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RESUMEN

Algunos de los componentes de los complejos remodeladores de la cromatina SWI/SNF, tales
como INI1, se inactivan en cancer mediante mutaciones y, por lo tanto, constituyen genes
supresores tumorales. En esta tesis, se han estudiado las mutaciones en el gen BRG1 (también
denominado SMARCA4), que codifica para la ATPasa principal de dichos complejos, en 59
lineas celulares de cancer de pulmdén de los tipos histopatolégicos mas comunes. Se
identificaron mutaciones en el 24% de las lineas celulares de cancer de pulmén. Todas las
mutaciones eran homocigotas y la gran mayoria predecian proteinas truncadas, lo cual se
confirmé mediante ausencia de proteina por western-blot. Las mutaciones predominaban, de
forma estadisticamente significativa, en el subtipo no microcitico (NSCLC) (13/37,35%) en
comparacién con el subtipo microcitico (SCLC) (1/19,5%) (P=0.05; Fisher’s Exact test). Las
mutaciones en BRG1 coexistian con alteraciones en KRAS, LKB1, NRAS, P16 y P53, pero no con
amplificacion del oncogen MYC, lo que sugiere una relacion funcional entre BRG1 y MYC. Estos
datos confirman que BRG1 es un importante gen supresor tumoral en el cancer de pulmény lo
sitian como el cuarto gen mas frecuentemente alterado en NSCLC. No obstante, no esta claro
como la inactivacién de BRG1 contribuye a la tumorogénesis del pulmén. Es por ello que en
este trabajo de tesis también se estudia este aspecto. Los resultados demuestran que la
restauracion de BRG1 en las células de cancer de pulmodn restituye, de forma muy significativa,
los patrones de expresion del pulmén normal. Desde un punto de vista del mecanismo
molecular, se ha demostrado una relacién funcional entre BRG1 y MYC, por la cual BRG1 se
une al promotor de MYC y de sus dianas transcripcionales, de manera dependiente de los
receptores del acido retinoico y glucocorticoides. Los retinoides y corticoides estan muy
relacionados con los procesos que controlan la diferenciacién celular y son importantes en el
desarrollo embrionario del pulmén y en la prevencién del cédncer. La relacion funcional
BRG1/MYC es antagdnica, ya que cuando BRG1 estd inactiva falla el control de los niveles de
MYC y se favorece la falta de respuesta de las células a las hormonas lipidicas circulantes. Por
ultimo, la re-expresion de BRG1 inhibe significativamente la invasidn y progresion de las
células del cancer de pulmdn ortotépicamente implantados en ratones atimicos, apoyando
aun mas la capacidad supresora de tumores de esta proteina. En definitiva, mediante el uso de
varios modelos de cancer de pulmdén que incluyen lineas celulares de cancer, tumores
primarios y tumores ortotépicos humanos en ratones, se demuestra que la funciéon supresor
tumoral de BRG1 esta relacionada con el control de los oncogenes de la familia MYC vy la
respuesta a distintos estimulos ambientales. La inactivacién de BRG1 permite a la célula

cancerosa sostener programas de la expresion génica que prevengan la diferenciacién.



SUMMARY

Components of the SWI/SNF chromatin-remodeling complex, such as INI1, are inactivated in
human cancer and thus, act as tumor suppressors. Here we screened for mutations the entire
coding sequence of BRG1 (SMARCA4), which encodes the ATPase of the complex, in 59 lung
cancer cell lines of the most common histopathological types. Mutations were detected in 24%
of the cancer cell lines. All mutations were homozygous and most predicted truncated
proteins, which was confirmed by western-blot. The alterations were significantly more
frequent in the non-small-cell lung cancer (NSCLC) type (13/37, 35%) as compared to the small-
cell lung cancer (SCLC) type (1/19, 5%) (P0.05; Fisher’s Exact test). Overall, BRG1 was the
fourth most frequently altered gene in NSCLC cell lines. BRG1 mutations coexisted with
mutations/deletions at KRAS, LKB1, NRAS, P16 and TP53 but never occurred concomitantly
with MYC amplification, suggesting a common role in lung cancer development. In conclusion,
our data strongly support that BRG1 is a bona fide tumor suppressor and a major factor in lung
tumorogénesis. On other hand, it is not clear how BRG1 inactivation contributes to
tumorogénesis. This thesis reports that that expression of wild type BRG1 in lung cancer cells
up-regulates lung-specific transcripts (i.e. ACP5, AQP1, TIE1), significantly restoring the gene
expression signature of normal lung. Using cell lines from several cancer types it was found
that those lacking BRG1 do not respond to retinoic acid (RA) or glucocorticoids (GC), while
restoration of BRG1 restitutes sensitivity, as determined by changes in cell morphology and
gene expression. Conversely, in SH-SY5Y cells, a paradigm of RA-dependent differentiation,
abrogation of BRG1 prevented the response to RA. It is also demonstrated an antagonistic
functional connection between BRG1 and MYC, whereby refractoriness to RA and GC by BRG1
inactivation involves deregulation of MYC activity. Mechanistically, these effects are mediated
by BRG1 binding to MYC and MYC-target promoters to regulate their expression. Further, the
BRG1-MYC antagonism was evident in primary tumors. Finally, BRG1 restoration significantly
dampened invasion and progression, decreased MYC and restored responsiveness to RA in
lung cancer cells orthotopically implanted in nude mice. In conclusion, this work uses several
lung cancer models, i.e. cancer cell lines, primary tumors and an orthotopic cancer mice
model, and demonstrates an antagonistic functional connection between BRG1 and MYC,
whereby inactivation of BRG1 in cancer cells leads to deregulation of MYC activity and
refractoriness to nuclear receptor-mediated transcriptional activation. This enables the cancer
cell to sustain undifferentiated gene expression programs that affect the control of key cellular

processes, including proliferation, invasiveness and response to inflammation.
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PALABRAS CLAVE

-AD: Adenocarcninoma

-BSA: Albumina sérica bovina

-cDNA: Acido desoxirribonucleico codificante.
-ChIP: Inmunoprecipitaciéon de cromatina.
-DEX: Dexametasona

-DMEM: Dulbecco's Modified Eagle's Médium.
-DMSO: Dimetil sulfoxido.

