/- o MTB/- Post-I) muestran una
morfologia normal con algunos alvéolos residuales (Figura R7B). Relevante resulta el
hecho de que se observa un aumento significativo en el nimero de lesiones neoplasias,
definidas como neoplasias mamarias intraepiteliales (MINs, puntas de flecha), presentes
en las glandulas Ret/MTB que expresan RET y que experimentan el proceso post-involutivo
(Ret/MTB Post-I), en comparacion con las glandulas virgenes Ret/MTB que expresan RET y
no atravesaron dicho periodo (Ret/MTB V) (Figure R7C). Estos resultados indican que la
expresion sostenida de RET en hembras que atraviesan el periodo post-lactancia aumenta
la tumorigénesis, resaltando su potencial valor pronéstico como marcador de riesgo de
cancer en este periodo.
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Figura R7. La expresion sostenida de RET en post-lactancia aumenta las lesiones
neoplasicas. (A) Representacion esquematica de la induccion cronica de RET por DOX durante 2
meses en el modelo de ratdon Ret/MTB (N=2). Se utilizaron hembras transgénicas adultas de los
genotipos indicados que atravesaron un solo parto (arriba, Parous) o virgenes, sin ninglin parto
(abajo, Nulliparous). La induccién de DOX se inicié en el momento que lo indican las flechas verdes
para cada grupo de hembras control (Ret/-, MTB/- o -/-) o experimentales (Ret/MTB). Los animales
se mantuvieron bajo tratamiento con DOX (2 g/l) durante 2 meses (2m). Se analizaron las glandulas
mamarias de los grupos controly experimental en condiciones tanto de nuliparas (V) como una vez
finalizado el periodo de involuciéon (Post-l). (B) Se analizé la morfologia en secciones tefidas con
H&E de los ratones indicados revelando un mayor numero de neoplasias intraepiteliales mamarias
(MINs), indicadas con puntas de flecha, en las glandulas que sobre-expresan RET después de
transcurrida la involucidon en comparacion con las glandulas virgenes. Barras de escala: 50 pm. (C)
Tabla indicando la cuantificacién del nimero de MINs en los distintos grupos analizados. Las
comparaciones de interés se evaluaron mediante Mann-Whitney test.

Mediante observaciones maés detalladas de las glandulas Ret/MTB Post-l encontramos que
éstas exhiben una morfologia aberrante pronunciada, que consiste en un agrandamiento
de los conductos mamarios con presencia de secrecion, fendmeno denominado como
ectasia ductal (Rahaletal. 2011), rodeados por alvéolos persistentes, asicomo un estroma
aberrante con mayores areas de tejido adiposo modificado (Figura R8), compuesto por
adipocitos de menor tamafio. Simultdneamente, el tejido estromal adyacente a las
lesiones muestra abundante fibrosis y fibras de coldgeno revelado como areas azules por
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tincién de tricromico de Masson (TdM) (Figura R8).

Ret/MTB DOX

Tricromic

g |
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Figura R8. Las lesiones inducidas por RET en el epitelio mamario son acompahnadas de
aberraciones en el tejido adiposo adyacente. Se muestran fotos representativas de secciones
tefnidas con TdM (aumento: X100). Se utilizaron hembras transgénicas adultas en las condiciones
indicadas descriptas en la figura previa. Como se describié previamente, los animales se
mantuvieron bajo tratamiento con DOX (2 g/l) durante 2 meses (2m). Se analizaron las glandulas
mamarias de los grupos controly experimental en condiciones tanto de nuliparas (V) como una vez
finalizado el periodo de involucién (Post-1). Las neoplasias intraepitealiales mamarias (MINs) se
indican con puntas de flecha. AT: tejido adiposo; ED: ectasia ductal; F: fibrosis.

Estos ultimos resultados proporcionan evidencia de que la expresién aberrante de RET
afecta el proceso de remodelacién del tejido, promoviendo la formacién de lesiones
neoplasicas principalmente durante la post-lactancia, pero también afectando el estado
del tejido adiposo circundante.

En su conjunto, en esta parte del trabajo de tesis (PARTE |), revelamos la expresion
diferencial del receptor RET durante el desarrollo normal de la glandula mamaria.
Demostramos que la expresion aberrante de RET promueve defectos en el desarrollo
y la tumorigénesis particularmente en post-lactancia, postulando asi su potencial
como marcador prondstico de riesgo de cancer en este periodo.
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PARTE Il

El receptor RET en la célula tumoral regula
caracteristicas del tejido adiposo mamario
adyacente promoviendo un estado inmaduro en
las células adiposas
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Introduccién - Parte ll

El cancer de mamay el estroma adiposo

El papel del tejido adiposo en el microambiente tumoral ha recibido mucha atencién por
ser un factor critico en la asociacién entre la obesidad y el cancer. La incidencia de cancer
correlaciona positivamente con la obesidad, una condicion médica en la que se acumula
un exceso de tejido adiposo que puede afectar negativamente la salud (Kim and Scherer
2021). Las estimaciones actuales indican que 650 millones de adultos padecen obesidad,
lo cualincrementa su riesgo de contraer cancer, incluido el cancer de mama (Engin 2017).
Las causas del aumento de la incidencia del cancer de mama con la obesidad son
complejasy siguen siendo estudiadas (Devericks et al. 2022).

El tejido adiposo esta conformado mayormente por adipocitos, las células especializadas
en elalmacenamiento de lipidos (Sethi and Vidal-Puig 2007). El tejido adiposo se encuentra
distribuido en diferentes érganos, por lo que los adipocitos estan en estrecho contacto con
las células cancerosas en muchos tumores solidos, siendo el ejemplo mas evidente el
tumor de mama, debido a que el principal componente del estroma mamario es el tejido
adiposo (Bernard and Wellberg 2021). Fuera del microambiente mamario, los adipocitos
influyen en el estado metabdlico del organismo y producen numerosos factores de
sefalizacion, los cuales pueden afectar el desarrollo y la progresion del cancer de mama.
Se destacan entre estos factores producidos por los adipocitos maduros, tanto normales
como asociados al cancer, hormonas, factores de crecimiento, metabolitos y citoquinas,
denominadas adipocitoquinas (Bernard and Wellberg 2021).

Las caracterizaciones realizadas en muestras humanas de tejido adyacente de tumores
mamarios muestran modificaciones morfolégicas, fenotipicas y funcionales (Figura 18)
(Zhu et al. 2022). Asimismo, en modelos animales murinos, muchos trabajos han
demostrado que los adipocitos cercanos al tumor en crecimiento muestran alteraciones
similares (Figura 18). Las imagenes histolégicas de tumores exhiben una disminucién tanto
en el numero como en el tamafo de las células de los adipocitos ubicados en el frente
invasivo en comparacion con los adipocitos distantes del tumor (Nieman et al. 2011; Dirat
et al. 2011; Zhu et al. 2022). Similarmente a lo que sucede durante la transicién de la
lactancia a la involucién en el desarrollo normal de la gldndula mamaria, estos cambios
fenotipicos se han asociado por un lado a procesos de de-diferenciacién de los adipocitos
(Figura 18)(Zhu et al. 2022; Dirat et al. 2011), y por el otro, a la induccién de la lipdlisis en
los adipocitos por parte de las células tumorales (Wang et al. 2017). Para estudiar dichos
cambios fenotipicos se han implementado sistemas de co-cultivo in vitro en donde las dos
poblaciones, células tumorales y células adiposas, estan cultivadas juntas o separadas
por una membrana o transwell que permite el intercambio de sefales entre ambos tipos
celulares mediante factores solubles. Mediante el uso de estos sistemas, se ha reportado
la de-lipidacion de los adipocitos y una disminucién de la expresién de marcadores de
madurez de los mismos (Dirat et al. 2011). Ademas, los adipocitos co-cultivados con
células tumorales muestran modificaciones en su secretoma, por ejemplo aumentan la
produccidn de adipocitoquinas inflamatorias como TNFa, IL1B e IL6 (Dirat et al. 2011;
Ribeiro et al. 2012).
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Figura I18. Caracteristicas del tejido adiposo mamario adyacente a un tumor mamario, humano
y murino. (A) Imagenes provenientes de cortes histoldgicos tefidos con H&E del tejido adyacente a
un tumor mamario humano (arriba) y de un tumor mamario murino (abajo). (B) Esquema que
representa el efecto de las células tumorales sobre los adipocitos circundantes. Los frentes
invasivos de los tumores de mama que remodelan la matriz extracelular (ECM) estan rodeados de
adipocitos modificados de menor tamafio cuanto mas préoximos se encuentran a las células
cancerosas. Ademas, tanto los adipocitos como las células tumorales pueden modular la
respuesta inmune, facilitando la progresion del tumor. Adaptado de (Zhu et al. 2022).

En conjunto, los reportes de experimentacion in vitro e in vivo indican que las células
cancerosas modifican los adipocitos promoviendo que adquieran caracteristicas
diferentes a las de los adipocitos en estado normal y se los suele denominar adipocitos
asociados al cancer (Dirat et al. 2011). Estos adipocitos conforman entonces lo que
denominaremos tejido adiposo asociado al tumor (TAAT). En cédncer de mama en
particular, mediante el andlisis de la expresion de marcadores del estado de
diferenciacion, se considera que los adipocitos del TAAT sufren un proceso de de-
diferenciacion por el cual adquieren caracteristicas inmaduras, similares a la de sus
precursores, los pre-adipocitos (PA)(Zhu et al. 2022). Se ha visto que, si se aislan las
células adiposas modificadas del frente tumoral y se las cultiva con los factores
necesarios para la diferenciacion, estas células son capaces de re-diferenciarse in vitro a
adipocitos maduros (Zhu et al. 2022), demostrando asi su capacidad adipogénica,
similarmente a la de los PA.

Como se mencioné anteriormente, tras una exposicion prolongada a las células
tumorales, los adipocitos maduros pierden parte de su contenido de lipidos con lo cual
adquieren una morfologia fibroblastica, la cual coincide también con la morfologia de los
PA (Bochet et al. 2013). Otros estudios han mostrado, sin embargo, que como parte de las
modificaciones que puede sufrir el tejido adiposo peritumoral ocurre un proceso conocido
como pardeamiento de los adipocitos (discutido méas adelante) (Gantov et al. 2021;
Pagnotta et al. 2023). Este proceso ocurre tanto en tumores mamarios en humanos como
en ratones, pero no estan claras las evidencias de su implicancia en la progresion de la
enfermedad. El origen de estas alteraciones fenotipicas y funcionales en los adipocitos
circundantes al tumor mamario esta sélo parcialmente caracterizado y los mecanismos
precisos subyacentes se desconocen.
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Poblaciones de adipocitos y sus precursores

En los ultimos afios, con el advenimiento de las tecnologias de secuenciacion de RNA-seq
y mas aun de scRNA-seq, se ha determinado que las poblaciones de adipocitos y sus
precursores son en realidad heterogéneas y dinamicas, tanto en tejido adiposo humano
como murino (Emont et al. 2022). Es importante mencionar que debido a la naturaleza de
los adipocitos y su incompatibilidad con las caracteristicas intrinsecas de la microfluidica
implementada en scRNA-seq se puede utilizar solo la secuenciacion del RNA nuclear
(snRNA-seq) para analizar las células adiposas maduras. De este modo se han
establecido, y en algunos casos re-definido, marcadores especificos de las distintas
subpoblaciones.

Simplificadamente, por definicion, se reconoce que existen dos tipos distintos de
adipocitos maduros: los blancos, denominados asi por componer el WAT; y los marrones,
que conforman el Brown Adipose Tissue (BAT). Los adipocitos blancos, que son descriptos
como células de gran tamafio que contienen una sola gota lipidica (uniloculares), son las
principales células de almacenamiento de energia; mientras que los adipocitos marrones
(multiloculares), tienen la funcién de proveer de energia al organismo produciendo calor
(Sethi and Vidal-Puig 2007). Estas diferencias se reflejan en la expresion especifica de
proteinas de sefalizacién en el tejido adiposo y también en los perfiles de expresidon génica.
De este modo, se pueden utilizar la medicion de marcadores especificos para definir el tipo
de tejido adiposo presente en un tejido dado, como por ejemplo: la adipocitoquina
Adiponectina (Adipoq), que es producida especificamente por el WAT (Lee and Shao 2014)
es marcador de adipocito maduro blanco; y la proteina desacoplante 1 (UCP1), presente
en las mitocondrias de los adipocitos del BAT es el marcador de adipocitos maduros
marrones (lkeda and Yamada 2020). Por otro lado, ambos tipos de adipocitos expresan la
proteina Plin1, siendo este un marcador de tejido adiposo general (Greenberg et al. 1993).
Adicionalmente, se ha visto que otro tipo de adipocito con capacidad termogénica similar
a la de los adipocitos marrones, pueden aparecer en los depdsitos de tejido adiposo
blanco. Dado que los adipocitos blancos y marrones derivan de diferentes células
precursoras, y que estas no se encuentran presentes en el tejido adiposo blanco, este tipo
especifico de adipocitos se denomina adipocitos beige, los cuales son positivos para
UCP1, y el proceso de conversion de blanco a beige en el WAT se denomina pardeamiento
o browning (Ikeda and Yamada 2020; Pagnotta et al. 2023).

EL WAT mamario, como todo tejido adiposo blanco, esta compuesto de tejido conectivoy
adipocitos maduros blancos como su unidad fundamental. El tejido conectivo que rodea a
los adipocitos maduros contiene la fraccion estromal que alberga células madre y
progenitoras adiposas (ASPCs), que son las células que dan origen a los adipocitos, junto
con las células inmunes y endoteliales, que aseguran la homeostasis general del tejido
(Cristancho and Lazar 2011; Gregoire, Smas, and Sul 1998). Considerando los analisis
realizados por técnicas de sc/snRNAseq (Ferrero, Rainer, and Deplancke 2020; Merrick et
al. 2019), se considera que las ASPCs se caracterizan por la expresion del receptor de
ligandos PDGF (PDGFR) (otro receptor tirosina quinasa), particularmente PDGFRa, y se
conforman por tres subpoblaciones: células madre adiposas (ASCs), células reguladoras
de la adipogénesis, recientemente definidas (denominadas Aregs) (Schwalie et al. 2018), y
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los pre-adipocitos (PA). Los marcadores de PAy sus vias de senalizacion seran descriptas
en detalle en la ultima parte de la tesis.

Por lo tanto, los PA, los precursores inmaduros de los adipocitos blancos, estan
normalmente presentes en el tejido adiposo mamario, pero en bajas proporciones (Qian et
al. 2024). Los PA son negativos para Plin1, pero positivos para ciertos marcadores como
PDGFRa, o eldenominado ligando Delta 1 no candnico de Notch (DLK1) (también conocido
como Pref-1). Ambos, PDGFRa y DLK1, no se expresan en adipocitos maduros; por otro
lado, mientras que PDGFRa. es compartido con los fibroblastos, DLK1 es considerado un
marcador especifico de PA (Hudak and Sul 2013) (Tabla I11).

. . Adipocito en . . . . . .
3 Pre-adipocito Adipocito Adipocito Adipocito
Célula ASC proceso de j .
(PA) . L blanco marrén beige
diferenciacion

Dpp4 Dlk1 Pparg Leptin Ucp1 Ucp1

Cdz24 Icam1 Cebpa Adipog Prdm16 Prdm16

Pdgfra Pdgfra Plin1 Pgcla Pgcla

Marcadores ] -

Pparg Plin1 Cidea

Cebpa Pparg Pparg

Cebpa Cebpa

Tabla I1. Marcadores principales de las células adiposas en distintos estadios de
diferenciacion. Células madre adiposas (ASC): Dipeptidyl peptidase-4 (Dpp4), Cd24, Platelet-
derived growth factor Alpha (Pdgfra). Pre-adipocitos (PA): Delta-like 1 homolog (Dlk1), Intracellular
adhesion molecular 1 (Ilcam1), Pdgfra. Adipocito en diferenciacién: Peroxisome proliferator-
activated receptor gamma (Pparg), CCAAT/enhancer-binding protein Alpha (Cebpa). Adipocito
blanco: Leptin, Adiponectin (Adipoq), Perilipin1 (Plin1), Pparg, Cebpa. Adipocito marron/beige:
Uncoupling protein 1 (Ucp1), Positive Regulatory Domain Zinc Finger Region Protein 16 (Prdm16),
Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1 alpha (Pgc1a), Plin1, Pparg, Cebpa,
Cell Death Inducing DFFA Like Effector A (Cidea).

Es importante mencionar en este punto que las categorizaciones realizadas sobre estas
poblaciones celulares nos permiten facilitan el estudio de las mismas y el hablar un
lenguaje comun para referirnos a ellas, pero como mencionamos anteriormente hay que
considerar que estas poblaciones no son entidades discretas sino mas bien un continuo
que puede caracterizarse por la expresion de distintos marcadores que las células van
adquiriendo o perdiendo durante el proceso de diferenciacién.