-DNA: Acido desoxiribonucleico.

-EDTA: Acido etilendiaminotetracético.

-GC: Glucocorticoides

-H&E: Hematosilina & Eosina

-HRP: Peroxidasa de rabano.

-HRS: Regidn de tincién homogénea.

-Kb: Kilobases.

-LCC: Carcinoma de células grandes.

-LOH: Pérdida de heterocigosidad.

-Mb: Megabases.

-NSCLC: Cancer de pulmdn de células no pequeiias.

-pb: Pares de bases.

-PBS: Tampodn fosfato salino

-PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.
-PJS: Peutz—Jeghers sindrome.

-PVDF: Polivinil-dimetil-floruro.

-RA: Acido retinoico

-RNA: Acido ribonucleico.

-SCC: Carcinoma de células escamosas.

-SCLC: Cancer de pulmdn de células pequefias.
-TMA: Microarrays de tejidos.
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El cancer

El término cancer es un concepto que se aplica a un conjunto de diferentes enfermedades
heterogéneas, que comparten como caracteristica comun entre ellas la proliferacién
incontrolada de células pertenecientes a cualquiera de los diferentes érganos y tejidos del
individuo donde se desarrolla. Este crecimiento incontrolado de células provoca, en el tejido
donde se origina, la formacidn de una masa conocida como tumor maligno. Los tumores
malignos son, a su vez, un producto heterogéneo y dindmico resultado de la combinacién de
las multiples alteraciones genéticas y epigenéticas que se acumulan en las células que los
forman. En ultimo término pues, las caracteristicas y el comportamiento de los tumores, en
cuanto a tamafio, velocidad, forma de crecimiento, capacidad invasiva local 6 a distancia y
resistencia a drogas y tratamientos, van a depender de las caracteristicas moleculares y de la
historia de alteraciones que acumulan las células malignizadas.

Las alteraciones genéticas y epigenéticas que se acumulan durante la historia de la formacion
de los tumores malignos, son muy amplias y variadas. En algunas ocasiones, estas alteraciones
se encuentran de forma muy frecuente y de manera transversal en la mayoria de tumores,
independientemente del tejido u érgano donde se originen, siendo alteraciones comunes en
un alto porcentaje de los pacientes, como es el caso paradigmatico de la inactivacion por
mutacion bialélica de TP53. Otras alteraciones genéticas y epigenéticas son especificas y de
frecuencia variable, en funcién del tejido de origen donde se forma el tumor, del fondo
genético del paciente y del agente carcinégeno inductor del tumor. El dinamismo y variabilidad
en las alteraciones y la alta complejidad adicional que confieren las multiples combinaciones
entre las mismas, convierten a los procesos tumorales en fendmenos extremadamente
complejos que, junto con la practica ausencia de una sintomatologia temprana clara, dificultan
su deteccidn precoz y tratamiento apropiado, convirtiendo al cancer en una de las principales
causas de mortalidad en los paises desarrollados.

La inmensa mayoria de los canceres diagnosticados en humanos son derivados de células de
origen epitelial, este grupo de tumores son conocidos como carcinomas, otros tumores de
incidencia mucho menor son los sarcomas, que son derivados de células de tejido conjuntivo o
células musculares. También existen otras variedades de tumores en humanos, que son los
derivados de células del sistema nervioso y aquellos tumores sanguineos, no sélidos, como son
las leucemias y los linfomas derivados de células hematopoyéticas y de sus precursores. Desde

el punto de vista clinico, las neoplasias que dan lugar a tumores son clasificadas como tumores
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benignos ¢ malignos. En el caso de los tumores epiteliales, los benignos son conocidos como
adenomas, y son tumores diferenciados, no invasivos y que suelen presentan estructura
glandular, siendo sus equivalentes malignos, designados coherentemente con la clasificacion
anterior, como adenocarcinomas. En el caso de los sarcomas, derivados de tejido conjuntivo,
un tumor benigno seria clasificado como mioma, si es procedente de tejido muscular, o
condroma, si se forma en el cartilago, en este caso los variantes malignizadas, serian

designadas como miosarcomas o condrosarcomas

El pulmédn, su desarrollo composicion y formacion

En los pulmones se produce el intercambio gaseoso, mediante la difusién del oxigeno y didxido
de carbono entre la sangre y los alvéolos que forman los pulmones. Los pulmones estdn
cubiertos por una doble membrana serosa lubricada, llamada pleura, y estan separados el uno
del otro por el mediastino. El pulmoén derecho esta dividido por dos cisuras la mayor y la
menor, que divide al pulmén en 3 partes, el |6bulo superior, el medio y el inferior. En cada
I6bulo se distinguen diferentes segmentos, bien diferenciados, correspondiéndole a cada uno
un bronquio segmentario. Los bronquios segmentarios se subdividen en bronquios
propiamente dichos y estos en bronquiolos. Los bronquiolos carecen de cartilago y se
ramifican en bronquiolos terminales y bronquiolos respiratorios que desembocan en los
alvéolos, que son en ultimo término las unidades funcionales de intercambio gaseoso del
pulmon.

El sistema respiratorio surge como un derivado del endodermo, como una evaginacién de la
pared ventral que se forma en la porcién mas cefalica del intestino anterior. Esta evaginacion
ocurre aproximadamente entre la tercera y cuarta semana, en el periodo somitico del
embridén. La evaginacion del endodermo forma un brote denominado brote pulmonar, de la
cual derivaran los bronquios, bronquiolos y el resto de porciones de lo que son los pulmones. A
pesar que el pulmdn y el resto de partes del sistema respiratorio proviene principalmente del
tejido endodérmico, muchas porciones celulares provienen del tejido mesenquimatico. El
mesodermo que rodea el arbol bronquial se diferencia en cartilago, musculo liso y vasos
sanguineos. En la fase pseudoglandular hay bifurcacién y capilarizacién de los segmentos
broncopulmonares y se alcanza el niumero de generaciones bronquiales que se tiene al
nacimiento. La fase canalicular empieza a formarse el drea pulmonar, donde se producira el
intercambio gaseoso. Las vias respiratorias terminales van adelgazando su pared al tiempo que
se ramifican y se dividen mediante tabiques internos. Se forman los bronquiolos terminales.

Las células superficiales epiteliales de las vias periféricas adoptan una forma cuboidal. Las
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células de los saculos que daran origen a los alveolos comienzan a diferenciarse en dos tipos:
los futuros neumocitos tipo | y tipo Il, que se originan a partir de neumoblastos.

Las células de tipo | son las encargadas del intercambio gaseoso, son planas y alargadas y
cubren alrededor del 95% de la superficie alveolar. Las células tipo | son las mas abundantes,
forman la pared entre dos alvéolos y tienen un nucleo arrinconado en un extremo. Las células
tipo Il son cuboidales, menos abundantes, y se caracterizan principalmente por la presencia de
un cuerpo laminar en su interior, ademas poseen vellosidades en su superficie. Son células
productoras de proteinas surfactantes, cuya funcion es la estabilizaciéon de la superficie
alveolar y la prevencién del colapso durante la respiracion. El moco es producido por células
en las glandulas seromucosas bronquiales y por células caliciformes del epitelio bronquial.
Simultaneamente, a partir del mesénquima, comienza a formarse la red de capilares que
acabara uniéndose al sistema vascular pulmonar. Esta fase culmina con un pulmén primitivo
capaz de respirar. Existen ademas en el epitelio respiratorio macréfagos alveolares. Durante la
fase sacular se completa la formacién del sistema canalicular bronquiolo-alveolar. Se forman
varias generaciones de sacos alveolares, se diferencian los neumocitos de tipo |, que alcanzan
estrecho contacto con los capilares de los tabiques conjuntivos.

En el epitelio de las vias respiratorias se diferencian primero las células neuroendocrinas de
Feyrter, similares a las de Kultschisky luego en los bronquios, las células ciliadas vy

posteriormente, las caliciformes. Sélo después de la apariciéon de los neumocitos | y Il, en los

sacos alveolares y alvéolos se diferencian las células de clara en los bronquiolos terminales y
respiratorios. La produccidon de secrecidn mucosa y serosa comienza en la vigésimo cuarta
semana y se completa en la vigésimo sexta semana. Los vasos sanguineos comienzan a
desarrollarse a partir de la decimosexta semana y continlda en la vida posnatal. El desarrollo
posnatal del pulmdn se caracteriza por la formacidon de conductos alveolares y de alvéolos
maduros. (Adaptacidon de los libros de anatomia de Frank H. Netter; Rouviére, H. y Delmas, A.;
Warwick, Williams. Gray 1995 y 1996).

La maduraciéon pulmonar se alcanzaria por dos mecanismos: multiplicacién alveolar vy
aumento del volumen de los alvéolos en forma proporcional al aumento de volumen de la caja
tordcica. Con respecto a la multiplicacion alveolar se ha visto una regulacién hormonal,
mediada por el acido retinoico (RA) y los corticoides (GC) que pueden inducir la formacion y
regeneracion de los alvéolos pulmonares (Massaro y Massaro, 1997). Esta capacidad
regeneradora del RA, también se observé en modelos murinos mutantes, con fallos en el
desarrollo alveolar (Massaro y Massaro, 2000). Los mecanismos moleculares de los efectos de

la RA en la alveolarizacidn conllevan cambios en la expresién de factores criticos para la

angiogénesis como VEGF en células epiteliales, y factores criticos para el crecimiento,
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proliferacién celular y la diferenciacion como PDGF y TGF en células mesenquimales de los
alveolos. (Belloni PN, et al 2000, Morrisey EE, et al 2003). Ademas, la regulacién del RA y las
interacciones con los receptores del RA (RAR y RXR) contribuyen al desarrollo pulmonar
adecuado. Por ejemplo, RAR-a promueve la diferenciacion en células epiteliales durante la
progresion de las fases pseudoglandular a canalicular del desarrollo de los pulmones. Ademas,
el recetor nuclear RAR-a promueve también la formacion alveolar después de la etapa
perinatal. Mientras por otro lado, la expresion de RAR-B aumenta hacia el final de la etapa
sacular e induce la formacién de las células epiteliales de tipo | y tipo Il (Massaro et al. 2003).
En el caso de los corticoides (GC) se ha demostrado que el tratamiento con dexametasona
induce la maduracién de la microvasculatura pulmonar (Tschanz et al. 1995) y aunque
se ha visto su administracidon exdgena previene la formacién normal de los alveolos en
modelos animales (Massaro et al. 1985; Tschanz et al. 1995). La dexametasona es
administrada en neonatos con deficiencias en la maduracién pulmonar, ya que
favorece la maduracion de los alveolos aunque los mecanismos de actuacién precisos no estan

todavia bien entendidos.
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Figura 1.1: Esquema del pulmdn y su composicidn celular. “Lung cancer in never smokers a
different disease” de Adi F. Gazdar. Nature Reviews 2007

El cancer de pulmon.