El proceso de diferenciacion en los adipocitos

Durante la diferenciacién de los adipocitos, la adquisicién del fenotipo adiposo se refleja
en la apariciéon de marcadores tempranos, intermedios y tardios y en la acumulacién de
triglicéridos (Figura 19). El proceso de diferenciacién se caracteriza por cambios
cronoldgicos en la expresion de numerosos genes, es decir, cambios que tienen lugar a
nivel transcripcional. Ademas de la activacion de genes, se reprimen aquellos genes que
inhiben la adipogénesis o que simplemente son innecesarios para la funcion de las células
adiposas (Cristancho and Lazar 2011; Gregoire, Smas, and Sul 1998; Ghaben and Scherer
2019).
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Para estudiar el proceso de diferenciacién a adipocitos en cultivo se pueden utilizar lineas
celulares de PA aislados de cultivos primarios de tejido adiposo murino (Matesanz et al.
2017) o bien de lineas celulares establecidas de PA, como la linea comercial ampliamente
utilizada 3T3-L1 (Zebisch et al. 2012). El proceso de diferenciacion de PA puede diferir
segun los modelos de cultivo celular y los protocolos de diferenciacion empleados. De
manera general, la diferenciacién in vitro de estas células consiste en la estimulacion de
los cultivos con un céctel adipogénico, el cual incluye: tiazolidinedionas (TZD) (como
rosiglitazona o troglitazona), que son compuestos agonistas del factor de transcripcién
maestro adipogénico PPARYy, dexametasona (DEX), que reduce la expresion de Dlk7 (Smas
et al. 1999) e induce la expresion de Cebpd, otro factor clave de la adipogénesis (Cao,
Umek, and McKnight 1991), isobutilmetilxantina (IBMX), que aumenta la expresion de
Cebpd, e insulina, que permite el ingreso de glucosa en las células (Klemm et al. 2001).

El arresto en la proliferacion celular de los PA es el primer paso para que la diferenciacién
de los adipocitos se lleve a cabo. Se ha demostrado que PPARYy y otro de los factores de
transcripcién de la familia CEBP, CEBPa, actuan cooperativamente para provocar la
detencién del crecimiento necesaria (Timchenko et al. 1996; Umek, Friedman, and
McKnight 1991). Luego del frenado en la proliferacion celular, los PA deben recibir una
combinacion adecuada de sefales mitogénicas y adipogénicas para continuar con los
pasos de diferenciacion posteriores.

Durante la diferenciacién de los adipocitos, las células precursoras pasan de una forma
fibroblastica a una esférica y se producen cambios dramaticos en la morfologia celular.
Durante la fase terminal de diferenciacion, los adipocitos en cultivo aumentan
notablemente la lipogénesis de novo y los niveles de actividad de las enzimas asociadas,
adquieren sensibilidad a la insulina (Paulauskis and Sul 1988; Spiegelman, Frank, and
Green 1983), y expresan, ademas, los productos especificos de los adipocitos maduros,
como Plin1 y Adipoq en el caso de adipocitos blancos. La acumulacion de lipidos dentro
de las vacuolas lipidicas de los adipocitos puede identificarse facilmente mediante la
tincion de Oil-red, un colorante que se une especificamente a moléculas lipidicas y es
ampliamente utilizado (Ramirez-Zacarias, Castro-Munozledo, and Kuri-Harcuch 1992).

: ; Proliferation Clonal expansion Early differentiation Terminal differentiation
Proliferation
arrest
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Preadipocytes Preadipocytes Preadipocytes Immature adipocyte Mature adipocyte
Preconfluent Confluent Several mitotic divisions Growth arrest Transcription of C/EBP«, C/EBPB,
Induction of C/EBPp and C/EBPS Induction of C/EBPa and PPARY PPARY, and typical adipocyte genes

Figura 19. Esquema del proceso de diferenciacion de adipocitos. Se esquematiza el proceso de
diferenciacion de pre-adipocitos (PA) a adipocitos maduros de tipo blanco. Se indican las diferentes
etapas de proliferacién, expansion clonal y diferenciaciéon. Los PA proliferan hasta tener una
confluencia total en la superficie de cultivo, momento en el cual la proliferacion se detiene y ocurre
un proceso de expansion clonal. En esta fase se induce la expresién de factores inductores de la
diferenciacién como C/EBPf y C/EBPS. La diferenciacién ocurre como consecuencia del arresto en
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la proliferaciéony la activacion de los factores C/EBPa y PPARY. La diferenciacién terminal consta de
la incorporacion de lipidos y la expresiéon de factores tipicos de adipocito. Modificado de (Esteve
Rafols 2014).

Como se menciond anteriormente, dos familias de factores de transcripcién, CEBPy PPAR,
se inducen durante la diferenciacion de los adipocitos (Rosen and Spiegelman 2001; Brun
etal. 1996; Chawla and Lazar 1994). Mas recientemente, se ha identificado la proteina 1 de
la via de sefializacion inducible por Wnt1 (Wisp1), como una nueva molécula que reprime
la actividad de PPARY, y que en consecuencia podria ser importante como reguladora del
estado de diferenciacién de adipocitos (Ferrand et al. 2017).

El metabolismo energético en el contexto de la interaccion de la célula tumoral con el
tejido adiposo

Las células tumorales necesitan proliferar rapidamente y utilizan una serie de procesos
que consumen gran cantidad de energia para impulsar una mayor sintesis de proteinasy
material genético (Menendez and Lupu 2007). Ademas, deben mantener un suministro
constante de lipidos y precursores de lipidos para impulsar la produccién de membranas
en las células tumorales. Se ha reportado que las células epiteliales de la glandula
mamaria del ratén pueden utilizar acidos grasos provenientes de los adipocitos del fat pad
mamario (Hovey and Aimo 2010). En este caso, las células epiteliales inducen la lipdlisis
en los adipocitos adyacentes durante la lactancia, los cuales pueden utilizarse para la
sintesis de novo de acidos grasos en las células epiteliales mamarias lactantes. Esta
interaccién entre ambos tipos celulares se encuentra claramente alterada con la
presencia de células tumorales mamarias (Balaban et al. 2017).

El consumo de energia de la célula depende principalmente de la fosforilacidon oxidativa
mitocondrial (OXPHOS), que es altamente eficiente y genera mas ATP que la glucélisis. En
1924, el fisidlogo Otto Warburg observé que las células tumorales pueden obtener energia
de forma inusual: en condiciones aerdbicas, en lugar de usar el oxigeno para producir
energia a través de la respiracion mitocondrial, como lo hacen las células normales, optan
por utilizar glucdlisis, un fendémeno conocido como efecto Warburg. Asi, en condiciones
aerdbicas, los tumores muestran altas tasas de glucdlisis en comparacién con el tejido
circundante (Liberti and Locasale 2016). Mas recientemente, una gran cantidad de
evidencia indica que las células tumorales llevan a cabo una reprogramacion metabdlica,
lo que supone un uso extensivo (y dependiente) de la glucosa y/o la glutamina para su
crecimiento y supervivencia (Faubert, Solmonson, and DeBerardinis 2020). Se ha
demostrado que esta reprogramacion metabdlica puede ocurrir en respuesta a sefiales
ambientales, asi como a la activacién de oncogenes y/o la pérdida de funcién de
supresores de tumores (Tarrado-Castellarnau, de Atauri, and Cascante 2016).

Existen dos parametros principales que se utilizan para estudiar el metabolismo
energético que estan directamente relacionados con el metabolismo celular y el uso de
nutrientes: la tasa de consumo de oxigeno o Oxygen Consumtion Rate (OCR) y la tasa de
acidificacién extracelular o ExtraCelular Acidification Rate (ECAR). ELOCR mide la cantidad
de oxigeno que las células consumen, lo cual esta ligado a la oxidacién de sustratos como
la glucosa o acidos grasos dentro de la mitocondria. Cuando se agrega un sustrato
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(nutriente) a las células en cultivoy el OCR aumenta, indica que las células estan utilizando
ese sustrato para generar energia a través de la fosforilacién oxidativa. Un incremento en
el OCR refleja una mayor actividad mitocondrial. El ECAR, por otro lado, mide la
acidificacién del medio circundante a las células, que es principalmente el resultado de la
produccidn de acido lactico durante la glucdlisis, un proceso que ocurre en el citoplasma
de la célula cuando se metaboliza la glucosa en ausencia de oxigeno o cuando la
respiracion mitocondrial no es suficiente (Schmidt, Fisher-Wellman, and Neufer 2021).
Cuando se agrega glucosa al medio y aumenta el ECAR, esto indica un aumento del flujo
glucolitico, es decir, las células estan utilizando mas glucosa y produciendo mas acido
lactico.

Sin embargo, la proporcion de contribucion de la glucélisis frente a OXPHOS para el
rendimiento total de ATP varia en diferentes tipos celulares y, como se describio
anteriormente, esta alterada en las células tumorales. Parainvestigar estos parametros, el
OCRYy el ECAR, se pueden medir mediante un analizador de flujo extracelular Seahorse, un
equipo que evalua el metabolismo energético celular en tiempo real (Figura 110). Al
estudiar ambos parametros, es posible determinar qué via metabélica predomina en las
células (la fosforilacidn oxidativa o la glucdlisis) y como responden a la adicion de
diferentes nutrientes o tratamientos (Pike Winer and Wu 2014).

Inicialmente, en ausencia de glucosa, el ECAR es bajo debido a la minima actividad
glucolitica. Al agregar glucosa, se observa un aumento significativo en ECAR, lo que indica
un incremento en el flujo glucolitico, reflejando la capacidad basal de las células para
metabolizar glucosa y producir acido lactico. Posteriormente, la adicion de oligomicina,
que inhibe la ATP sintasa mitocondrial, provoca un mayor aumento en ECAR, ya que las
células dependen mas de la glucdlisis para obtener energia, revelando la capacidad
glucolitica maxima. Finalmente, la adicion de 2-DG, un inhibidor de la glucélisis, causa una
caida brusca en ECAR, confirmando que la acidificacién medida proviene principalmente
de la glucdlisis (Figura 110).

Por otro lado, la curva de OCR refleja la actividad mitocondrial y capacidad respiratoria
celular. Inicialmente, se mide el consumo de oxigeno basal, correspondiente a la
respiracion mitocondrial en condiciones normales. La adicion de oligomicina reduce el
OCR, indicando la respiracién mitocondrial acoplada a la produccién de ATP.
Posteriormente, al agregar un desacoplador de la mitocondria como FCCP, el OCR
aumenta al maximo, revelando la capacidad respiratoria maxima de las mitocondrias.
Finalmente, la adiciéon de inhibidores como rotenona y antimicina A provoca una caida
brusca del OCR, mostrando el consumo de oxigeno no mitocondrial (Figura 110).
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Figura 110. Estudio del metabolismo celular: respiracion mitocondrial y via glucolitica. (A)
Esquema de la glucdlisis. (B) Ejemplo de anélisis del flujo glucolitico y capacidad glucolitica. Se
muestra la respuesta cinética ECAR de células Hela a la glucosa, oligomicinay 2-DG. Se muestra
ademas la medicion de OCR en respuesta a la glucosa y la oligomicina (derecha). (C) Esquema de
la via de oxidacion de la glucosa. (D) Se muestra mediante el OCR la respuesta cinética de células
Hela a oligomicina, FCCP y Anti+Rot (antimicina Ay rotenona). A partir de este grafico se calculany
cuantifican los valores de respiracion basal, produccién de ATP, pérdida de protones y respiracion
maxima. Modificado de (Pike Winer and Wu 2014).
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Resultados - Parte Il

Generacion del modelo celular tumoral mamario de ausencia de RET (RET-KO)

Para estudiar en profundidad los efectos de la presencia o ausencia de la sefalizacion de
RET en las células tumorales sobre el tejido adiposo, nos propusimos generar un nuevo
modelo celular murino carente o knock-out (KO) de la expresiéon de RET (RET-KO). Para ello,
llevamos a cabo la edicion del gen de Ret mediada por el sistema CRISPR/Cas9 en la linea
tumoral mamaria murina EO771. Las células EO771 han sido descriptas como un modelo
representativo del subtipo luminal de cancer de mama humano resistente a la terapia
enddcrina (Le Naour, Rossary, and Vasson 2020; Le Naour et al. 2020), subtipo en el cual
RET se encuentra altamente expresado (Pecar et al. 2023). Estas células expresan ER pero
son negativas para PR (ER+PR-), indicando un ER no funcional, también en concordancia
con los tumores generados por la sobre-expresion de RET en nuestro modelo de ratén
transgénico Ret/MTB (Gattelli et al. 2018).

En el laboratorio contamos con varias lineas tumorales mamarias que expresan Cas9
acopladas a GFP (Cas9-GFP), incluyendo la linea EO771 (EO771-Cas9) (Figura R9A-B).
Para llevar a cabo la delecidn del gen de Ret, primero se disefaron dos guias alternativas
de RNA o single guide RNA (sgRNA), las cuales fueron clonadas en el plasmido lentiviral,
que ademas brinda a las células la resistencia ortogonal al antibiético G418. Particulas
virales conteniendo el plasmido con la sgRNA (RET-KO) o el plasmido sin sgRNA, como
control (RET-WT), se utilizaron para infectar cultivos de células EO771-Cas9. A
continuacién, se seleccionaron las células con el antibidtico correspondiente para
enriquecer la poblacion de células editadas. En ambas lineas celulares, EO771 RET-KO y
RET-WT (pools), verificamos la efectividad de la edicion por la técnica de T7 endonucleasa
(Sentmanat et al. 2018) (Figura R9C). Observamos que, si bien ocurrié la edicion, no fue
evidente la diferencia a nivel de la abundancia de la proteina RET, presumiblemente debido
a que un porcentaje de las células aun contenia el gen de Ret sin editar (Figura R9D). Al
trabajar con pooles de células hay que considerar que cada célula puede haber reparado
el corte generado por las Cas9 de manera diferente, de modo que a nivel poblacional haya
una reduccién de la proteina, pero no una deficiencia total. Decidimos entonces realizar
una seleccidn clonal de las lineas establecidas, esto es aislar células unicas por dilucién
limite y luego amplificar cada una de ellas como lineas independientes, obteniendo asi 2
lineas clonales (clones) EO771 RET-KO (sg1RET y sg2RET) y sus correspondientes
controles RET-WT. Luego, se obtuvieron los lisados proteicos de cultivos de cada una de
las lineas y evaluamos los niveles de RET por WB, verificando asi la ausencia de expresién
de RET en las células RET-KO (Figura R9E).

Se realizd una caracterizacion de las células EO771 RET-KO en comparacién con su
contraparte RET-WT. Primero, se evalud la activacion de vias de sefalizacién rio abajo,
como la proteina ERK, en respuesta a la activacion de RET por su ligando, GDNF. Para ello,
cultivos de células EO771 RET-KO o RET-WT se hambrearon por 24 horas y se estimularon
con GDNF durante tiempos cortos (5, 15, 20 y 30 minutos). Se extrajo proteina de los
cultivos y se realizé un WB con anticuerpos especificos de activacion de ERK. Segtn lo
esperado, observamos mayor respuesta al estimulo en los niveles de
fosforilacién/activacién de ERK respecto de la proteina total (pT202/Y204ERK/ERK) en las
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células RET-WT (Figura R9F).
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Figura R9. Caracterizacion del modelo celular tumoral mamario EO771 RET-KO. (A) Ensayo de
WB utilizando anticuerpos especificos para las proteinas indicadas y (B) visualizacion de
fluorescencia de células EO771-Cas9 (GFP-Cas9). (C) Ensayo de T7 endonucleasa y (D) analisis de
WB para RET sobre extractos de DNA gendmico o extractos proteicos, respectivamente,
provenientes de las lineas EO771 RET-KO y RET-WT (pools). En el ensayo de T7 se visualizan los
productos de PCR generados a partir de DNA gendmico proveniente de las lineas celulares RET-KO
(sg1RET) y RET-WT (No sg1RNA), digeridos (+) o no (-) con T7. La PCR se realiz6 con primers
especificos para el exdn 2 de Ret conteniendo el sitio de hibridacion de las guias para la Cas9. El
producto generado es de aproximadamente 450pb. M: marcador de peso molecular. (E) Ensayos de
WB para la deteccién de RET realizados sobre lisados obtenidos de las lineas RET-KO y RET-WT
(clones) generadas con las distintas sgRNAs (sg1RNA o sg2RNA). Se utilizaron lisados de células
MCF7y de untumor RET/MTB como controles positivos de la expresion de RET. Tubulina o Vinculina
fueron usadas como control de carga. (F) Analisis de WB realizados a partir de lisados proteicos de
células EO771 RET-WT o RET-KO que fueron estimuladas o no (-) con GDNF (10ug/ml) por los
tiempos indicados. Se analizaron los niveles de activacion de ERK con anticuerpos especificos. Se
realizé la cuantificacion de las bandas por Image) y se muestra el resultado de los niveles de
pT202/Y204 ERK/ERK total para cada linea a lo largo del tiempo.