El cancer de pulmén es un conjunto heterogéneo de enfermedades, resultantes del
crecimiento incontrolado de los diferentes tipos celulares que conforman el érgano. Los
tumores mas frecuentes, dentro del cancer de pulmdn, son aquellos tumores derivados del
epitelio bronquial. Los sintomas mdas comunes provocados por las neoplasias pulmonares en
los pacientes son tos crdnica o sanguinolenta (hemoptisis), fuerte dolor de pecho que cursa
junto con asfixia, dificultad para respirar y fatiga. El cdncer de pulmdn, como en muchos otros
tipos de cancer puede extenderse a distancia (metastasis) y colonizar érganos y tejidos
(ganglios linfaticos, huesos, cerebro, glandulas suprarrenales e higado) destruyendo el tejido
afectado, originando nuevos focos tumorales (Arias, Jaime 2000; Minna, JD 2004.)

Desde un punto de vista clinico e histoldgico las distintas enfermedades que engloba el cancer
de pulmédn se clasifican en dos grandes grupos principales, en funcidon de la morfologia que
presenten las células tumorales que los conforman. Son el cdncer de pulmén de células no
pequefias NSCLC (del inglés, non-small cell lung cdncer) o no microcitico, y el cdncer de pulmén
de células pequefias SCLC (del inglés small cell lung cdncer) o microcitico. Los tumores que se
encuentran en ambos grupos de esta clasificacion morfoldgica se agrupan, a su vez, en
diferentes subtipos de cancer de pulmédn, en funcion del tejido y tipo celular del que derivan.
Ademads, actualmente, se estan haciendo esfuerzos en incluir en la clasificacién el tipo y
naturaleza de las alteraciones genéticas y epigenéticas que aparecen en ellos, con alta
frecuencia y de forma casi exclusiva en cada grupo.

El NSCLC es el tipo de cancer de pulmdén mas frecuente y conforma alrededor de un 80% del
total de los casos diagnosticados. Este tipo de tumores son derivados de las células que forman
los epitelios bronquiales y alveolares. El cdncer de pulmdn de célula no pequefia, es un grupo
heterogéneo donde destacan tres subtipos principales: el carcinoma de células escamosas, SCC
(del inglés, squamous cell carcinoma) también conocido como carcinoma epidermoide, es el
mas frecuente de los subtipos diagnosticados y aparece frecuentemente en los tejidos y
estructuras bronquiales. Los adenocarcinomas, AC, mas propios de los tejidos alveolares mas
profundos (neumocitos) es el segundo en frecuencia dentro del grupo vy, finalmente, los
carcinomas de células grandes LCC (del inglés, large cell carcinoma), que son el subtipo mas
infrecuente pero que presentan como particularidad un alto grado de indiferenciacién celular
(Travis, WD. Et al 1995). Este ultimo grupo también contiene tumores que se derivan de SCC o

AD, pero el alto grado de indiferenciacion que han sufrido no permite reconocerlos como tales.
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En estos casos, el uso de marcadores genéticos o moleculares suele ayudar a identificarlos. Los
tumores que pertenecen al tipo NSCLC crece y se disemina con mas lentitud que los SCLC,
caracteristica que lo convierten en un grupo de tumores que, en principio, son extirpables por
reseccion quirurgica, sobre todo en sus primeros estadios, antes de que aparezca diseminaciéon
en ganglios locales, o se hayan producido metastasis a distancia. Por otra parte, el SCLC
representa aproximadamente el 20% del total de los casos de cancer de pulmdn. Los tumores
de este grupo son derivados de células neuroendocrinas muy especializadas que se encuentran
en baja proporcion en el tejido pulmonar normal. Desde el punto de vista clinico, estos
tumores crecen con mucha mas rapidez y su diagnéstico suele ser muy tardio, por lo que el
tratamiento mas comun, generalmente paliativo, suele ser el empleo de agentes citotdxicos
(quimioterapia y/o radioterapia). Por otro lado, este subtipo de tumores tan agresivos,
muestran una alta sensibilidad al tratamiento con agentes quimicos, pudiéndose reducir casi
por completo el tumor en los primeros meses de tratamiento. Lamentablemente, en la casi
totalidad de los casos, se produce una recidiva de la enfermedad que ya no vuelve a responder

a los tratamientos previamente aplicados (Rosti, G. et al 2006; Collins, LG. et al 2007).

". 1) (H&E x200)
2 Adenocarcinoma (H&E x200)

Fatas 1-3 Cedidas por Esther Conde.
Fotos 4,5 tomadas del atlas "Histologia

Figura 1.2: Tipos histolégicos en el cancer de pulmdn.
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El cadncer de pulmdn es muy letal, ya que menos del 12,5% de los pacientes en Espafia logran
sobrevivir cinco afios tras el diagndstico (Eurocare-3, 2003). En el conjunto de los paises
desarrollados, el cancer de pulmdn representa el tipo de cdncer con mayor mortalidad y el
segundo tipo de cancer en cuanto a incidencia, tras el cancer colorrectal en hombres vy el
cancer de mama en mujeres En Espafa supone cerca de 20.000 casos cada afio y 1.500.000
casos anuales en todo el mundo, siendo la incidencia mayoritaria en hombres, mas del 80%.
No obstante, esta tendencia esté empezando a cambiar, debido a que desde un punto de vista
histdrico, se han ido sumando al habito tabaquico, un niumero creciente de mujeres en las
ultimas cuatro o cinco décadas. El cancer de pulmédn es responsable de alrededor de 18.000
muertes al afio en Espaifa y 1.200.000 en todo el mundo indicando, pues, que
aproximadamente 8 de cada 10 pacientes diagnosticados van a fallecer de esta enfermedad.
(Rubin, Philip; Jacqueline P. Williams 2003; Cancer Research UK 2005).

Aunque existan otras causas etioldgicas de menor incidencia que ayudan a explicar la aparicién
del cancer de pulmén, como son el caso del raddn, la exposicidn a asbestos, el arsénico, etc, la
relacidon entre consumo de tabaco y cancer de pulmodn es absolutamente directa. (Nakayama,
Kaneko et al. 1985; Shopland, Eyre et al. 1991). El humo del tabaco contiene miles de
compuestos diferentes, de los cuales al menos 60 se consideran carcinégenos segun el
Departamento de Salud y Servicios Humanos de Estados Unidos (Kumar, Stanley L. Robbins et
al 2008). Se ha demostrado que cerca del 20% de los consumidores de tabaco acabaran
desarrollando cancer de pulmdn y que el tabaco es el responsable directo de mas del 90% de
los canceres de pulmdn diagnosticados, ademas de aumentar muy significativamente y de
forma directa el riesgo de otros tipos de cdncer como el de cabeza y cuello y de vegiga, entre
otros (Wang, Sophia Ssamet, Jonathan M. 1997).Las campafias de la lucha anti-tabaquica y las
nuevas legislaciones, que en los Ultimos afos se han incorporado en muchos paises,
incluyendo mds recientemente a Espafia, se han traducido en una disminucidn de la incidencia
y la mortalidad del cancer de pulmdn, sobre todo en aquellos paises donde estas medidas
llevan mas tiempo implantadas (Bray, Sankila et al. 2002). Los carcindgenos presentes en el
tabaco pueden producir varios tipos de dafios sobre el DNA, gran parte de los cuales
producidos mediante su asociacién quimica estable con el DNA, y reciben el nombre de
aductos. Los aductos pueden llegar a producir la ruptura de una cadena de la doble hélice del

ADN (Wei, Gu et al. 1996).
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» Datos de 2007 » Datos de 2007
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Figura 1.3: Mortalidad/Incidencia del cancer en Espafia y en la Unidn Europea
Alteraciones moleculares frecuentes en el cdncer de pulmon.

Los genes alterados y dafiados en el cancer se agrupan en dos grandes categorias: los proto-
oncogenes y los genes supresores tumorales. Los proto-oncogenes son genes que, en los
tejidos sanos codifican para moléculas que participan en la regulacion positiva del crecimiento
celular. Muchas de estas moléculas promueven y dirigen distintos procesos que son
absolutamente necesarios durante el desarrollo embrionario, crecimiento de los tejidos vy
procesos de regeneracién y renovacién de los mismos. Cuando estos genes sufren alteraciones
funcionales o de expresidn se convierten en oncogenes y, solo entonces, promueven el
crecimiento celular de forma incontrolada. Por otro lado, los genes supresores tumorales
controlan negativamente el crecimiento y la proliferacién celular y promueven la
diferenciacion celular. Desde un punto de vista molecular, el cancer de pulmdn no difiere en
gran medida de los procesos que serian aplicables a otros tumores formados en otros tejidos.
Ademads, cabe destacar la existencia de una cierta correlacion entre su clasificacion
histopatoldgica y los distintos tipos de alteraciones moleculares. Por ejemplo, es caracteristico
del SCLC, la sobre-expresién, por amplificacién génica, de los proto-oncogenes de la familia
MYCy la pérdida, por inactivacion bialélica, del supresor tumoral RB. Por otro lado, en el caso
del NSCLC es mas frecuente la activacién del proto-oncogen K-RAS y la inactivacién del gen

supresor tumoral P16™** (Shiraishi, M., M. Noguchi, et al. 1989 ).
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Los receptores de membrana y componentes de vias transductoras de

sefiales como oncogenes en el cancer de pulmon.

Hoy en dia se conoce una amplia variedad de alteraciones genéticas y epigenéticas en el
cancer, pero aqui solo citaremos alguno de los casos mas importantes y estudiados. De entre
los proto-oncogenes, cabe destacar la familia RAS: H-RAS, N-RAS, K-RAS, por su relevancia en
el cancer de pulmdn. Los genes RAS codifican para moléculas que actian como segundos
mensajeros de las sefiales que reciben las células a través de sus receptores de membrana.
Estas proteinas forman parte del complejo de las proteinas G, que presentan actividad GTPasa.
Cuando estan activas desencadenan una serie de sefales celulares que promueven las vias de
proliferacién. Los genes ras sufren mutaciones puntuales en los codones 12 0 13 0 61, y como
consecuencia la proteina queda constitutivamente activada. En el cancer de pulmén las
mutaciones activadoras son principalmente en K-RAS afectando en un 85% al codén 12. Las
mutaciones se observan preferentemente en adenocarcinomas (15-20%) (Shiraishi, Noguchi et

al. 1989 ;Classon, M. and E. Harlow 2002)

Otros oncogenes importantes pertenecen a la familia ERBB, que codifican para una familia de
receptores celulares transmembrana que comprende 4 miembros: ERBB1, ERBB2, ERBB3 y
ERBB4. Cuando el ligando se une al receptor, se produce un cambio de conformacion en dichas
proteinas que conlleva una activacién de la actividad tirosina-quinasa de su fraccién citosdlica,
que origina la cascada de transduccion de sefiales, modificando asi decenas de rutas en el
interior de la célula. ERBB1, mas conocido como EGFR, funciona como el receptor del factor de
crecimiento epidérmico y ERBB2, conocido también como HER2/Neu, se han encontrado
alterados por mutacién o amplificacién en un 25-30% tumores de mama y mutado en un
porcentaje muy reducido de varios tipos de cancer incluyendo colon, mama, ovario y pulmén
(Shiraishi, Noguchi et al. 1989; Franklin, Veve et al. 2002). A diferencia de lo que ocurre en
cancer de mama (Slamon, Godolphin et al. 1989), en cancer de pulmén la amplificacion de
ERBB2 es poco frecuente. Aunque la amplificacién no sea frecuente, si se ha descrito
sobreexpresion en alrededor de un 30% de NSCLC (Bunn, Helfrich et al. 2001). Por otra parte
también se han publicado trabajos donde encuentran mutaciones poco frecuentes, de
ERBB2, en aproximadamente el 4% de tumores primarios de cancer de pulmdn pacientes
europeos y en 1% de Japoneses (Sasaki, Shimizu et al. 2006). Por otra parte, la proteina EGFR
regula la proliferacién y diferenciacién epitelial, entre sus ligandos estan el factor de
crecimiento epidérmico (EGF) y el factor de crecimiento transformante a (TGFa). Con respecto