Como parte de la caracterizacion de las lineas generadas, debido a nuestro interés en
focalizar el estudio en lainteraccién de la célula tumoral con el tejido adiposo circundante,
y considerando la importancia del tejido adiposo en el balance energético, nos
preguntamos si la presencia o no de RET en las células tumorales podria modular su
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capacidad energética. Para ello, las células EO771 RET-KO o RET-WT fueron sembradas en
placas especiales para este estudioy, aldia siguiente, se midié su respiracion mitocondrial
(Mitostress test) y la glucdlisis (Glycostress test) en un analizador de flujo Seahorse. Se
muestran las curvas de OCRresultantes del ensayo de mitostress a lo largo del tiempo para
ambos cultivos, células RET-WT o RET-KO (Figura R10A), y los graficos resultantes de la
cuantificacion de la respiracion basal, produccién de ATP, respiracion maxima, fuga de
protones y capacidad de reserva (Figura R10B). En lo que respecta a la respiracion
mitocondrial, los resultados indican que las células RET-KO son significativamente menos
activas metabolicamente que las células RET-WT (Figura R10B). Si bien el andlisis de cada
seccion de la curva se realizé solo para los clones sg1RET, tanto RET-WT como RET-KO,
también se evalud la respiracion mitocondrial de las lineas generadas con sg2RNA. Se
verifico que las lineas clonales, sg1RET y sg2RET, no presentaran diferencias significativas
(Figura R10C).
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Figura R10. Caracterizacion metabélica del modelo celular tumoral mamario EO771 RET-KO.
(A) Se muestra mediante la curva de OCR la respuesta cinética de células EO771 RET-WT y RET-KO
(sg1RET) a oligomicina, FCCP y A+R (respiracidon mitocondrial)(N=1). (B) A partir del grafico de OCR
se calcularon los valores de respiracion basal, produccién de ATP, respiracion maxima, fuga de
protones y capacidad de reserva. Dichas cuantificaciones se evaluaron mediante t de Student. (C)
Del mismo modo que en A, se muestra mediante la curva de OCR la respuesta cinética de la
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respiracion mitocondrial comparando los resultados obtenidos para las 2 lineas clonales
independientes (sg1RET y sg2RET). (D) Se muestra la respuesta cinética ECAR de células EO771
RET-WT y RET-KO (sg1RET) a la glucosa, oligomicina y 2-DG (glucdlisis). Todas las curvas se
evaluaron estadisticamente mediante prueba t de Student, comparando la media de cada tipo
celular en cada punto temporal.

Se muestran ademas las curvas de ECAR resultantes del ensayo de glycostress a lo largo
del tiempo, en dénde no se observan diferencias significativas en cuanto a la via de la
glucdlisis en las lineas celulares EO771 RET-KO respecto de la linea control RET-WT (Figura
R10D). Estos resultados indican que la presencia de RET reprograma metabdlicamente a
las células tumorales aumentando su capacidad de respiracion aerdbica, pero sin
aparente modificacién de su capacidad de realizar glucolisis.

Efecto del secretoma dependiente de la expresion de RET en células tumorales sobre
cultivos de adipocitos maduros

Decidimos estudiar in vitro si el secretoma de RET en la célula tumoral es capaz de modular
caracteristicas especificas de los adipocitos maduros, como su contenido lipidico o su
perfil de expresién de marcadores especificos. Para ello, utilizamos un cultivo de
adipocitos diferenciados in vitro, tratados con medios condicionados (CM) de cultivos de
células tumorales EO771 RET-WT en comparacién con el CM provenientes de las células
RET-KO. Para esto, utilizamos una linea de pre-adipocitos (PA) que puede ser diferenciada
a adipocitos maduros blancos en cultivo siguiendo protocolos establecidos (Matesanz et
al. 2017). Unavez llegados a la madurez, tratamos los cultivos con los CM durante 72 horas
(Figura R11A). Al culminar los tratamientos, cosechamos las células adiposas para
analizar diferentes marcadores y por otro lado las fijamos para realizar tincion de lipidos
por Oil-red.

No observamos diferencias morfolédgicas significativas ni tampoco respecto del contenido
lipidico en los adipocitos tratados o no con CM provenientes de las células tumorales RET-
WT o RET-KO (Figura R11B). Globalmente, el analisis de expresién de marcadores por RT-
gqPCR, tanto de adipocito maduro y factores de trascripcion de adipogénesis temprana
(Adiponectin, Cebpa Pparg y Wisp1) como de adipocitos inmaduros o precursores como
PAs (Pdgfra y Dlk1), no fue concluyente respecto de la presencia de RET en las células
tumorales. (Figura R11C). Estos resultados sugieren que la sefalizacién de RET enlacélula
tumoral no es suficiente para generar un cambio profundo sobre el adipocito maduro
aislado.
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Figura R11. Expresion de marcadores de diferenciacion de adipocitos en cultivos de adipocitos
maduros tratados con CM de células tumorales del modelo RET-KO. (A) Esquema del
experimento realizado. (B) Adipocitos maduros (D9 del protocolo de diferenciacién) tratados o no
tratados (No CM) con medio condicionado proveniente de células tumorales EO771 RET-WT (RET-
WT CM) o RET-KO (RET-KO CM) durante 72 horas, se fijaron y tineron mediante Oil-red y se tomaron
fotografias de las cuales se muestran imagenes representativas (aumento: X100). Posteriormente,
se realizé la cuantificacion de la tincidn solubilizando el colorante adquirido por las células y se
midié su absorbancia a 595 nm. Se muestran los resultados correspondientes de 3 experimentos
independientes (N=3). (C) En un experimento equivalente, se extrajo RNA de los cultivos y se analizé
la expresion de marcadores del estado de diferenciacién de adipocitos por RT-gPCR con primers
especificos. Se muestran los resultados de 3 experimentos (N=3). Los valores de expresion de cada
uno de los genes se relativizaron a la expresion de Gapdh. El andlisis estadistico de las
cuantificaciones se analiz6 mediante One Way ANOVA.
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Efecto del secretoma dependiente de la expresiéon de RET en células tumorales sobre
cultivos de adipocitos durante el proceso de diferenciacion

Decidimos estudiar in vitro si el secretoma de RET es capaz de afectar la capacidad
adipogénica de los PAdurante el proceso de diferenciacion, momento en el cual las células
adiposas se encuentran en etapas susceptibles a modificaciones, similarmente a lo que
sucede en post-lactancia o bien en un tejido adiposo que aloja una lesion neoplasica. Para
estos ensayos, tomamos cultivos de PAs y los tratamos con CM provenientes de células
EO771 RET-KO o RET-WT junto con las drogas necesarias para inducir la diferenciacién
(esto es, troglitazona, insulina, dexametasona e IBMX) (Figura R12A). PA en proceso de
diferenciacion con su medio completo (sin CM tumoral) se utilizaron como control (No
CM). Serealizé este protocolo hastafinalizar la diferenciacion (9 dias), cambiando el medio
de las células cada dos dias. Al finalizar, del mismo modo que se procedié anteriormente,
se fijaron las células para tincion de lipidos con Oil-red y en un experimento equivalente se
extrajo RNA para medicién de marcadores.

A partir de la tincidon de Oil-red se puede observar que el tratamiento con los CM de las
células tumorales disminuye significativamente el contenido de lipidos en las células
adiposas. Por otro lado, la cuantificacion de la tincién indica que no hay diferencias
significativas entre las células adiposas tratadas con los CM provenientes de células RET-
KOy RET-WT, sugiriendo que la presencia de RET no impacta en la incorporacién de lipidos
de estas células (Figura R12B).

Sin embargo, se hallaron diferencias significativas en los marcadores de diferenciacion de
adipocito, entre los tratamientos con el medio de células RET-KO en comparacién con el
medio de células RET-WT (Figura R12C). Mediante las mediciones por RT-qPCR de
marcadores especificos, observamos una reduccién en marcadores de adipocito blanco,
mostrando diferencias significativas para Adiponectin y Pparg y, acompafiado de un
aumento significativo en su regulador negativo, Wisp7. Respecto a los marcadores de
adipocitos inmadurosy PAs, estos no resultaron concluyentes. Sibien Pdgfra se encuentra
significativamente aumentado en las células tratadas con CM RET-WT, DIlk1 presenta el
mismo patrén en las tratadas con CM RET-KO (Figura R12C). Aqui, la delecion del RET
tumoral (CM de células RET-KO) revierte parcialmente los cambios inducidos por el medio
tumoral en varios de los marcadores.

Con estos experimentos concluimos que el contacto con el secretoma de las células
tumorales interrumpe la diferenciacién de los adipocitos, ya que la mayoria de las células
del cultivo permanecen en un estado mas indiferenciado (Figura R12B-C). Luego, la
ausencia de RET en la célula tumoral (RET-KO) reestablece ciertas caracteristicas al
secretoma, permitiendo una recomposicion parcial de la diferenciacion, que aunque no
alcanza los valores basales, representa un aumento respecto de los efectos inhibitorios
del CM proveniente de las células tumorales RET-WT.
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Figura R12. Expresion de marcadores de diferenciacion de adipocitos en cultivos en proceso
de diferenciacion tratados con CM de células tumorales del modelo RET-KO. (A) Esquema del
experimento realizado. (B) Pre-adipocitos murinos se diferenciaron in vitro mediante el agregado
secuencial al medio de cultivo de troglizatona, IBMX, dexametasona e insulina (No CM).
Paralelamente, se diferenciaron pre-adipocitos agregando el cocktail de diferenciacion al medio
condicionado proveniente de células EO771 RET-WT (RET-WT CM) o RET-KO (RET-KO CM). Al
finalizar el protocolo de diferenciaciéon de 9 dias, los cultivos de adipocitos se fijaron y tifieron
mediante Oil-red. Se tomaron fotografias y se muestran imagenes representativas (aumento: X200).
Posteriormente, se realizo la cuantificacion de la tincion solubilizando el colorante adquirido por las
célulasy se midio su absorbancia a 595 nm. Se muestran los resultados de dos experimentos (N=2).
El analisis estadistico de los valores de las cuantificaciones se analizé mediante One Way ANOVA.
(C) En un experimento equivalente, se extrajo RNA de los cultivos de adipocitos generados en (A) y
se analizaron por RT-gPCR la expresién de los marcadores de diferenciacion de adipocitos
indicados. Se muestran los resultados de dos experimentos (N=2). Los valores de expresion de cada
uno de los genes se relativizaron a la expresién de Gapdh. El andlisis estadistico de los valores de
las cuantificaciones se analiz6 mediante One Way ANOVA 'y, para algunos genes, se utilizé el test t
de Student para comparar los tratamientos RET-WT CM y RET-KO CMy evaluar independientemente
esta hipotesis.

Generacion del modelo in vivo tumoral mamario RET-KO

Muchas de las lineas tumorales que expresan Cas9 generadas en el laboratorio, si bien
pueden utilizarse en ensayos in vitro, son rechazadas in vivo y no desarrollan tumores
cuando se introducen en ratones (alotrasplantes). En el caso de las EO771-Cas9, contrario
a lo observado para las otras lineas tumorales (descripto en Metodologia), se comprobé su
capacidad de formar tumores en ratones, resultando un modelo de interés para realizar
experimentos in vivo.

Con el objetivo de evaluar in vivo el desarrollo tumoral y el impacto en el tejido adiposo
adyacente, se preparé una suspensioén de células EO771 RET-KO o sus controles RET-WT
y se inyectaron (1x10° células/ratdn) subcutdaneamente en la almohadilla de grasa o fat pad
de ratones hembra C57BL/6, estableciendo asi un nuevo modelo tumoral singenéico de
alotrasplante (EO771-tumor) con deleciéon de RET (Figura R13A). La dimensién de los
tumores se supervisé cada 2 diasy con dichas mediciones se realizé el calculo delvolumen
tumoral correspondiente. Como se ha observado previamente con otros modelos (Gattelli
et al. 2013), los tumores generados por las células RET-KO resultaron significativamente
de menor tamafno a aquellos desarrollados por las células RET-WT (Figura R13B).
Transcurridas 3-4 semanas desde el dia de las inyecciones, los ratones fueron sacrificados
y se llevaron a cabo las autopsias para escindiry almacenar el material de interés. Durante
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las autopsias, de cada hembra, se procedid con la disecciéon anatdmica tanto de tejido
tumoral (T) como del tejido estromal adyacente, mayormente tejido adiposo, definido
como TAAT del inglés Tumor Adjacent Adipose Tissue (Figure R13C). Adicionalmente,
tejido mamario de la mama contralateral (AT) también fue recolectado como control.
Mediante fluorescencia para GFP verificamos la generacion tumoral por parte de las
células inyectadas (EO771-cas9) (Figure R13C). Mediante ensayos de WB sobre lisados de
tejido tumoral verificamos los niveles de expresion de RET en los tumores RET-WT respecto
de los RET-KO (Figure R13D).

Confirmamos por IHC que los tumores generados tanto por las células RET-KO como por
las RET-WT son de tipo ER+PR- (Figura R13E, panel superior y medio), como ha sido
descripto por otros grupos (Le Naour et al. 2020). La disminucion en el tamafo tumoral
observada en las curvas de crecimiento es acompafada consistentemente por la
disminucion significativa de la proliferacion celular en los tumores, lo que fue visualizado
mediante el método de incorporacion de bromodesoxiuridina (BrdU) in vivo y posterior
analisis del tejido tumoral por IHC con anticuerpos especificos y su correspondiente
cuantificacion (Figura R13E, abajo). El analisis morfoldgico general por tinciones de H&E
muestra que, si bien lo tumores son similares, el tejido estromal adyacente al tumor
presenta algunas diferencias entre los tumores RET-WT y RET-KO. En el tejido circundante
alos tumores RET-WT se observa que los adipocitos son de menor tamanoy que hay mayor
contenido de fibrosis respecto de lo observado adyacente a los tumores RET-KO. Esto
queda demostrado mediante el abundante contenido de fibras de colageno evidenciadas
por tincién de TdM sobre los cortes histologicos (areas tefidas en azul) (Figura R13F).
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Figura R13. Caracterizacion del modelo de alostrasplante de tumores mamarios EO771 RET-
KO. (A) Esquema de generacidn de alotrasplantes del modelo EO771 RET-KO. Células murinas
EO771 RET-WT o RET-KO fueron inyectadas subcutaneamente en ratones hembra C57BL/6. (B)
Curva de crecimiento tumoral en funcién del tiempo de los tumores generados. Cada grupo tuvo 6
réplicas (n=6). Se muestran los resultados agrupados de 4 experimentos independientes (N=4). Los
valores del ultimo punto de la curva se analizaron mediante el test t de Student. (C) Fotografia
representativa que muestra la ubicacidon anatdmica de los tumores generados. Se indican los
tejidos extraidos utilizados para posterior analisis: tumor (T) y tejido adyacente al tumor (TAAT). Se
muestra también una foto representativa de la fluorescencia de GFP en el tumor. (D) Analisis de WB
realizado sobre lisados tumorales RET-WT y RET-KO para RET con los anticuerpos especificos
indicados. (E) Imagenes representativas de las IHC realizadas en los tumores para cada uno de los
anticuerpos indicados. Se muestra la cuantificacion realizada a partir de la IHC de BrdU (aumento:
X200) sobre cortes tumorales. Se contaron las células positivas por campo a X400y se muestran los
resultados como el promedio * sd de 2 experimentos independientes (N=2). Los p valores se
calcularon mediante t de Student. Para ER y PR se muestra la tincién sobre un conducto mamario
como control positivo de dichas inmunomarcaciones (aumento: X400). (F) Se muestran imagenes
representativas de la histologia del tumor (T) y el tejido adyacente TAAT (mayormente tejido adiposo)
por tinciones de H&E y las areas de fibrosis (azul) por tincién de TdM (aumento: X200).

Analisis in vivo del impacto de RET en la célula tumoral sobre el estado de
diferenciacion de los adipocitos adyacentes

Para estudiar las caracteristicas del tejido adiposo adyacente a los tumores en el contexto
de RET, se llevé a cabo el andlisis de marcadores especificos de distintos estadios de
diferenciacién de adipocitos mamarios en el TAAT de los tumores generados en el modelo
de alotrasplante, EO771 RET-KO y su contraparte RET-WT, en comparacién con tejido
adiposo control (AT). Para ello se realizaron ensayos de RT-qPCR utilizando primers
especificos para determinar la expresion a nivel de RNA de estos marcadores. En algunos
casos la expresion a nivel de proteina fue analizada por WB.
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Primero se analizé la expresidon de marcadores caracteristicos de los adipocitos maduros
blancos como Leptin y Adiponectin, y factores de trascripcion de adipogénesis temprana
como Ppargy Cebpa (Figura R14). Observamos que los niveles de Leptin no cambiany, en
el caso de Adiponectin, si bien en ambos tejidos peri-tumorales este marcador se
encuentra disminuido en comparacién al AT control, observamos que en el TAAT de los
tumores RET-WT la expresion se encuentra significativamente reducida respecto del TAAT
correspondiente a los tumores RET-KO (Figura R14). Siendo que nuestra hipotesis
involucra la comparacion entre el TAAT RET-WT y RET-KO, nos resultdé adecuado agregar
los graficos que involucran especificamente esta comparacion y realizar la estadistica
pertinente.