al gen EGFR, cabe destacar que las mutaciones activadoras en este oncogén se han asociado,
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de forma muy estrecha, con el cancer de pulmdén. Hoy en dia, estd bien establecido que las
estas mutaciones son casi exclusivas del adenocarcinomas de pulmdn, mas especificamente de
individuos no fumadores y, por lo tanto se detectan en aproximadamente un diez por ciento
de los adenocarcinomas de pulmén. No obstante, y por razones que todavia se desconocen,
las mutaciones de EGFR son mas frecuentes en adenocarcinomas pulmonares de individuos
asiaticos (>30%) que en europeos. Ademas, cabe destacar el hecho de que las mutaciones en
EGFR es un factor predictivo muy importante en la respuesta a gefinitib o erlotinib, dos
inhibidores potentes de la actividad de EGFR. Otros oncogenes alterados en el cancer de
pulmdn, menos relevantes desde el punto de vista de su frecuencia pero muy importantes
desde el punto de vista terapéutico son el oncogén MET, que codifica para el receptor del
factor de crecimiento de hepatocitos y que estd genéticamente activado por amplificacién
génica en aproximadamente un 5% de los NSCLC y el oncogén ALK (del inglés, anaplastic
lymphoma kinase) otro receptor de membrana activado mediante translocacién cromosdmica

en aproximadamente un 1% de los NSCLC

Estudio de MYC como modelo oncogénico

Otra de las familias de proto-oncogenes mas interesantes y mas estudiada es el grupo de los
genes MYC, que incluye a C-MYC, N-MYC y L-MYC. Estos genes codifican para factores de
trascripcion de tipo hélice-horquilla-hélice, cremallera de leucina (HLH-LZ). A diferencia de lo
que sucede con los genes RAS, en el cancer los genes MYC no presentan mutaciones puntuales
en su secuencia. A través del estudio de MYC se describieron, por primera vez, tres nuevos
mecanismos de activacién génica: mutagénesis por insercidon virica, translocacion
cromosémica y amplificacidon génica. Con respecto al primero, se basa en observaciones de
que el retrovirus de la mielocitomatosis aviar (MC29) provocaba la formacién de una proteina
quimérica v-gag-myc que mantenia, en las células infectadas, altos los niveles de MYC,
desregulando su actividad transactivadora (Neel B. et al 1981). El segundo de los mecanismos,
la translocacidon cromosdmica, es caracteristica de linfomas y leucemias, donde existen varias
translocaciones entre los cromosomas 14, 2 0 22 con la regién del cromosoma 8 que contiene
a MYC. Estas translocaciones colocan al gen MYC inmediatamente adyacente a los genes que
codifican las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas (Sheng-ong, G. L. et al. 1982; Crews, S.
et al.1982) y provocan una altisima expresion de MYC. El tercer mecanismo, descubierto
inicialmente en lineas celulares de cancer colon y leucemias, es la amplificacidon génica, que
también tiene como consecuencia unos niveles de expresién de MYC muy elevados. La
amplificacion génica de MYC se produce mediante regiones de tincion homogénea (HSR del

inglés, Homogeneous Staining Region) o mediante los cromosomas “double-minutes” (Dalla-
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Favera, R., F. Wong-Staal, et al. 1982) Ambas estrategias incrementan el nimero de copias de
los genes MYC en mas de 50. Posteriormente se descubrié que, de forma similar a MYC, los
genes N-MYC y L-MYC, que en tejidos sanos soélo se expresan durante el desarrollo, se
encontraban intensamente amplificados y sobreexpresados en neuroblastomas y cancer de
pulmén, bajo los mismos mecanismos descritos anteriormente (Schwab, M. et al 1983 Kohl,
N.E et al 1983).

En el contexto del cancer de pulmdn se ha descrito que sélo uno de los genes MYC se
encuentra amplificado en un mismo espécimen tumoral. Es decir, no existe co-amplificacién de
mas de un miembro de la familia MYC simultdaneamente, siendo MYC el que se encuentra
amplificado con mayor frecuencia. En general se ha observado que el 18% de los SCLC y el 8%
de los NSCLC presentan amplificacion génica de MYC. No obstante, cabe destacar que
amplificacion de N-MYCy L-MYC también ocurre en el cdncer de pulmdn y que ésta se da casi
exclusivamente en el tipo histopatoldgico de SCLC ( Varmus, H.E. et al 1984; Shiraishi, Noguchi
et al. 1989; Richardson and Johnson 1993).