Para el caso de los factores de transcripcion, tanto Cebpa como Pparg se encuentran
significativamente disminuidos en el TAAT RET-WT, en comparacién al AT control.
Interesantemente, Pparg se encuentra significativamente elevado en el TAAT RET-KO en
comparacion a la contraparte RET-WT, y Cebpa muestra la misma tendencia (Figura R14).
Este resultado en Pparg sugiere que en el TAAT de los tumores que expresan RET (RET-WT)
el proceso de diferenciacion podria estar inhibido, mientras que estos efectos serian
potencialmente liberados en ausencia de RET en la célula tumoral. En base a la expresion
diferencial de Pparg en el tejido peri-tumoral, decidimos profundizar en el mecanismo y
explorar la expresion de factores reguladores del mismo, como Wisp 7. Se ha descripto que
la actividad de PPARy puede ser regulada negativamente tanto a niveles proteicos como
del mensajero mediante la proteina WISP1, a través mecanismos parcialmente descriptos
(Ferrand et al. 2017). Interesantemente, los niveles de expresion de Wisp7 se encuentran
disminuidos en el TAAT del tumor RET-KO (Figura R14), lo cual favoreceria la actividad de
PPARy como inductor de adipogénesis en estos tejidos, en comparacion a la contraparte
RET-WT.

Estos resultados indicarian que, por un lado, en presencia de un tumor, los adipocitos
adyacentes a él se encuentran en un estado mas inmaduro y que, cuando el tumor expresa
RET, su senalizacion potencia ain mas esta inmadurez en los adipocitos circundantes. De
este modo, la presencia de RET en el tumor podria regular positivamente los mecanismos
de inhibicion de la adipogénesis.
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Figura R14. Expresion de marcadores de tejido adiposo maduro blanco o WAT en el modelo de
tumores mamarios RET-KO. Andlisis de qRT-PCR para los genes de interés realizadas en el tejido
adiposo adyacente a tumores (TAAT) RET-WT o RET-KO, o en tejido adiposo subcutaneo de la mama
contralateral (AT), descripto como WAT, como control. Se muestran los resultados como el
promedio * sd. El andlisis estadistico se realizé mediante One Way ANOVA y, para algunos genes,
se utilizé el test t de Student para comparar los tratamientos RET-WT TAAT y RET-KO TAAT y evaluar
independientemente esta hipdtesis. Se muestra la cuantificacion de 3 experimentos
independientes (N=3).

Debido a que se ha descripto que en algunos modelos murinos existe browning en el tejido
adiposo adyacente al tumor (Kir et al. 2014), evaluamos también marcadores de adipocito
marrén. Analizamos la expresion del gen Ucp7, que como se menciond anteriormente se
expresa en adipocitos marrones maduros, y también de los genes Pgclay Prdm16, los
cuales se expresan durante la diferenciacion adiposa parda. Si bien no observamos
cambios significativos en Ucp1 y Prdm16 en las muestras de tejido analizadas, si
encontramos un aumento significativo en la expresion de Pgc1a en el TAAT de tumores RET-
WT en comparacion al tejido control y al TAAT RET-KO, lo cual indicaria que hay un efecto
de browning, al menos parcial, en estos tejidos (Figura R15).
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Figura R15. Expresion de marcadores de tejido adiposo maduro marrén o BAT en el modelo de
tumores mamarios RET-KO. Analisis de RT-qPCR para los genes de interés realizadas en el tejido
adiposo adyacente a tumores (TAAT) RET-WT o RET-KO, o en tejido adiposo subcutaneo de la mama
contralateral (AT), descripto como WAT, como control. Se muestran los resultados como el
promedio + sd. El analisis estadistico se realiz6 mediante One Way ANOVA. Se muestra la
cuantificacion de 2 experimentos independientes (N=2).

Medimos adicionalmente la expresidon de marcadores de células precursoras de
adipocitos. Porunlado, se evalud la expresion de marcadores especificos de celulas ASCs,
como Dpp4, donde no se observaron diferencias entre los tejidos analizados, y Cd24, el
cual vimos que se encuentra significativamente disminuido en los TAAT con respecto al
tejido control (Figura R16A). Este resultado indicaria que hay una menor proporcion de
ASCs en los TAAT en relacion al tejido control, pero deberian estudiarse mas marcadores
para poder continuar el estudio en este aspecto. Por otro lado, se analizo la expresion de
Dlk1, Pdgfra e Icam1, marcadores de pre-adipocitos (PA). En este caso, tampoco
observamos diferencias significativas en la expresién de estos genes comparando los
tejidos TAAT de tumores RET-WT y RET-KO, ni entre el TAAT y el tejido adiposo control AT
(Figura R16B). Sin embargo, al realizar el analisis a nivel proteico de DLK1 observamos una
significativa disminucién de este factor en el TAAT de tumores RET-KO en comparaciéon con
su contraparte RET-WT (Figura R16C), sugiriendo su potencial regulacién a nivel de
proteina mediante la sefalizacién de RET en el tumor.
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Figura R16. Expresion de marcadores de precursores de adipocitos en el modelo de tumores
mamarios RET-KO. Analisis de RT-qPCR para los genes de interés como marcadores de ASCs (A) o
marcadores presentes en los PA (B) realizadas en el tejido adiposo adyacente a tumores (TAAT) RET-
WT o RET-KO, o en tejido adiposo subcutaneo de la mama contralateral (AT), como control. Se
muestran los resultados como el promedio = sd de 2 experimentos independientes (N=2). El analisis
estadistico se realiz6 mediante One Way ANOVA. (C) Ensayos de WB realizados en los tejidos
indicados para DLK1 y Vinculina como control de carga. Se realizé la cuantificacion de las bandas
por Imagel y los valores de DLK1/Vinculin se analizaron estadisticamente mediante One Way
ANOVA. Se muestra la cuantificacion de 2 experimentos independientes (N=2).

En su conjunto, hallamos que la presencia de RET en el tumor correlaciona con un tejido
adiposo inmaduro, compuesto por adipocitos que pierden ciertos marcadores de madurez
y expresan marcadores de adipocitos inmaduros, similar a los PA.
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Validaciéon de los hallazgos en muestras humanas: andlisis de muestras de tejido
adyacente al tumor en pacientes con cancer de mama en el contexto de la expresién
de RET

En primer lugar, utilizando bases de datos disponibles de pacientes (repositorio TCGA
TARGET GTEX) realizamos la comparacion de la expresiéon del gen de RET en biopsias de
tumores de mama segun la clasificacion de los subtipos moleculares de tumores (normal-
like n=40, luminal A n=560, luminal B n=209, Her2 n=82y basal-like n=191), confirmando lo
que nosotros y otros grupos han observado en trabajos previos, que la mayor expresion de
RET se observa en tumores de tipo luminales (Figura R17) (Gattelli et al. 2013). Luego,
incluimos en el analisis muestras de tejido adyacente (repositorio TCGA TARGET GTEXx) a
los tumores y estudiamos la correlacion entre la expresion de RET y de los marcadores de
diferenciacion del tejido adiposo mencionados previamente, considerando todos los
subtipos tumorales (Tabla R1). Estos resultados indican que la expresion de RET
correlaciona positivamente con DLK7 en el tejido adyacente de pacientes. Ademas,
observamos que existe una correlacidon negativa entre la expresioén de RET y marcadores
de adipocito maduro como LEPTINy de browning como PRDM16.
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Figura R17. Expresion de RET en los distintos subtipos de tumor mamarios. Comparacién de la
expresion del gen RET segun la clasificacion molecular de los tumores de las cohortes TCGA
(Normal Like n=40, Luminal A n=560, Luminal B n=209, Her2 n=82 y Basal Like n=191). Se realizo el
test Kruskal Wallis seguido del test de comparaciones multiples Dunn.
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RET expression

Correlation
coefficient Breast normal tissue  Tumor adjacent tissue Tumor tissue
— (n=80) (n=113) (n=1092)
- < PDGFRA -0,02 -0,07 -0,14
"' '| Pre-adipacytes ns ns e
/1 I (PA) DLK1 0,17 0,39 -0,04 1
‘ : ns *kn ns '
[ \ ADIPOQ -0,27 -0,11 0,06
ﬁ [ White * ns *
"‘ I‘I .‘"‘ adipocytes LEPTIN -0,19 -0,24 -0,02 0
| ns ** ns
\ \"| ucpP1 0,2 -0,06 -0,04 I
I}\'\ Brown ns ns ns A
adipocytes PRDM16 -0,2 -0,22 0,04
ns * ns

Spearman correlation test. ns: no significant, ¥p < 0.05, **p < 0.005, ¥*¥p < 0.001, and ****p < 0.0001.

Tabla R1. La expresion de RET correlaciona con un tejido adiposo inmaduro en pacientes con
cancer de mama. Correlacion entre la expresion de RET y distintos marcadores de diferenciacion
del tejido adiposo en tejido mamario normal, tejido adyacente al tumor y tejido tumoral. Las
correlaciones se evaluaron mediante test de Spearman.

Estos resultados demuestran que tanto en tumores humanos y tumores de nuestros

modelos pre-clinicos murinos, la expresion de RET tumoral correlaciona positivamente
con marcadores de adipocitos inmaduros en el tejido adyacente.

Analisis in vitro, utilizando sistemas de co-cultivo, del impacto del RET tumoral sobre
el estado de diferenciacion de cultivos de adipocitos y sus consecuencias sobre la
célula tumoral

En la glandula mamaria, el tumor esta en contacto con el tejido adyacente en forma
continua, lo cual permite una interaccién constante, de ida y vuelta, entre los distintos
tipos celulares. Con el objetivo de estudiar las consecuencias de la interaccién entre el
tejido adiposo y las células tumorales, llevamos a cabo experimentos de co-cultivo de
ambos tipos celulares utilizando insertos transwell. En este sistema el transwell de tamafo
de poro pequenio (0,4 um de didmetro) impide el contacto directo entre las células de los
distintos compartimentos, pero permite el intercambio de moléculas de sefializacion.

El componente adiposo, que se colocé en el pocillo inferior, corresponde a la linea de PA
utilizada previamente, que se mantuvo en estado indiferenciado o bien se la sometid al
protocolo de diferenciacion de modo de obtener adipocitos blancos maduros, como se
procedié anteriormente. El componente tumoral, es decir las células tumorales EO771
RET-KO o RET-WT, se colocé en el pocillo superior sobre los transwells (Figura R18). El co-
cultivo se realizé durante 48 horas, tiempo en el cual no se cambié el medio de cultivo,
permitiendo el intercambio de factores solubles. Transcurrido ese tiempo, se llevaron a
cabo distintos analisis: por un lado, (A) el estudio de marcadores del estado de
diferenciacién adipogénica en los cultivos de PA o de PA diferenciados a adipocitos
maduros, y por otro lado, (B) el analisis metabdlico y de proliferacién en las células
tumorales (Figura R18).
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Figura R18. Esquema representativo del sistema transwell de co-cultivo de células adiposas
con células tumorales mamarias. Células tumorales EO771 RET-KO o RET-WT se co-cultivaron
durante 48 horas con pre-adipocitos o adipocitos maduros (D7 del protocolo de diferenciacion)
mediante insertos transwell de poro pequefio, sin cambiar el medio de cultivo. Luego, los adipocitos
y PA se lisaron para extraccidn total de RNA y medicidn posterior de marcadores de diferenciacion
por gqRT-PCR (A), y las células tumorales se tripsinizaron y contaron para evaluar la proliferacién
celular, y se plaquearon para la realizacion de ensayos metabdlicos y posterior analisis de
respiracion mitocondrialy actividad glucolitica (B).

(A) Analisis sobre células adiposas, cultivos de adipocitos maduros o PA, en co-cultivo
con células tumorales

Cultivos de adipocitos maduros co-cultivados con las células tumorales se analizaron para
marcadores de diferenciacion de adipocitos. Para el caso de Leptin y Adiponectin, se
observo una reduccidén en la expresion de estos marcadores en los adipocitos que fueron
co-cultivados con las células tumorales RET-WT en comparacién a los co-cultivados con
las células RET-KO (Figura R19), indicando que, aligual que en los analisis realizados en el
modelo in vivo, la sefalizacién del RET tumoral promueve la inmadurez de los adipocitos.
Tambien analizamos los niveles de los marcadores de adipogenesis temprana, Pparg y
Cebpa, y en este sistema no observamos cambios en dichos marcadores, asi como
tampoco en la expresion del factor regulador Wisp7 (Figura R19). Al medir marcadores de
PA, como Pdgfra y Dlk1, tampoco observamos cambios significativos con la presencia o
ausencia del RET tumoral (Figura R19).
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Figura R19. Expresion de marcadores de diferenciacion de adipocitos en adipocitos maduros
co-cultivados con células tumorales. La expresion de los marcadores de interés se midié por RT-
gPCR sobre los cultivos de adipocitos co-cultivados con células tumorales EO771 RET-WT (n=5) o
RET-KO (n=3). Se muestran los resultados como el promedio * sd. El analisis estadistico se realizé
mediante t de Student. Se muestran los resultados de dos experimentos (N=2). Los valores de
expresiéon de cada uno de los genes se relativizaron a la expresion de Gapdh.

Parala segunda condicién, colocando PAs en el pocillo inferior, se mideron principalmente
los niveles de los marcadores de esta poblacion, como Pdgfra, Dlk1, Cd24 e Icam1, y no
observamos modificaciones significativas en los niveles de expresidon de estos genes con
el co-cultivo con las diferentes lineas tumorales RET-WT y RET-KO (Figura R20). Estos
resultados también concuerdan con lo observado a nivel de expresion de RNA de
marcadores en los experimentos in vivo, sin embargo los niveles proteicos de DLK1 no
fueron analizados en este sistema.
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Figura R20. Expresion de marcadores de diferenciacion de adipocitos en PA co-cultivados con
células tumorales. La expresion de los marcadores de interés se midié por RT-qPCR en pre-
adipocitos co-cultivados con células tumorales EO771 RET-WT (n=3) o RET-KO (n=3). Se muestran
los resultados como el promedio * sd. El andlisis estadistico se realizd6 mediante t de Student. Se
muestran los resultados de dos experimentos (N=2). Los valores de expresiéon de cada uno de los
genes se relativizaron a la expresién de Gapdh.

92



(B) Andlisis sobre células tumorales en co-cultivo con células adiposas

Como se describio en la introduccion de esta seccion de la tesis, las células tumorales
reprograman significativamente su metabolismo para impulsar el crecimiento y la
supervivencia del tumor. Esta reprogramacion, esta regulada por la interaccion con los
componentes celulares del estroma, siendo los adipocitos los protagonistas en el caso de
los tumores mamarios. Por ello, nos preguntamos si las interacciones que existen entre
RET en la célula tumoral y las células del tejido adiposo pueden afectar el metabolismo
energético de las células tumorales y/o su proliferacion.

Llevamos a cabo experimentos de co-cultivo mediante insertos transwell, como se
describié previamente, y luego las células tumorales se tripsinizaron y plagquearon en
placas especificas para realizar analisis metabdlicos en equipo Seahorse. En paralelo,
células tumorales no co-cultivadas también se plaquearon a modo de control. Al dia
siguiente, se realizaron los cambios de medio pertinentes y se agregaron los reactivos
necesarios para llevar a cabo andlisis de respiracion mitocondrial (mitostress) de modo de
registrar las curvas de OCR a lo largo del tiempo (en estos experimentos no se estudio la
capacidad glucolitica). Se calcularon y graficaron los parametros de respiracién basal,
produccién de ATP, pérdida de protones, respiracion maxima y capacidad de reserva a
partir de las curvas de OCR obtenidas.

En primer lugar, se observa que las células RET-WT tienen un mayor consumo de oxigeno
que las RET-KO, lo que corresponde a un metabolismo celular mas activo, como
describimos previamente. Por otro lado, al analizar por separado las curvas RET-WT, se
puede ver que estas células no modifican su consumo de oxigeno al ser co-cultivadas con
las distintas células adiposas, mientras que si lo hacen las RET-KO (Figura R21A-B),
mostrando cambios significativos en el caso del co-cultivo con PA. Por lo tanto, la
proximidad de células adiposas aumenta el consumo de oxigeno por parte de la célula
tumoral solo en ausencia de RET. Esto significa que, si bien las células RET-KO son
intrinsecamente menos activas metabdélicamente que las RET-WT, las cuales se
encuentren quizas en una capacidad maxima de respiracion, la carencia de RET las habilita
a aumentar su metabolismo en respuesta al ambiente, seguramente por una via
independiente de RET.
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Figura R21. Las células RET-KO aumentan su metabolismo energético al co-cultivarlas con PA.
(A) Se muestra mediante las curvas de OCR la respuesta cinética de células EO771 RET-WT y RET-
KO a oligomicina, FCCP y A+R (respiracion mitocondrial), previamente co-cultivadas o no con pre-
adipocitos (+PA) o adipocitos maduros (+Ad). Las curvas se contrastaron estadisticamente
mediante test de Student, comparando la curva de las células co-cultivadas (+PA o +Ad) con la de
las células sin co-cultivar, en cada punto temporal. Se muestran por separado las curvas de OCR
de EO771 RET-WT y RET-KO. Cada tratamiento tuvo 6 réplicas (n=6), se muestran los resultados de
un experimento (N=1). (B) A partir de las curvas de OCR, se calcularon los valores de respiracién
basal, produccion de ATP, respiracion maxima, fuga de protones y capacidad respiratoria de
reserva. Estas cuantificaciones se evaluaron estadisticamente mediante One Way ANOVA.

A continuacién, analizamos el impacto del co-cultivo en la proliferacion de las células
tumorales. Para ello, luego de realizarse el co-cultivo, las células tumorales se
tripsinizaron y contaron en camara de Neubauer. La cuantificacién realizada indica que,
mientras que los adipocitos maduros no tienen impacto en la proliferacién de las células
tumorales, las células RET-WT proliferaron significativamente mas que las RET-KO al co-
cultivarse con PA (Figura R22). Esto demuestra que los PA, y no asilos adipocitos maduros,
tienen un efecto proliferativo sobre las células tumorales solo en presencia del receptor
RET. Estos resultados sugieren una interaccion entre el PA y la célula tumoral que
potencialmente favoreceria al crecimiento tumoral.
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Figura R22. Los PA incrementan la proliferacion tumoral en el sistema transwell de co-cultivo
in vitro en forma dependiente de RET. Se muestra el analisis de proliferacion celular de células
tumorales en el sistema de co-cultivo con adipocitos diferenciados o PAs. Células EO771 RET-WT o
RET-KO se co-cultivaron durante 48 horas con pre-adipocitos (+PA) o adipocitos diferenciados (+Ad)
en el sistema de transwell. Luego las células se tripsinizaron y contaron en cdmara de Neubauer.
Cada tratamiento tuvo 6 réplicas (n=6). Se presenta el nimero promedio de células contadas en
cuatro cuadrantes para cada condicién de un experimento (N=1). Los resultados se analizaron
estadisticamente mediante One Way ANOVA.

La interaccion entre los PA y la célula tumoral favorece la progresion del cancer de
mama en forma dependiente de RET

En base a este ultimo resultado, nos propusimos evaluar si los PA tienen un efecto pro-
tumoral in vivo. Para ello, utilizamos nuevamente nuestro modelo de alotrasplante de
células EO771 RET-KO o RET-WT, pero en este caso, en un experimento de co-inyeccion
con PA (Figura R23A). De este modo, las lineas celulares tumorales y de PA se crecieron
en cultivo de manera independiente y el dia de la inyeccién se prepararon las soluciones
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de inyeccién en una proporcién 1:1 de células tumorales y PAy se inyectaron en el fat pad
de ratones hembra C57BL/6 (Xiong et al. 2017). Se generaron asi 5 grupos: ratones
inyectados sélo con las células tumorales RET-WT o RET-KO, ratones inyectados con la
mezcla de células tumoralesy PA (RET-WT+PA o RET-KO+PA) y ratones inyectados solo con
PA. Como se describio previamente, se registré el tamano tumoral periddicamente y alfinal
del experimento se recolectaron muestras para su posterior analisis.

En primer lugar, como era de esperarse, los PA per se no fueron capaces de generar un
tumor. El grafico de crecimiento tumoral en funcion del tiempo indica que los ratones
inyectados con la combinacion RET-WT+PA tuvieron un tamafio tumoral significativamente
mayor al delresto de las condiciones (Figura R23B). Dicho resultado en el tamafio tumoral
es apoyado con el analisis del marcador de proliferacion pS10H3 sobre cortes de tejido
tumoral. Como esperabamos, los tumores RET-WT+PA presentaron un mayor numero de
células en proliferaciéon (Figura R23C). Interesantemente, no se observo esta diferencia
con las células RET-KO, es decir que, consistente con los hallazgos previos en el sistema
de co-cultivo, la presencia de RET en el tumor es necesaria para que los PA promuevan un
efecto proliferativo.
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Figura R23. Los PAincrementan el crecimiento tumoral en el sistema de co-inyecciénin vivo en
forma dependiente de RET. (A) Esquema del experimento de co-inyeccién in vivo. (B) Curva de
crecimiento tumoral en funcion del tiempo de ratones C57BL/6 inyectados con células EO771 RET-
WT o RET-KO (n=4) solas o en co-inyeccién con pre-adipocitos (PA) (RET-WT + PA o RET-KO +
PA)(n=5); o bien solo inyectados con PA (n=3). Se muestra una curva representativa de dos
experimentos independientes (N=2). Los valores del ultimo punto de la curva se analizaron
estadisticamente por One Way ANOVA. (C) Se muestran imagenes representativas de la IHC para
pS10H3 sobre cortes de tejido tumoral (aumento: X400). Se muestra la cuantificacién obtenida
mediante el conteo de las células positivas por campo (X400) en 2 experimentos independientes
(N=2). Los resultados se muestran como el promedio * sd. Los valores se analizaron
estadisticamente mediante One Way ANOVA.

En esta segunda parte deltrabajo de tesis (PARTE Il) introdujimos al receptor RET como
un nuevo modulador de la interaccion entre la célula tumoral y el tejido adiposo
mamario que actua en favor de la progresion tumoral. Los experimentos muestran que
la presencia de RET en la célula tumoral correlaciona con un estado inmaduro del
tejido adiposo mamario similar a los pre-adipocitos (PA); ademas, demostramos que
los PA tienen un efecto pro-tumoral dependiente de RET.

En la dltima parte de esta tesis investigaremos cudles son las moléculas que participan en
la interaccién entre ambos tipos celulares.
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PARTE Il

La senalizacion RET/PDGF-B como integradora
de la comunicacidén entre la célula tumoraly el
tejido adiposo mamario
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Introduccidén - Parte lll

Como se describido en los capitulos anteriores, la sefalizacién de RET impacta en la
remodelacién del tejido adiposo circundante, tanto en el contexto de la glandula mamaria
normal (Parte 1), como durante el desarrollo de un tumor mamario (Parte Il).

Identificar las moléculas involucradas en la comunicacién entre ambos tejidos contribuira
al disefio de nuevas estrategias terapéuticas para pacientes con cancer de mama RET+
que bloqueen la interaccion de la célula tumoral con el microambiente. Esta busqueda
involucra el conocimiento tanto de los factores liberados a partir de la sefalizacién de RET
en el tumor que impactan en la madurez de los adipocitos y/o pre-adipocitos (PA)
circundantes, como de los mediadores liberados en consecuencia por el componente
adiposo que puedan impactar en la célula tumoral.

Vias de senalizacion relevantes en los adipocitos inmaduros y PA

% PDGF/PDGFR

Aligual que RET, PDGFR (Platelet-Derived Growth Factor Receptor) es un RTK que se activa
por la unién con alguno de sus ligandos, conocidos como factores derivados de plaquetas
(PDGF), lo que induce la dimerizacién del receptor y su autofosforilacion en los residuos
tirosina. Existen dos clases de PDGFR, PDGFRa y PDGFR}, los cuales muestran patrones
de autofosforilacidon ligeramente diferentes, que median el acoplamiento de proteinas
efectoras facilitando vias de sefalizacién superpuestas pero distintas. Estos receptores
activan distintas vias mitogénicas relevantes en cancer, como la de PI3K/Akt, mTOR y
NFkB, ERK y JNK (Zou et al. 2022), las cuales regulan la proliferacién celular, la
diferenciacion, la supervivenciay la apoptosis, y la migracién celular (Figura 111).

En los PA, los estudios han demostrado que los PDGFs pueden ejercer tanto efectos
mitogénicos, asi como inhibitorios de su diferenciacién hacia adipocitos maduros (Fitter et
al. 2012). Existen distintas isoformas de los ligandos PDGF: PDGF-A, PDGF-B, PDGF-C y
PDGF-D, siendo PDGF-Ay PDGF-B los ligandos mas abundantes en los tejidos estromales.
En cuanto a los receptores, los PDGFR se caracterizan por estar presentes en todas las
poblaciones celulares de origen mesenquimal (Turley, Cremasco, and Astarita 2015).
Particularmente en la subpoblacién de células progenitoras adiposas (ASCs y PAs), si bien
ambos receptores, PDGFRa y PDGFRp, se expresan (Gao et al. 2018; Cattaneo et al. 2020;
C. Sun et al. 2020); PDGFRa presenta mayores niveles en esta poblacién (Cattaneo et al.
2020). Ademas, PDGFRB es el marcador celular principal de los pericitos, las células que
recubren los vasos sanguineos (Armulik, Genové, and Betsholtz 2011), por lo que se lo
asociamas con esta poblacién de células que con las progenitoras adiposas. PDGF-Atiene
una mayor afinidad por PDGFRa, mientras que PDGF-B puede unirse a ambos receptores,
pero su interaccién de preferencia es con PDGFR (Figura 111).

Con el fin de suimplementacion en la clinica, para bloquear la sefializacién de receptores
RTKs como PDGFR o RET, se han desarrollado varios inhibidores selectivos (Y. Sun et al.
2022). Eluso de imatinib, que es un potente inhibidor de uso clinico de la actividad tirosina
quinasa tanto de PDGFRa como PDGFRf, en cultivos de PAs ha mostrado promover la
diferenciaciéon de los mismos, lo que confirma que los PDGF son ligandos inhibitorios de la
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adipogénesis (Fitter et al. 2012; Rivera-Gonzalez et al. 2016).
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Figura I11. Vias de senalizacion intracelular de la via de PDGF/PDGFR. Los dimeros de PDGF se
unen a subunidades de PDGFRYy las activan con diferentes afinidades. PDGF-AAy PDGF-CC activan
especificamente a los heterodimeros de PDGFRa, PDGF-AB puede activar tanto a PDGFRa como
PDGFRp, PDGF-BB y PDGF-DD pueden activar los tres subtipos de receptores. La unién del ligando
induce la dimerizacion del receptor y su autofosforilaciéon en los residuos tirosina de la quinasa.

PDGFRo y PDGFRP muestran patrones de autofosforilacion ligeramente diferentes, que median el
acoplamiento de proteinas efectoras facilitando vias de sefalizacidén superpuestas pero distintas.
Todas las proteinas efectoras que se unen a PDGFR tienen dominios de homologia Src-2 (SH2), que
son esenciales para la unién a los sitios de autofosforilacion de PDGFR. La activacion del receptor
conduce a distintas cascadas de sefalizacién involucradas en vias mitogénicas. Modificado de Li,
et al, 2022.

% DLK1

DLK1 es una proteina reportada como regulador negativo de la adipogénesis (Hudak and
Sul 2013). Se ha demostrado que la presencia de DLK1 inhibe la diferenciacién de PA a
adipocitos maduros, manteniéndolos en un estado inmaduro. DLK1 es una proteina
transmembrana expresada de manera abundante en los PA y su expresion disminuye
abruptamente durante la diferenciacién de los adipocitos (Smas and Sul 1993). Si bien su
regulacion no ha sido estudiada en profundidad, debido a que la expresiéon de DLK1 esta
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siempre asociada al mantenimiento del fenotipo precursor (Smas, Chen, and Sul 1997;
Smas, Green, and Sul 1994; Smas and Sul 1993), se la utiliza como marcador exclusivo de
esta poblacion. Es el unico gen conocido cuya expresiéon se encuentra regulada
negativamente por completo (se pierde su deteccion) durante la diferenciacion de los
adipocitos (Smas and Sul 1993; Smas et al. 1999; Sul 2009).

La proteina de DLK1 se presenta en dos formas principales: una forma de membrana
(DLK1m) y una forma soluble (DLK1s), generada a partir del clivaje extracelular de la proteina
transmembrana mediante la proteasa TACE, conocida también como Adam17 (Y. Wang
and Sul 2006). Esta enzima se expresa en PAs y su actividad puede ser modulada por
distintas vias; ERK, por ejemplo, promueve la activacién de la proteasa a través de su
fosforilacion (Soond et al. 2005). La forma soluble de DLK1 (DLK1s) es la responsable de la
funcién inhibitoria sobre la adipogénesis (Y. Wang and Sul 2006; Mei et al. 2002; Smas,
Chen, and Sul 1997), ya que se ha reportado que este efecto se pierde si se elimina el sitio
de clivaje de la proteina (Mei et al. 2002). Por otro lado, la forma de membrana de DLK1
(DLK1wn) inhibe la proliferaciéon de los PA (Mortensen et al. 2012; Traustadottir et al. 2013).
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Figura 112. Senalizacion y regulacion de DLK1. Esquema de la funcién dual de DLK1 en el tejido
adiposo. Mientras que la forma soluble de DLK1 (DLK1s) inhibe la diferenciacion de los pre-
adipocitos, su proliferacion es reprimida por la DLK1 unida alamembrana (DLKw). El clivaje del DLK1
en la membrana es mediado por la proteasa TACE extracelularmente. DLK1s es un ligando que se
ha reportado puede activar sefalizaciones a través de Notch1, fibronectina, y otros receptores, y
actuar a través de SOX9, reprimiendo la transcripcidon de genes necesarios para la adipogenesis.
Modificado de (Traustadottir et al. 2013).

DLK1s puede interactuar con el receptor Notch, el cual se ha demostrado que inhibe la
adipogénesis (Osathanon et al. 2012). DLK1 puede activar la sefializacién de Notch de
manera indirecta, modulando la disponibilidad de los verdaderos ligandos de Notchy, por
lo tanto, afectando la diferenciacion celular, incluida la adipogénesis (Baladrén et al. 2005;
Nueda et al. 2007). Otros estudios han sugerido que DLK1 puede unirse también a
fibronectina (Y. Wang et al. 2010), una glicoproteina de la matriz extracelular, y esta
interaccién podria influir en la senalizacion y la adhesion celular, afectando los procesos
de diferenciacién celular como la adipogénesis. Independientemente de cual receptor
estimule, se ha reportado que la inhibicién que DLK1 ejerce sobre la adipogénesis es
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mediante la regulacién de la expresién del factor de transcripciéon SOX9 (Y. Wang and Sul
2009), el cual suprime la expresion de Cebpby Cebpd uniéndose directamente a sus sitios
reguladores en las regiones promotoras (Y. Wang and Sul 2009).

Ademas de su efecto inhibitorio de la adipogénesis, DLK1 desempefia un papelimportante
en la regulacion de los pools de células madre tanto en la diferenciacion tisular durante el
desarrollo normal de diferentes 6rganos (en cerebro, musculos e higado), como en
neoplasias (Elisa Stellaria Grassi and Pietras 2022; Pittaway et al. 2021). Algunos reportes
indican que DLK1 regula la plasticidad de las células tumorales hacia un fenotipo menos
diferenciado (Y. Kim et al. 2009), similar a las células madre, lo cual podria conferir una
mayor agresividad y resistencia terapéutica. Postulandolo como un marcador de células
madre tumorales, DLK1 se encontro expresado con una alta frecuencia en varios tipos de
tumor como glioma (Yin et al. 2006; Elisa Stellaria Grassi, Pantazopoulou, and Pietras
2020), hepatoblastoma (Lopez-Terrada et al. 2009), cancer de pulmén (L. Li et al. 2014) y
también en cancer de mama (Nueda et al. 2017; Pittaway et al. 2021). Si bien se desconoce
elmecanismo de accidn, se ha sugerido que las funciones oncogénicas de DLK1 dependen
mayormente de la forma DLK1s (Elisa S. Grassi et al. 2020; Elisa Stellaria Grassi,
Pantazopoulou, and Pietras 2020).
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Resultados - Parte Il

Efecto del secretoma de los PA sobre las células tumorales

En la seccién anterior de la tesis determinamos que los PA mamarios tienen un efecto
promotor sobre la progresion tumoral en presencia de RET. Dado que la activacion de RET
induce proliferacion celular y otros mecanismos que son funcionales al crecimiento del
tumor, nos preguntamos si el efecto pro-tumoral de los PA ocurre a través de la activacion
de este receptor. Para ello, cosechamos CM de cultivos de PA y lo utilizamos para
estimular células tumorales RET+. En estos experimentos de sefalizacion utilizamos las
células MCF7, ya que éstas poseen mayores niveles de RET en comparacién a la linea
EOQ771 y responden de forma mas robusta a la estimulacion por GDNF (Boulay et al. 2008;
Gattelli et al. 2013; I. Plaza-Menacho et al. 2010). Encontramos que el CM proveniente de
los PA es capaz de inducir la fosforilacidn/activaciéon de RET, a niveles comparables a los
observados con la estimulacion de GDNF recombinante (Figura R24A-B), lo que indicaria
que estas células son capaces de producir alguno de los ligandos alternativos de RET.
Evaluamos también la presencia de RET en los PA mediante ensayos de WB, vy
determinamos que RET no se expresa, al menos en esta linea de PA mamarios, por lo que
descartamos que la secrecidn de ligandos de RET tenga un efecto autocrino sobre estas
células en nuestro sistema (Figura R24C).
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Figura R24. Los pre-adipocitos producen altos niveles de los ligandos de RET. (A) Células MCF7
se hambrearon durante 6 horas y se estimularon o no (Ctrl) con GDNF (10 ng/ul) (GDNF) o con el
medio condicionado proveniente de pre-adipocitos (PA CM) durante 15 minutos. (B) Luego de la
estimulacion, se obtuvieron los lisados proteicos y se realizaron ensayos WB para las proteinas
indicadas. (C) Andlisis de la expresién de RET en PA mediante ensayos de WB; lisados de MCF7 se
utilizaron como control positivo. (D) Expresidon de ligandos de RET mediante analisis de RT-qPCR
realizados con primers especificos en muestras de RNA total de cultivos de pre-adipocitos (PA) y
adipocitos maduros blancos (Ad). Los resultados se evaluaron estadisticamente para test t de
Student. Los valores de expresion de cada uno de los genes se relativizaron a la expresion de Gapdh.
(E) Expresion de ligandos de RET mediante analisis de RT-qPCR realizados con primers especificos
en muestras de RNA total de cultivos de pre-adipocitos (PA) y adipocitos maduros blancos (Ad) co-
cultivados con células tumorales EO771 RET-WT o RET-KO. Los resultados se evaluaron mediante
One Way ANOVA. Se muestran los resultados de dos experimentos (N=2). Los valores de expresién
de cada uno de los genes se relativizaron a la expresion de Gapdh.