Las proteinas de la familia MYC actian como factores de transcripcion, uniéndose, de forma
especifica, a centenares de regiones promotoras de genes cuya transcripcion es directamente
regulada por los genes MYC. Los factores de transcripcion MYC tienen una red de interaccion
tan amplia y compleja que, a dia de hoy, se desconoce aun la totalidad de su genes diana
(Revisado en Natalie Meyer et al 2008). Ademads, la proteina MYC interacciona con otras
proteinas, a través de su dominio de dimerizacion situado en el extremo carboxilo terminal. De
entre las proteinas con las que interactian se encuentran otros factores de transcripcion,
incluyendo miembros de grandes complejos multiprotéicos. Entre estos Ultimos cabe destacar
complejos remodeladores de la cromatina, que modifican la estructura de la cromatina y que
actuan como co-reguladores de la transcripcion, tal es el caso de la unidén de MYC al complejo
SWI/SNF a través de la proteina SNF5 (Cheng, S.W. et al.1999). También se ha descrito que
MYC es capaz de reclutar complejos acetiladores de histonas, como es el caso del complejo
hGCN, a través de su interaccidon con TRAP (McMahon, S.B. et al.2000). Una de las moléculas
de interaccién con MYC que ha sido mas caracterizada es la proteina MAX, que forma un
heterodimero con MYC. La formaciéon del heterodimero MYC-MAX es necesaria para el
apropiado funcionamiento de MYC, (Gallant, P. et al. 1996, Mao, D.Y. et al. 2003) que es asi
capaz de reconocer, con alta afinidad, una secuencia consenso CACGTG en los promotores de
sus genes diana (Blackwood, E.M et al 1991). Estas secuencias consenso, denominadas E-
boxes, son las secuencias que reconoce MYC para su unién fisica al DNA y para regular la
transcripcién de sus genes diana, implicados muchas veces en procesos como: metabolismo,

crecimiento celular, proliferacion, pérdida de la diferenciacion y apoptosis. La actividad
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transformante y oncogénica de MYC, ocurre a través de la regulacion de la expresién de varios
genes diana que participan en diversas rutas celulares. Una de ellas es control del ciclo celular,
especialmente transicion de GO/G1 a la fase S (Roussel, M.F.et al.1991, Facchini, L.M. et al
1998, de Alboran, I.M et al.2001) y donde se ha demostrado que MYC regula directamente la
expresion de la ciclina dependiente de kinasa, CDK4, el gen de ciclo celular CDC25A y los
factores de transcripcién E2F1 y E2F2 (Revisado en Natalie Meyer et al. 2008). La actividad
transformante de MYC también podria estar relacionada con su papel sobre la diferenciacién
celular, ya que se ha demostrado que la sobreexpresion ectépica de MYC promueve un estado
fuertemente indiferenciado, probablemente a través de la promocion promitética crdnica.
También se ha demostrado que la funcion de MYC es necesaria para llevar a término una
correcta diferenciacién celular ( Langdon, W.Y. et al. 1986, Coppola, J.A. et al 1986, Gandarillas,
A et al. 1997 Prochownik, E et al 1986.). Aunque el mecanismo molecular mediante el cual
MYC controla la diferenciacion celular no estd completamente elucidado, se sabe que en esta
funcién de MYC participan proteinas como MXD y MAD, que a través de una compleja red de
interacciones y formacion de heterodimeros MYC-MAX, MAX-MAD y MYC-MAD, regularian
diferentes dianas transcripcionales que participarian en diferentes programas
transcripcionales. Asi pues, la dimerizacion competitiva de MAX con MYC favoreceria la
activacion de genes implicados en la divisién celular mientras que la dimerizacién MAX-MAD,
por el contrario, permitiria la regulacién de la expresion de genes implicados en la
diferenciacion terminal. (Gallant, P. et al. 2006 Rottmann, S. et al 2006, Nair, S.K. et al. 2006,
Billin A.N. et al. 2006). Finalmente, cabe destacar el reciente papel de MYC como
reprogramador celular en el que se ha demostrado que su sobreexpresién, conjuntamente
con la de otros factores de transcripcion como SOX2, OCT4 y KLF4, MYC es capaz de modificar
por completo los programas de expresion de células adultas diferenciadas, hacia programas de
células progenitoras pluripotenciales, capaces de derivar en cualquier tipo de tejido (Shinya

Yamanaka 2007).
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Los genes supresores tumorales en el cdncer de pulmén

De la misma manera que ocurre en el caso de los oncogenes se conocen diversos genes
supresores tumorales, algunos de ellos muy bien caracterizados. Los genes supresores
tumorales conocidos cumplen, todos ellos la hipétesis descrita por Knudson o de “los dos
golpes” del inglés, two hit hypothesis, segun la cual, en una célula tumoral se deben inactivar
las dos copias del gen para eliminar por completo su funcién biolégica como supresor tumoral
(Knudson 1971). Hasta la fecha sdlo se han descrito, relativamente pocos genes que sean
supresores tumorales “bona fide” en cancer de pulmdn, a pesar de que existe una elevada
frecuencia de pérdidas de heterocigosidad (LOH, del inglés, loss of heterozygosity) en varios
cromosomas, en el genoma de las células tumorales (Sanchez-Cespedes 2003). De entre los
genes supresores tumorales conocidos cabria destacar TP53 que, en cancer de pulmdn se
encuentra mutado en el 75-100% de SCLC y en un 60% de NSCLC (Hainaut, Hernandez et al.
1998). Habitualmente, la inactivacion de TP53 ocurre mediante pérdida completa de un aleloy
mutacion puntual del alelo restante, anulando completamente la funcidn de la proteina. El gen
TP53 codifica para la proteina P53 que actla como factor de trascripcion y modifica los
programas de expresién celular cuando en la célula aparecen dafios en el DNA. Estos dafios,
gue ocurren en todos los procesos malignos, ante la presencia de agentes carcindgenos
externos o rayos UV, inducen la expresion de TP53, que normalmente no se expresa o lo hace
a niveles muy bajos. En este contexto P53 regula la expresion de genes que frenan el ciclo
celular, que estdn implicados en la reparacién del DNA y que participan en los procesos de
muerte celular programada 6 apoptosis. De esta forma, la funcién biolégica y supresora
tumoral principal de P53, seria detener el ciclo celular cuando se detecta dano en el DNA,
fomentar la reparacion de dichos dafios, o en funcién de las circunstancias, hacer entra a la
célula dafiada entre en un proceso de muerte celular programada, para evitar asi que acabe
malignizando (Pomerantz, Schreiber-Agus et al. 1998 Shieh, S. Y., M. lkeda, et al. 1997).