Decidimos estudiar en profundidad si los PA y/o los adipocitos maduros, son capaces de
producir ligandos de RET. Para ello, analizamos la expresion de los ligandos de RET en
cultivos de PA o adipoctios maduros blancos, y en respuesta al co-cultivo con células
tumorales que expresan o no RET implementando el sistema de transwell. Demostramos
que los PA expresan niveles significativamente mayores de los ligados Gdnfy Artn que los
adipocitos maduros (Figura R24D). Por otro lado, mientras que Nrtn no presenté
diferencias, Pspn no pudo ser detectado. Interesantemente, la expresidon de estos genes
no se modifica por el co-cultivo con las células RET-WT o RET-KO, es decir que la mayor o
menor expresion de cada uno de ellos depende de caracteristicas intrinsecas de los
niveles de diferenciacién de las células adiposas (Figura R24E).

Asi, para un tumor que expresa RET, es significativa la presencia de PAs en el
microambiente tumoral, ya que los PAs favorecerian el crecimiento del tumor proveyendo
de ligandos que activan la sefializacidon de RET, aumentando la proliferacion celular. De
esta manera, en el TAAT de un tumor que expresa RET se encuentran disminuidos los
factores que promueven la adipogénesis, como PPARy y CEBPa, manteniendo asi un tejido
adiposo mas indiferenciado que favoreceria al tumor.

En la primera parte de esta tesis (Parte |I) nuestros resultados previos verificaron la
presencia de ligandos de RET en el tejido mamario glandular murino (Vallone et al. 2022).
Seguidamente, nos preguntamos si los ligandos de RET son mas abundantes en la periferia
tumoral de los tumores RET+ en los modelos in vivo. Al medir los niveles de expresiéon de
los ligandos de RET en el tejido adyacente observamos que los mismos se encuentran
presentes en el tejido peri-tumoral y que presentan perfiles heterogéneos de expresion.
Tanto Gdnf como Artn, los ligandos expresados por los PA, se encuentran en altos niveles
en el TAAT de los tumores RET-WT, siendo esta expresion disminuida significativamente en
el tejido adyacente de los tumores RET-KO (Figura R25). Nuevamente, el RNA mensajero
de Pspn no fue detectado. Nrtn, por ultimo, si bien se encuentra presente en el AT control,
se encuentra disminuido en el tejido peri-tumoral y no presenta diferencias entre el tejido
RET-WTy RET-KO (Figura R25).
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Figura R25. ELTAAT de tumores que expresan RET presenta altos niveles de los ligandos de RET.
Analisis de la expresion de los ligandos de RET fueron realizados por mediciones de RT-gPCR en el
tejido adiposo adyacente a tumores (TAAT) RET-WT o RET-KO, o en tejido adiposo subcutaneo de la
mama contralateral (AT) como control. Se muestran los resultados como el promedio * sd. El
analisis estadistico se realizd6 mediante One Way ANOVAYy, para Artn, se utilizé el test t de Student
para comparar los tratamientos RET-WT CM y RET-KO CM y evaluar independientemente esta
hipétesis. Se muestran las cuantificaciones de 2 experimentos independientes (N=2).

Hasta aqui identificamos a los ligandos de RET como mediadores que pueden ser
producidos por las células adiposas inmaduras de tipo PA e impactar sobre la célula
tumoral RET+ favoreciendo la proliferaciéon y el crecimiento tumoral.

Busqueda de mediadores del secretoma tumoral dependiente de RET que impacten
sobre las células adiposas

Para identificar nuevas posibles moléculas candidatas que medien el efecto que produce
RET desde la célula tumoral sobre el tejido adiposo, retomamos el uso del modelo
transgénico Ret/MTB. Analizamos los datos de un RNA-seq realizado sobre tejido de
glandulas mamarias hiperplasicas de hembras bitransgénicas Ret/MTB generadas por
induccion de sobre-expresion de RET en el epitelio mamario. Se utilizaron glandulas
mamarias de hembras simple transgénicas (MTB/-) que no presentan modificaciones
como grupo control (Gattelli et al. 2018) (Figura R26A). Todos los animales estuvieron bajo
induccién con DOX durante 2 meses. Como se describid antes, estas hiperplasias poseen
aberraciones tanto en el epitelio mamario como en el tejido adiposo circundante. Es
importante mencionar que en el procesamiento de estos tejidos no se realizé una
separacion de cada tipo celular, es decir, que el patrén de expresion génica que se observa
corresponde a la sumatoria del tejido epitelial (hiperplasico o normal) y del estroma
circundante de la glandula.

Se llevé a cabo el andlisis generando primero un grafico de tipo volcano plot utilizando los

valores Differential Expression (DESeq2), el cual ilustra los genes expresados
diferencialmente entre el tejido glandular controly el que sobre-expresa RET, incluyendo
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los genes regulados positiva (Up) y negativamente (Down). Los umbrales de significancia
se establecieron en p <0,01 y log2FoldChange + 1 (Figura R26B).

Dentro de los genes que presentaron diferencias significativas, opuesto a lo que
esperabamos, no se encuentran Up-regulados genes de citoquinas inflamatorias
inducidas por RET, como por ejemplo /L6. Sin embargo, se realizaron busquedas
bibliograficas y observamos que varios de los genes cuya expresion se modifico
significativamente se encuentran enriquecidos en adipocitos de tipo brown, como Ucp2
(Ricquier 1999) y Cox6c (C. Wang et al. 2022), o en adipocitos inmaduros tipo PA, como
Cebpd (Hishida et al. 2009) y Pdgfa (Rivera-Gonzalez et al. 2016), el cual se indica en el
grafico, ambas moléculas involucradas en la regulacién de la diferenciacion del tejido
adiposo (Figura R26B).
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Figura R26. Las hiperplasias producidas la sobre-expresion de RET en el raton transgénico
Ret/MTB presentan genes enriquecidos en la regulacion de la diferenciacion de adipocitos. (A)
Se llevo a cabo del analisis del RNA-seq realizado en glandulas control (MTB/- Dox, n=4) o con sobre-
expresion de RET (Ret/MTB Dox, n=4). (B) Se muestra el Volcano plot generado con DESeq?2 ilustra
los genes expresados de manera diferencial entre el tejido mamario control y el que sobre-expresa
RET. Los umbrales de significancia se establecieron en p<0,01y log2FoldChange+1. Aquellos genes
mencionados en la bibliografia por expresarse en pre-adipocitos o adipocitos maduros brown, se
resaltan en colores.

Los ligandos PDGFs son factores solubles que representan potenciales buenos candidatos
de interaccién con el tejido adiposo inmaduro: por ejemplo, como se menciond
anteriormente, los PA expresan diferencialmente uno de sus receptores, PDGFRa, y esta
via de sefalizacién ha sido descripta en los PA (Fitter et al. 2012). Seguidamente, la
expresion de los ligandos PDGF-A y PDGF-B fue validada en tejido tumoral RET+ de los
distintos modelos in vivo (Figura R27A-C). Para ello, utilizamos muestras de tejido tumoral
de tumores generados por la sobre-expresion de RET en el modelo Ret/MTB (Gattelli et al.
2018) y de tumores generados en el modelo de alotrasplante de células EO771 RET-WT,
utilizando como control de ausencia/reduccion de expresion de RET los tumores Ret/MTB
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luego de remocion de DOX y los tumores RET-KO, respectivamente. Se realizaron analisis
de WB sobre los lisados proteicos de los tejidos tumorales con anticuerpos especificos
para PDGF-B y PDGF-A. Se observd una reduccién en los niveles PDGF-B en aquellos
tumores que disminuyen su crecimiento como consecuencia del apagado/ausencia de la
sefializacion de RET, mientras que PDGF-A se mantuvo sin cambios (Figura R27A).
Adicionalmente, se analizaron cortes histologicos de estos tumores conteniendo también
tejido adyacente altumor. Se evalud la presencia de PDGFRa por IHC observamos que este
receptor se expresa solo en eltejido adyacenteynoeneltumor (Figura R27B). En elmodelo
de alotrasplante, observamos una disminucién significativa de PDGF-B, no asi de PDGF-A,
en los tumores RET-KO en comparacion a los RET-WT, confirmando lo que observamos en
el modelo transgénico (Figura R27C).
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Figura R27. En modelos pre-clinicos, los tumores que expresan RET producen niveles elevados
de PDGF-B. (A) Andlisis de WB realizados para las proteinas indicadas a partir de secciones de
tumores Ret/MTB creciendo bajo el tratamiento con DOX (2 g/)(DOX, n=6) o regresionando luego de
haber retirado la DOX por 72 horas (DOX-Out, n=3). La cuantificaciéon de las bandas se realizé
mediante Imagel y se analizaron estadisticamente los valores mediante la prueba t de Student. Se
muestra la cuantificaciéon de 2 experimentos independientes (N=2). (B) Se muestra una imagen
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representativa de la IHC realizada para PDGFRa en el tumor (T) y TAAT de un corte de tejido tumoral
Ret/MTB (aumento: 40X). (C) Se realizaron ensayos de WB en los tumores generados a partir de la
inyeccion de células EO771 RET-WT o RET-KO en animales C57Bl/6. La cuantificacion de las bandas
se realizé mediante Imagel y se analizaron los valores estadisticamente mediante t de Student. Se
muestra la cuantificacidon de 2 experimentos independientes (N=2).

A modo de conclusion, pudimos observar que PDGF-B se expresa diferencialmente de
acuerdo a la presencia de RET en el tumor.

Validacién de los hallazgos en muestras humanas: analisis de muestras de tumor y
tejido adyacente al tumor en pacientes con cancer de mama en el contexto de la
expresion de RET

Realizamos un estudio de correlacién entre los niveles de expresion de los ligandos PDGFs
y RET en tejidos tumorales mamarios humanos y tejido adyacente al tumor en datos
pertenecientes a TCGA. Observamos una correlacion positiva entre la expresion de RET y
PDGFB en tejido tumoral (Tabla R2A), confirmando lo hallado en el tejido tumoral murino
de los modelos in vivo. Si estudiamos esta correlacion en mas detalle, discriminando entre
los distintos subtipos tumorales, vemos que esta resulta significativa solo en los tumores
luminales A, el subtipo con mayor expresion de RET (Tabla R2B).

A
RET expression
Correlation - . : .
coefficient Breast normal tissue ~ Tumor adjacent tissue ~ Tumor tissue
(n=80) (n=113) (n=1092) |1
() PDGFA 0 0,13 -0,06
Y e ns ns ns ,
|" "l PDGFB 0,09 -0,09 0,2
I. |1 \ .I ns ns wkkk
\l L
:L K ,l.zl: B
"'-l | r': Correlation RET expression primary tumor
) coefficient  Normallke ~ LuminalA  Luminal B HER2  Basal like
) '5:" (n=40) (n = 560) (n=209) (n=82) (n=191) I1
o PDGFA 0,11 0,15 0,06 0,21 0,13
ns ns ns ns ns .
PDGFB 0,07 0,14 0,11 0.14 -0,01
ns o ns ns ns I

Tabla R2. La expresion de RET correlaciona positivamente con PDGFB en tumores de mama
humanos. (A) Correlacion entre la expresion de RET y ligandos PDGF en tejido mamario normal,
tejido adyacente al tumory tejido tumoral. El andlisis se evalué estadisticamente mediante test de
Spearman. ns: no significant, *p <0.05, **p <0.005, ***p <0.001, and ****p <0.0001. (B) Correlacion
de la expresion de RET y PDGFs segun la clasificacion molecular de los tumores de las cohortes
TCGA (Normal Like n=40, Luminal A n=560, Luminal B n=209, Her2 n=82 y Basal Like n=191). El
andlisis se evalud estadisticamente mediante test de Spearman. ns: no significant, *p <0.05, **p <
0.005, ***p < 0.001, and ****p < 0.0001.

Nos preguntamos, entonces, si PDGF-B puede ser un factor liberado por las células
tumorales mamarias en respuesta a la activacidon de la senalizaciéon de RET. Para ello,
cultivamos células tumorales humanas, MCF7y T47D, otra linea con alta expresion de RET
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(Gattelli et al. 2013), y las estimulamos con el ligando de RET (GDNF) en ausencia (DMSO)
o presencia de uninhibidor selectivo de la actividad de RET, BLU-667 (BLU). Para las T47D,
se agreg6 adicionalmente GFRa1, ya que estas células no expresan el co-receptor y es
necesario que ambos componentes (ligando y co-receptor) estén presentes para que se
active RET (Gattelli et al. 2013). Luego de 24 horas, se extrajeron los lisados proteicos y se
llevaron a cabo ensayos de WB con anticuerpos especificos.

Los resultados indican que la activacion de RET por GDNF induce la produccion de PDGF-
B (Figura R28A), la cual disminuye en presencia delinhibidor de RET, confirmando que este
receptor debe activarse para que se desencadene la produccion de PDGF-B. Este
resultado fue confirmado en células T47D (Figura R28B). Se muestra, a modo de control,
que la fosforilacion de RET aumenta con el agregado de GDNF.

PDGFB
A MCF7 cells e
c
DMSO + BLU + éo.&
DMSO GDNF BLU GDNF © 4
— — ()
PDGFB —— — 2
= T 0.
Tubulin s —————— c——————— |
O-
O X y &
F & &
S Q’oxoo
o
@ Y
> ©
B T47D cells
DMSO + BLU + 20. PDGFB
GDNF + GDNF + € | —=
DMSO  GFRal BLU GFRal 21.51
pv1062ReT [ ot §1o
ReT [ . B
PDGFE I == = == = —] 05
Vinculin : — e — e
0-
(ONN
D 02 oV Q2
O@ QQ‘ Q)OQQ‘
><0 X
<
& &
o) N
& ‘b\/
0@

Figura R28. La activacion de RET promueve la produccion de PDGF-B en células de cancer de
mama. Células de cancer de mama humano (A) MCF7 (N=2) y (B) T47D (N=1) se trataron con el
ligando de RET (GDNF 25 ng/ul) o con el ligando y el co-receptor en el caso de T47D (GDNF+GFRa1
100 ng/ul) en presencia del inhibidor de RET (BLU-667 2000 nM) o DMSO como control. El analisis
de WB se llevd a cabo utilizando anticuerpos especificos. Se utilizé Image) para cuantificar las
bandas. Los resultados se muestran como la media+sd. Los p valores se calcularon mediante One
Way ANOVA.
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Efecto del secretoma dependiente de la expresion/activacion de RET en las células
tumorales sobre los PA

Sabiendo que la activacion de RET desencadena la producciéon de PDGF-B, nos
preguntamos si este ligando es liberado por las células tumorales al medio extracelular.
Para ello, quisimos evaluar si el PDGF-B producido por las células tumorales puede activar
la via de sefalizacidon correspondiente en PA. Para ello, cultivos de PA se estimularon con
los CM cosechados de cultivos de las células EO771 RET-KO (RET-KO CM) o RET-WT (RET-
WT CM) (Figura R29A). Se utilizé como control positivo de la estimulacién el tratamiento
con PDGF-BB recombinante. Evaluamos la fosforilacion de ERK, como un factor rio abajo
de la senalizacién de PDGFRa, observamos que solo los CM provenientes de las células
que expresan RET son capaces de inducir la activacion de esta quinasa (Figura R29B).

Seguidamente, decidimos evaluar el potencial impacto del CM proveniente de células
tumorales RET-WT o RET-KO en la proliferacién de PAs en cultivo. Para ello, tratamos
cultivos de PAs con CM provenientes de células EO771 RET-KO o RET-WT durante 48 horas
y, transcurrido ese tiempo, estudiamos la viabilidad celular mediante el ensayo de MTS.
Observamos que, por un lado, los CM tumorales aumentan significativamente la
proliferacién de los PA (Figura R29C), lo cual es un resultado esperado ya que las células
tumorales producen mitégenos y factores de crecimiento que disparan vias proliferativas
(Goustin et al. 1986). Por otro lado, no observamos diferencias significativas en la
viabilidad celular comparando los tratamientos realizados con los CM de células cony sin
expresion de RET (Figura R29C), sugiriendo que la senalizacion del RET tumoral no
impactaria en la capacidad de proliferacion de los PA.
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Figura R29. El secretoma mediado por expresion de RET en la célula tumoral modifica la
sefalizacion en los PA. (A) Esquema general del experimento. (B) Pre-adipocitos (PA) se
hambrearon y trataron durante 20 minutos con PDGF-BB recombinante (100 ng/ul) o medio
condicionado de células EO771 RET-WT (RET-WT CM) o RET-KO (RET-KO CM) durante distintos
tiempos (20, 40 y 60 minutos). Posteriormente, se realizé un analisis de WB sobre los lisados
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proteicos con los anticuerpos indicados (N=1). (C) Pre-adipocitos (PA) se plaquearon en una placa
de 96 pocillos y se estimularon o no (No CM) con medios condicionados provenientes de células
tumorales RET-WT o RET-KO durante 48 horas. Luego, se estudid la viabilidad celular mediante
ensayo de MTS y posterior medicién de absorbancia a 490nm. Los resultados se evaluaron
estadisticamente mediante One Way ANOVA. Se muestra un experimento representativo de 3
experimentos independientes realizados (N=3).

La sefalizacion de RET/PDGF-B en la célula tumoral mamaria impacta en los PA
perpetuando su estado inmaduro

Quisimos evaluar la activaciéon de PDGFRa en los PA por parte del secretoma de las células
tumorales. Para ello, cultivos celulares de PA fueron tratados con CM provenientes de
cultivos de células MCF7 tratadas o no con GDNF en presencia de BLU-677 o DMSO como
control (Figura R30A). Se utiliz6 como control positivo de la estimulacion el tratamiento
con PDGF-BB recombinante. Es importante mencionar que PDGF-B es un ligando capaz de
unirsey activartanto a PDGFRa. como PDGFR. Siendo PDGFRa un receptor relevante para
el mantenimiento del fenotipo inmaduro en PAs, focalizamos nuestro analisis en esta
isoforma.

Observamos que el CM proveniente de las células tumorales estimuladas con GDNF
(DMSO+GDNF) induce la fosforilacion de PDGFRa, al igual que la estimulacion con PDGF-
BB, demostrando la presencia del ligando en el medio condicionado y una activacién
eficiente sobre los PA. Este efecto es dependiente de la activaciéon de RET, ya que el medio
condicionado de células tratadas con el inhibidor de RET (BLU+GDNF) no logran niveles
detectables de pY742PDGFRao. (Figura R30B).

Como introdujimos previamente, el clivaje extracelular de DLK1 lo convierte en un ligando
soluble (DLK1s) capaz de disparar sefalizaciones que llevan a la inhibicion de la
adipogénesis y el mantenimiento del estado indiferenciado en PAs, y ademas podria tener
efectos pro-tumorales (Elisa S. Grassi et al. 2020; Elisa Stellaria Grassi, Pantazopoulou,
and Pietras 2020). Reportes indican que la activacién de PDGFR induce, via activacién de
ERK, la activacion de una proteasa extracelular, Adam17, que cliva proteinas de membrana
de la familia de DLK1 (Mendelson et al. 2010). En base a esta informacién, decimos
estudiar si el secretoma inducido por la sefializaciéon de RET en la célula tumoral afecta el
clivaje especifico de DLK1, via activacién de PDGFRa, en PAs.

Para ello, tratamos cultivos de PA con los medios condicionados provenientes de las
células MCF7, estimuladas o no (CTRL) con GDNF (GDNF), o alternativamente con PDGF-
BB, como control positivo de activacion de PDGFR. Previo a dicha estimulacidn, los PAs se
trataron previamente o no con el inhibidor selectivo de PDGFR (imatinib) (Figura R30C).
Luego de los tratamientos, se cosecharon tanto las células como el medio de cultivo para
realizar ensayos de WB. Los resultados del analisis indican, por un lado, que la
fosforilaciéon de PDGFRa en PAs disminuye si los mismos se tratan previamente con
imatinib, confirmando que la via de PDGFR se activa con el medio proveniente de una
célula tumoral activada por RET, por lo cual se infiere que contiene el ligando PDGF (Figura
R30C). Por otro lado, evaluamos la expresiéon de DLK1 en los PA (DLK1v) y observamos que
al estimularlas con PDGF-BB o con los medios condicionados, DLK1v disminuye en

112



comparacion a las células sin estimular (-), y que su expresion se reestablece en valores
similares al control si las células se tratan previamente con imatinib (Figura R30C).

Para estudiar si DLK1 esta siendo clivada extracelularmente, realizamos ensayos de WB
sobre extractos proteicos concentrados del medio condicionado de los PA, luego de los 20
minutos de tratamiento. Observamos que la presencia de DLK1 en el medio extracelular
(DLK1s) aumenta considerablemente en las células tratadas con los CM, en comparacion
a las células no estimuladas. Ademas, si los PA se tratan previamente con imatinib, se
pierde este efecto en DLK1 en el medio extracelular (Figura R30D). Este resultado indica
que la presencia de DLK1s se regula mediante la activacion de la via de PDGFRa,
probablemente mediante la activacidon de una proteasa, y el secretoma de RET en la célula
tumoral participa de este proceso.

Si bien no podemos verificar por qué proteasa especifica esta siendo realizado el clivaje,
podemos confirmar que la regulacion inducida por RET/PDGFB involucra la protedlisis de
DLK1 ya que observamos un cambio en el peso molecular si se trata de la proteina en la
célula (~55 KDa) o en el medio extracelular (~50 KDa). Estos pesos moleculares coinciden
con lo reportado en la bibliografia (Y. Wang and Sul 2006).
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Figura R30. El secretoma mediado por la senalizacion de RET en la célula tumoral activa
PDGFRa en los PA. (A) Esquema general de los experimentos. (B) Pre-adipocitos (PA) se trataron
durante 20 minutos con PDGF-BB recombinante (100 ng/ul) o medio acondicionado (CM) de cultivos
de células MCF7 tratadas previamente como se indica. El andlisis de WB se realizé sobre lisados
proteicos con los anticuerpos indicados. Se muestra un experimento representativo de 4
experimentos independientes realizados (N=4). (C) PA se trataron durante 20 minutos con PDGF-BB
recombinante (100 ng/ul) o medio acondicionado (CM) de cultivos de células MCF7 tratadas
previamente segun se indica. Previo a la estimulacidn, los PA se trataron (I) o no con imatinib durante
3 horas. Se muestra el analisis de WB para detectar las proteinas indicadas. (D) Se cosecharon los
medios condicionados de los PA tratados en las condiciones mencionadas en (C), se precipitarony
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concentraron las proteinasy se realizaron ensayos de WB con anticuerpos especificos. Se muestra
la tincidn de Ponceau revelando las proteinas totales en los medios extracelulares.

A modo de conclusion, la sefalizaciéon de RET/PDGFB en la célula tumoral mamaria
impacta en los PA. Particularmente demostramos que PDGF-B es un factor secretado por
la célula tumoral en respuesta a la sefalizacion de RET, siendo éste capaz de modificar
vias de sefalizacidon intracelulares y producir cambios fundamentales en los PA
comprometiendo su estado inmaduro.

En esta ultima parte del trabajo de tesis, Parte Ill, focalizamos el estudio en dilucidar
el mecanismo por el cual el RET tumoral interactua con el tejido adiposo circundante,
particularmente con los PA. Revelamos mediadores y postulamos un posible
mecanismo de dicha interaccion.
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En la primer parte de esta tesis (Parte |) demostramos que la expresion aberrante de RET
afecta la transicién normal post-lactancia en la glandula mamaria, incrementando el
potencial del desarrollo de cancer.

Investigamos la expresion de RET en la glandula mamaria centrando el analisis en las
transiciones fisioldgicas de este 6rgano y observamos que RET se expresa durante la
lactanciay sus niveles se reducen abruptamente durante la transicion a lainvolucion.
Variosinterrogantes quedan sin responder respecto de la regulacion de la expresion de RET
durante el desarrollo de la glandula mamaria normal. Sin embargo, mediante el ensayo de
sellado unilateral de glandula, pudimos demostrar que la reduccién de RET al inicio de la
involucion se debe a senales locales inducidas por el cese de la lactancia y no esta
involucrada la disminucion sistémica de las hormonas lactogénicas circulantes (Figura
R4). En condiciones patoldgicas, como los tumores mamarios, RET se encuentra sobre-
expresado, lo cual es mas pronunciado en tumores enddécrino resistentes y en metastasis
cerebrales (Vareslija et al. 2019). Si bien se ha descripto que algunos factores que
participan en la fisiologia normal de la glandula mamaria pueden estar involucrados, como
la senalizacion mediada por ER (Morandi et al. 2013), la regulacidon de la expresién de RET
parece ser mas compleja, mediante la participacidon de otros factores como estimulos
inflamatorios que median por ejemplo el transcurso de la involucion (Esseghir et al. 2007;
Gattellietal. 2013). De hecho, el promotor de RET posee varios sitios tedricos de regulacion
no estudiados, incluyendo sitos de unidn para varios STATs (Gattelli et al. 2020). Para
comprender en profundidad dichos mecanismos, deben disefiarse estudios especificos
sobre la regulacion de RET en la célula epitelial mamaria tanto normal como tumoral.

Resulta interesante que el patron de expresiéon de RET en la gldndula mamaria es opuesto
a la abundancia (Hanin and Ferguson-Smith 2023) y el tamano (Zwick et al. 2018) de los
adipocitos durante los distintos estadios, es decir que mientras que en la lactancia RET se
encuentra elevado, la abundancia de adipocitos maduros es bajay, durante la involucién,
momento en el cual RET se encuentra disminuido, la abundancia de adipocitos aumenta
significativamente. Basandonos en los resultados obtenidos a lo largo de esta tesis, en
donde afectando la expresion de RET tumoral en diversos sistemas, observamos
modificaciones en los adipocitos adyacentes, especulamos que RET podria cumplir un rol
fisiolégico como regulador de la diferenciacion del tejido adiposo: en lactancia RET podria
estar manteniendo la poblacion de pre-adipocitos residentes bloqueando su
diferenciacion para luego al disminuir su sefializacién en la etapa siguiente de involucion,
liberar este blogueo permitiendo la repoblacién por parte de los adipocitos; pero esta
hipotesis debe ser probada.

En esta etapa de la investigacion utilizamos el modelo de ratén transgénico Ret/MTB
previamente desarrollado en el laboratorio. Utilizando ratones Ret/MTB, el grupo ha
reportado previamente que la sobre-expresion de RET WT es oncogénica en la glandula
mamaria, y que ademas las hembras multiparas exhiben una mayor incidencia de tumores
mamarios que las hembras nuliparas (Gattelli et al. 2018), lo que indica, en concordancia
con los resultados de esta tesis, que el pasaje por la post-lactancia promueve la
incidencia de neoplasias inducidas por RET. En el presente estudio, analizamos las
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etapas mas tempranas del desarrollo tumoral. Globalmente, identificamos un incremento
significativo de lesiones neoplasicas en las glandulas Ret/MTB luego de transcurrida la
involucion (Post-1), en comparacion con las glandulas control, también bitransgénicas, de
ratones hembra nuliparas (5.94+1.52 versus 2.60+1.39, respectivamente) (Figura R7).
Nuestros resultados apoyan los estudios realizados en modelos de tumores mamarios que
demuestran que la involucion tiene efectos pro-tumorales (Lyons et al. 2011; Martinson et
al. 2015; O’Brien et al. 2010; Pennock et al. 2018).

Antes de la aparicion de lesiones, hemos hallado que la expresiéon aberrante de RET
induce defectos en el desarrollo normal de la glandula mamaria. Primero, mostramos
que la sobre-expresién forzada de RET durante la lactancia, momento de mayor
diferenciacion de la glandula, conduce a un aumento en marcadores de involucion,
simultaneamente con un incremento de células epiteliales en proliferacién, lo que
probablemente contribuye a la mayor incidencia de tumores en las hembras multiparas.
De hecho, un analisis de RNA-seq realizado en tejido mamario lactante sobre-expresando
RET mostré un perfil de expresién génica relacionado con el aumento de riesgo de cancer
(Vallone et al. 2022). Luego, observamos que la sobre-expresion de RET durante la
involucién temprana conduce a una aparicién prematura de marcadores de involucién
tardios, como la disminucién en la muerte de células epiteliales por mecanismos
disparados por caspasas (Figura R6). Curiosamente, los modelos de ratén que investigan
los efectos de oncogenes mamarios conocidos a menudo mostraron alteraciones en la
involucion que, en la mayoria de los casos, la retrasa y facilita la progresion del tumor
(Hutchinson et al., 2001; Castillo-Lluva et al., 2015; Jager et al., 1997). Por el contrario, los
ratones que expresaban constitutivamente MYC exhibieron una involucién acelerada que
se correlacionaba con una mayor incidencia de cancer (Jager et al., 1997; Stewart et al.,
1984), como observamos con el modelo Ret/MTB.

Hemos observado, también, que como parte de la aceleracion en el proceso de involucién
las glandulas presentan una mayor area cubierta por tejido adiposo cuando se sobre-
expresa RET (Figura R6). Este efecto podria ser indirecto, causado por una ganancia en el
espacio cubierto por tejido adiposo como consecuencia de las senales propias de la
involucidn, o bien directo, en el cual RET podria participar, a través de la estimulacién con
factores solubles sobre la poblacidon de células adiposas maduras, progenitoras o bien en
estados intermedios de diferenciacion.

En base a los resultados obtenidos mas adelante en la tesis (Parte Il) que vinculan a RET
con los pre-adipocitos, nos preguntamos si la expresion elevada de RET durante la post-
lactancia promueve la generacion de un ambiente adiposo inmaduro. Para ello, realizamos
la inmunotincion para PDGFRa en muestras de tejidos mamario de hembras Ret/MTB en
involucién de los experimentos anteriormente descriptos (Figura R6A). Observamos que
los animales con sobre-expresién de RET en el tejido mamario presentan mayores niveles
de este marcador (Figura D1A). Respecto a esto, se ha demostrado que la poblacién de
celulas progrenitoras adiposas (ASCs y pre-adipocitos)(PDGFRa+) puede contribuir a la
poblacidn de células epiteliales durante el desarrollo temprano de la gldndula mamaria 'y
la prefiez (Joshi et al. 2019). Segun este trabajo, las hormonas sexuales esteroideas

117



inducen la liberacion de ligandos PDGF por parte del epitelio mamario, que actdan
estimulando la migracion local de las células del nicho mesenquimal PDGFRa+ de manera
quimiotactica hacia el compartimento epitelial (Joshi et al. 2019). En ese sentido, y
considerando los trabajos que muestran que los estrégenos son capaces de inducir la
activacion de RET, nuestros resultados aportan al entendimiento de estos procesos.

Los cortes de tejidos que exhiben hiperplasias inducidas por RET en post-lactancia (Post-
) en el sistema Ret/MTB, también presentaron &areas adyacentes positivas para
PDGFRa. (Figura D1B). Esto muestra una mayor presencia de adipocitos inmaduros en la
proximidad de células que poseen senalizacion activa de RET.
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Figura D1. La expresion de RET en post-lactancia promueve un estroma adiposo inmaduro. (A)
Secciones de glandula mamaria de 72 horas de involuciéon obtenido de las hembras transgénicas
Ret/MTB después del tratamiento con DOX (2 g/l)(Ret/MTB DOX) o sin DOX como grupo control
(Ret/MTB CON) segun se indica en el esquema de la Figura R6A, fueron analizadas por IHC para
PDGFRa. Se cuantificé el area positiva para PDGFRa, en funcién del area total (aumento: 400X). Los
datos se presentan como la media = sd. p valores mediante la prueba de t test de Student. (B) Se
muestra la IHC para PDGFRa (aumento: 200X y 400X) en secciones de glandula mamaria con
induccién crénica de RET por DOX durante 2 meses en hembras transgénicas (Ret/MTB DOX) una
vez finalizado el periodo de involucién (Post-I), segun se indica en el esquema de la Figura R7A.

De este modo, los resultados hasta aqui abordaron un vacio presente en la bibliografia
acerca de la potencial funcién fisioldgica de RET en la glandula mamaria. Identificamos el
impacto y las modificaciones que la presencia de RET dispara tanto en el epitelio mamario
como en el tejido adiposo circundante en la glandula en desarrollo.

En la segunda y tercer parte (Parte Il y Parte Ill) de la tesis, hallamos que la interaccion
entre la célula tumoral mamaria y el tejido adiposo es regulada por el eje RET/PDGF-
B, reteniendo adipocitos inmaduros que favorecen el crecimiento tumoral.

En esta etapa de la investigacion el modelo utilizado principalmente fueron las células
murinas tumorales EO771 editadas para RET (RET-KO y su contraparte control RET-WT),
tanto en experimentos in vitro como in vivo. La linea celular EO771 es ER+PR-, pero se
presenta cierta controversia en la bibliografia, ya que algunos grupos de investigacion la
utilizan como modelo luminal enddcrino resistente (Le Naour et al. 2020) y otros para
modelar el cancer de mama triple negativo (Knab et al. 2021). En cualquier caso, son
células que no responden a terapias anti-estrogénicas. Considerando que los tumores
mamarios que expresan altos niveles de RET son en generalinsensibles a la deprivacion de
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estrégenos (Gattelli et al. 2013; I. Plaza-Menacho et al. 2010), la linea EO771 representa un
buen modelo para nuestro estudio, compartiendo ademas caracteristicas similares a los
tumores del modelo transgénico Ret/MTB (Gatteli et al. 2018).

En cuanto a los resultados obtenidos en el analisis metabdlico de las células EO771,
observamos que las células RET-KO poseen una respiracion mitocondrial disminuida en
comparacion a las células RET-WT (Figura R10). Estos hallazgos indican que la
sefializacion de RET influye de alguna manera, ya sea en la biogénesis de mitocondrias, o
bien en lafuncionalidad de éstas. Existe un reporte que muestra que la sefializacién de RET
rescata los defectos morfoldgicos y funcionales mitocondriales en células humanas
deficientes en PINK1, una proteina importante para la funcionalidad mitocondrial (Klein et
al. 2014). Los autores muestran que la sefalizacién de RET restablece la actividad del
complejo | de la cadena de transporte de electrones, que esta reducida en mutantes de
PINK1.

Por otro lado, contrario a reportes que indican que las células tumorales aumentan su
respiracién al co-cultivarlas con cultivos primarios provenientes de tejido adiposo
mamario (Micallef et al. 2021), observamos en nuestros ensayos que las células EO771
RET-WT no modifican de manera significativa sus parametros de respiraciéon mitocondrial
en co-cultivo con adipocitos o pre-adipocitos (Figura R21). Sin embargo, las células RET-
KO siincrementan su respiracién mitocondrial como consecuencia del co-cultivo con PA,
adquiriendo valores similares a las células RET-WT. Este resultado sugiere que hay una
regulacion sobre la actividad mitocondrial de las células tumorales que actia de manera
independiente a RET, probablemente disparada por factores liberados por los PA. Seria
interesante continuar explorando esta funcionalidad de RET en la actividad mitocondrial
en un futuro.

En conjunto, mediante la implementacién del modelo EO771 RET-KO tanto in vitro como in
vivo, observamos que el efecto de la sefalizacion de RET en la célula tumoral impacta
sobre el tejido adiposo manteniendo un fenotipo inmaduro, evidenciada en la
disminucion de la expresién de Adiponectin, Ppargy Cebpa (Figura R14), y el aumento de
DLK1, marcador especifico de PA (Figura R16). Respecto del mecanismo involucrado en
este proceso, varios aspectos quedan por resolver. Por ejemplo, en los experimento in vitro
de medios condicionados (Figura R12), la presencia de RET en la célula tumoral no parece
interferir en la incorporacién de lipidos por parte de adipocitos durante el proceso de
diferenciacion. Sinembargo, un aumento en el tejido adiposo de fenotipo inmaduro (Figura
R14), implica necesariamente una pérdida de lipidos por parte de los adipocitos en un
fendmeno de de-diferenciacién; o bien, una proliferacion del fenotipo inmaduro o PA
directamente inducida por el RET tumoral. La proliferacién de los PA no se ve afectada por
la sefializacidon de RET tumoral en los ensayos in vitro de medio condicionado (Figura R29),
por lo que desestimamos esta ultima posibilidad. Distintos grupos han demostrado que
los tumores son capaces de inducir de-diferenciacion en el tejido adiposo circundante
(Zhu et al. 2022; Dirat et al. 2011), pero no se conoce en profundidad los mecanismos por
los cuales esto ocurre. Para determinar que un processo de de-diferenciacion esta
ocurriendo, es correcto realizar experimentos especificos para comprobarlo, como
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ensayos de seguimiento de linaje o linage tracing in vivo con ratones especialmente
disenados, en donde células en distintos estados de diferenciacion pueden marcarse y
registrarse a lo largo del tiempo en distintas condiciones (Joshi et al. 2019; C. Sun et al.
2020). Para tal fin, estamos trabajando en colaboraciéon con el laboratorio de la Dra. Sabio
(CNIO, Espana), quien es experta en la utilizacion de modelos animales modificados
geneticamente.

Aportando al mecanismo, hallamos que elaumento en la expresion de Wisp 7 correlaciona
con la presencia de RET (Figura R12y Figura R14). WISP1 es una proteina de secrecion que
mantiene el estado de pre-adipocito e impide su diferenciacion regulando negativamente
la accion del factor de transcripcion PPARy (Ferrand et al. 2017). Por lo tanto, especulamos
que su expresion podria estar siendo modificada a través de la sefalizacién de RET, en los
pre-adipocitos, y luego actuar paracrinamente en los adipocitos maduros circundantes,
regulando alli negativamente la expresiéon de Pparg y, en consecuencia, Cebpa (Figura
R14), ya que este es regulado por Pparg (Rosen et al. 1999). Tanto WISP1 como DLK1 se
expresan principalmente en pre-adipocitos y su expresion disminuye durante la
adipogénesis, siendo totalmente ausentes en los adipocitos maduros (Ferrand et al. 2016;
Smas and Sul, 1993; Smas and Sul, 1997; Wang et al. 2006). Ademas, ambos son factores
que pueden ser producidos por células tumorales y se consideran pro-tumorales: WISP1,
al ser secretado al microambiente, participa de la linealizacion de las fibras de colageno,
lo cual favorece la malignidad y la metéastasis (Jia et al. 2019); DLK1, por su parte, se ha
visto que aumenta la proliferacién de células de cancer de mama triple negativo como
MDA-MB-231 (Nueda et al. 2007; Yanai et al. 2010). En este sentido, la presencia de estos
factores en el microambiente podria promover, por un lado, el mantenimiento del estado
inmaduro de los pre-adipocitos y por otro, con participacién de éstos, el crecimiento
tumoral.

Respecto de DLK1, probamos ademas que, en el pre-adipocito la produccién del DLK1
extracelular, DLK1s, es disparada por el secretoma de la sefializaciéon de RET en la
célula tumoral, con la participacién de la via de PDGF-B/PDGFR. Sabiendo que DLK1s
participa del mantenimiento del fenotipo inmaduro impidiendo la diferenciaciéon de pre-
adipocitos (Mei et al. 2002), seria interesante analizar si este factor es capaz de inducir la
de-diferenciacion en adipocitos maduros, algo que no esta descripto en la bibliografia.
Dado que PDGFRa no se expresa en adipocitos maduros (Joshi et al, 2019), PDGF-B no
podria ser el mediador de este efecto en los adipocitos. Es por ello por lo que seria
relevante evaluar si la disminucién de marcadores de madurez en los adipocitos se debe
al efecto del DLK1s, producido por los pre-adipocitos del microambiente mamario en
respuesta al PDGF-B proveniente de la sefializacién de RET en el tumor.

Respecto alos ligandos PDGFs, identificamos a PDGF-B como un factor producido, tanto
in vitro como in vivo, por la activacion de RET, convirtiéndolo en nuestro principal
candidato a mediar el efecto de RET en el tejido adiposo. Nuestros resultados, ademas de
demostrar la produccion de PDGF-B rio abajo de RET en la célula tumoraly su potencial de
producir modificaciones en la sefializacion de los PA (Figura R27, Figura R28 y Figura 30),
ponen de manifiesto la alta homologia que existe entre el PDGF-B humano y murino. Como
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ha sido probado por otros autores (Gao et al. 2018), demostramos que el PDGF-B humano,
proveniente de las células MCF7, es capaz de activar el receptor PDGFRa en los PA de
origen murino (Figura 30).

Como mencionamos en la Introduccidn, la sefalizacién de RET favorece la metastasis a
cerebro en cancer de mama (Jagust et al. 2024; Vareslija et al. 2019). Por otro lado, se ha
demostrado que células tumorales mamarias con alta expresion de PDGF-B tienen una
mayor predisposicion a generar metastasis a cerebro, que a otros d6rganos, en
comparacion a células que tienen baja expresion de este factor (Thies et al. 2021). En ese
sentido, nuestro aporte, el cualdemuestra que la senalizacion de RET induce la produccion
de PDGF-B en células tumorales, podria contribuir al entendimiento de la metastasis
cerebral en cancer de mama.

La postulacién de PDGF-B como factor candidato inducido por RET surge del analisis de
los resultados del RNAseq de tejido mamario de hiperplasias producidas a partir de la
sobre-expresion de RET en el modelo Ret/MTB. Sin embargo, aqui PDGF-A es el ligando que
se encuentra Up-regulado, y no PDGF-B (Figura R26). Ahora bien, los tumores generados a
partir de la sobre-expresion de RET presentan un aumento significativo de PDGF-B, y no de
PDGF-A (Figura R27). Este resultado es apoyado por el analisis de biopsias humanas de
TCGA, donde observamos una correlacion positiva entre RET y PDGF-B en muestras del
tejido tumoral de pacientes con cancer de mama, y no entre RET y PDGF-A (Tabla R2).
Especulamos que podria existir algun tipo de regulacién a nivel de la disponibilidad de los
distintos ligandos, siendo PDGF-A mas abundante en estadios mas tempranos de la
tumorigenesis y PDGF-B en estadios mas avanzados; pero este tema resta por ser
estudiado. De todas formas, tanto PDGF-A como PDGF-B se unen con alta afinidad al
mismo receptor, PDGFRa, formando homo- o heterodimeros (Chen, Chen, and He 2013).

Contrario a lo esperado, en el analisis de RNA-seq no se revelan cambios significativos en
las citoquinas inflamatorias candnicas inducidas por la sefalizacion de RET, como IL-6 0
TNFa (Esseghir et al. 2007; Gattelli et al. 2013). De hecho, estudiamos ambas citoquinas
en el TAAT en del modelo de tumores EO771 RET-WT versus RET-KO y no observamos
diferencias significativas en este tejido adyacente frente a la expresion del RET tumoral
(datos no mostrados). Acompafiando estos resultados negativos, se realizaron ensayos de
citometria de flujo del componente inmune presente en los tumores RET-KO y RET-WT, sin
observar cambios significativos en ninguna de las poblaciones analizadas (linfocitos,
macroéfagos y MDSC) como consecuencia de la presencia o no de RET en el tumor. Por lo
tanto, decidimos no avanzar en esta direccién en nuestras investigaciones.

Por otro lado, demostramos que los pre-adipocitos expresan niveles significativamente
mayores de los ligandos de RET, Gdnf y Artn, que los adipocitos maduros. Otros
trabajos también han mostrado que GDNF puede ser producido por las ASCs (Zhong et al,
2016) y por fibroblastos (aSMA+) que infiltran el tumor (Esseghir et al. 2007). Nuestro
hallazgo es indicativo de que los pre-adipocitos tienen un efecto pro-tumoral directo en
tumores RET+, ya que se ha reportado que estos ligandos inducen proliferacion en células
de cancer de mama que expresan RET (Gatteli et al, 2013).
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En cuanto a las caracteristicas pro-tumorales de los pre-adipocitos, destacamos un
estudio donde se analizaron mediante scRNA-seq tumores de mama, incluyendo todos los
subtipos, y su microambiente (S. Z. Wu et al. 2021). En la fraccion estromal no inmune,
identificaron tres poblaciones principales de células, incluyendo fibroblastos asociados al
cancer (CAFs), células perivasculares y células endoteliales (S. Z. Wu et al. 2021). Dentro
de la poblacién de CAFs, los autores definieron cinco sub-poblaciones, siendo una de ellas
positiva para DLK1 (DLK17+). Especulamos que estas células pueden provenir no solo del
pool de pre-adipocitos sino también de los adipocitos de-diferenciados de la periferia
tumoral. Considerando que estas células, no solo son fenotipicamente muy similares a los
fibroblastos, sino que también comparten un patron de expresién comun con los CAFs
como PDGFRA, es légico que sean reconocidas dentro de esta poblacion celular.
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Figura D2. Los pre-adipocitos forman parte del microambiente tumoral en pacientes con
cancer de mama. (A) Perfiles transcripcionales y fenotipicos de diversos estados de diferenciacion
mesenquimal en canceres de mama. Visualizacion UMAP de poblaciones de células
mesenquimales, incluidas CAFs (6573 células), células perivasculares (PVL)(5423 células), células
endoteliales (7899 células), células endoteliales linfaticas (203 células) y células PVL ciclicas (50
células). (B) Graficos de marcadores candnicos para CAF (PDGFRA, COL1A1, ACTA2, PDGFRB), PVL
(ACTA2, PDGFRB y MCAM) y células endoteliales (PECAM1, CD34 y VWF). (C) Estados celulares y
expresion de genes que cambian en funciéon del pseudotiempo para las cinco poblaciones definidas
de CAFs. Modificado de (S. Z. Wu et al. 2021).

La capacidad pro-tumoral de los CAFs esta ampliamente demostraday, frente a nuestros
resultados, que demuestran la capacidad pro-tumoral de los pre-adipocitos, resulta légico
que esta poblacion sea incluida dentro de las poblaciones que agrupan los CAFs. Sin
embargo, es interesante destacar que solo las células DLK1+ tienen la potencialidad de
diferenciarse a adipocitos, mientras que el resto de las sub-poblaciones tiene una
capacidad muy reducida (Zhu et al. 2022). Si consideramos que los CAFy los PAtienen una
capacidad pro-tumoral mayor que los adipocitos maduros, la plasticidad celular de los PA
podria presentar una ventaja desde una mirada terapéutica, ya que al diferenciarlos en
adipocitos maduros se podria impedir o enlentecer el crecimiento tumoral. Esta estrategia
fue utilizada por el grupo del Dr. Christofori (Biomedizin Unibas, Suiza), donde utilizaron
rosiglitazona como tratamiento anti-tumoral para, en este caso, diferenciar a adipocitos
las células tumorales transdiferenciadas a celulas mesenquimales (Ishay-ronen et al.
2019). Si bien la rosiglitazona sola no fue suficiente para impedir el crecimiento tumoral, si
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lo fue su combinacién con un inhibidor de MEK, otro receptor de la familia RTK. Como
experimentos a futuro, nos proponemos incluir este tipo de estrategias en el tratamiento
de tumores mamarios, por ejemplo, ensayando la adicion de rosiglitazona o bien
inhibidores de PDGFR (como imatinib), en combinacién con inhibidores de RET (como
pralsetinib).

Finalmente, esperamos que los aportes de este trabajo al conocimiento de los mecanismos
basicos, tanto en la fisiologia normal como tumoral, que gobiernan la interaccion entre dos
componentes celulares relevantes en la glandula mamaria, como las células epiteliales y los
adipocitos, contribuiran al disefio de mejoresy mas efectivas terapias para combatir el cancer
de mama en el futuro.
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Conclusiones
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Se muestra a continuacién un esquema y listado, a modo de resumen, de las principales
Conclusiones obtenidas:

o \
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Figura C. La senalizacion de RET promueve la generacion de un microambiente adiposo inmaduro
pro-tumoral. La activacién de RET en la célulatumoral mamariainduce la liberacion de PDGF-B, el cual
promueve el mantenimiento del fenotipo inmaduro en pre-adipocitos. A su vez, a través de la

sefalizacién de PDGFRao en pre-adipocitos, el secretoma de RET favorece el clivaje extracelular de
DLK1, el cual, ademas de participar del mantenimiento del fenotipo inmaduro, es pro-tumoral. En linea
con estos descubrimientos, encontramos que en la periferia de tumores RET+ disminuye la expresion
de marcadores de adipocito blanco maduro, como Pparg, Cebpay Adipoq. Por otro lado, encontramos
que la expresion de RET se encuentra finamente regulada durante los estadios de la glandula mamaria
normal, y que este receptor participa de la transicion post-lactancia, afectando la remodelacion del
tejido adiposo en ese periodo. Por ultimo, encontramos que a través de la liberacién de ligando de RET,
como GDNF y ARTN, los pre-adipocitos tienen un efecto pro-tumoral sobre células tumorales RET+,
tanto in vivo como in vitro.

RET estéa regulado durante el desarrollo normal de la glandula mamaria, principalmente en la
transicion de lactancia a involucién (post-lactancia).

La expresion aberrante de RET durante post-lactancia causa defectos en el desarrollo,
aberraciones en el tejido adiposo y promueve la tumorigénesis.

La expresion de RET en el tumor mamario regula el estado de madurez de los adipocitos
circundantes (mediante PDGF-B), favoreciendo un fenotipo inmaduro similar a sus

precursores, los pre-adipocitos.

Los pre-adipocitos son capaces de expresar ligandos de RET (GDNF y ARTN) y poseen un
efecto pro-tumoral dependiente de la expresién de RET en el tumor.

125



e Eleje RET/PDGF-B integra la sefializacion de la interaccion entre el tumor mamario y el tejido
adiposo circundante en favor del crecimiento tumoral.

. Juan Pablo Fededa
irector adjunto de Tesis

Dra.Albana Gattelli
Directora de Tesis

Lic. SabrinaA. Vallone
Tesista
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