Otro gen supresor tumoral clave en el cancer pulmonar es RB, que codifica una proteina
nuclear, que controla la actividad de multiples factores de trascripcion esenciales para la
transicién de la fase G1 a la S. Cuando RB estd hiperfosforilada por los complejos de ciclinas y
ciclinas dependientes de kinasas, pierde su capacidad de unirse estos factores de trascripcion,
y éstos puede promover las sintesis de proteinas que activan el transito hacia la fase S del ciclo
celular. La inactivacion de RB en cancer de pulmdn suele suceder mediante pérdida de un alelo
y mutacién del restante. La proteina RB estd alterada en alrededor del 90% en SCLC y entre el

15% de los NSCLC (Kern, Torney et al. 1993; Pfeiffer, Clausen et al. 1996).
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INK4a

Por otro lado, la proteina codificada por P16 es un regulador de RB, que actua inhibiendo a

los complejos de ciclinas /CDK que lo hiperfosforilan. En cancer de pulmén, P16™“

pierde su
expresion y funcionalidad mediante deleciones homocigotas, mutaciones puntuales e
hipermetilaciéon del promotor en un 30-70% de NSCLC (Classon and Harlow 2002), sin
embargo, en SCLC su inactivacién no es muy frecuente. La via P16™**-Ciclina D1-CDK4-RB es
fundamental para el control de la transicidn entre las fases del ciclo celular G1y S, por ello,
dicha via estd alterada funcionalmente en muchos tipos de cadnceres humanos.

Ademas, otro gen supresor importante en la carcinogénesis de pulmdn es PTEN, que codifica
para una fosfatasa lipidica capaz de desfosforilar el fosfatidil inositol trifosfato, actividad que
habitualmente se traduce en una restriccion en el crecimiento y sefiales de supervivencia.

PTEN se ha encontrado alterado mediante mutaciones puntuales o deleciones homocigéticas

en el 20% de tumores primarios de pulmon y lineas celulares (Li, Yen et al. 1997).

El supresor tumoral LKB1 y la regién cromosémica 19p13

Por ultimo, pero no por ello menos importante, es el caso del gen supresor LKB1 (también
denominado STK11), localizado en el brazo corto del cromosoma 19 (19p13). Las mutaciones
en linea germinal de LKB1 se asocian al sindrome de Peutz-Jeghers cuyos pacientes presentan
varias caracteristicas fenotipicas y clinicas, entre las que destaca una mayor predisposicion a
cancer (Jeghers, Mc et al. 1949; Westerman, Entius et al. 1999; Giardiello, Brensinger et al.
2000). La funcion de LKB1 estd enmarcada en regular la ruta de sefializacion de AMPK-TSC-
mMTOR, que controla el estado energético celular, en ausencia de disponibilidad de glucosa.
LKB1 también esta implicada en la polaridad celular y en el mantenimiento de la entidad de
tejido de las células (Clevers H.). El descubrimiento de la inactivacién genética de LKB1 vy, por lo
tanto, su papel como gen supresor tumoral en el cancer de pulmén, se desvelé6 mediante el
descubrimiento de que las pérdidas de heterocigosidad en el cromosoma 19p13 eran muy
frecuentes en este tipo de cancer. Tal y como se ha comentado anteriormente, este hecho
indica la presencia de un gen supresor tumoral en la region. El andlisis en detalle de la regidn,
mediante marcadores de microsatélites, permitié identificar a LKB1 como uno de los genes
supresores tumorales diana. Posteriormente, un andlisis mds pormenorizado mostré que LKB1
presentaba mutaciones bialélicas inactivantes entre 30-50% de adenocarcinomas de pulmén
de origen esporadico (Sanchez-Cespedes, Parrella et al. 2002). Mas alld de LKB1, los altos
porcentajes de pérdida de heterocigosidad del brazo 19p13, superiores al 75%, hacen pensar

que dicho brazo cromosémico podria albergar otros genes supresores tumorales.
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En este contexto, el gen BRGI, también denominado SMARCA4, situado en la region
cromosodmica 19p13, es un candidato gen supresor tumoral por varias razones que se
comentan mas adelante, entre ellas que se han identificado mutaciones inactivadoras de BRG1
en varias lineas celulares, incluyendo algunas de cédncer de pulmdén (Wong, Shanahan et al.
2000). Dado que LKBI1, por si solo, no explica la frecuencia tan elevada de LOH en el
cromosoma 19p, es muy probable que esta regidn incluya otros genes supresores tumorales

adicionales. En este contexto, BRG1 resulta un buen candidato a ser analizado en profundidad.

BRG1 y los complejos remodeladores de cromatina

BRG1 estd situado en la region cromosémica 19p13 y codifica para una enzima de 198 kDa,
conocida como BRG1. La proteina BRG1 es un componente fundamental de diferentes
complejos remodeladores de cromatina conocidos como SWI/SNF. Estos complejos reciben su
nombre del analisis de mutantes realizados en la levadura Saccharomyces cerevisiae (Carlson
et al 1981). El primer mutante, que recibié el nombre de SNF (del inglés, Sucrose Non
Fermenting), era necesario para la expresion de SUC2, un gen que participa en el metabolismo
de la sacarosa. El segundo mutante identificado, denominado SWI, era necesario para el
“encendido” (SWI, del inglés Switching) de los genes de procesos de diferenciacion en
levaduras. Posteriormente, se fueron identificando nuevos miembros del complejo, asi como
complejos homdlogos, en levadura y en otros organismos como Drosophila melanogaster, que
tenian una actividad bioquimica similar. Entre ellos, esta el complejo RSC, en levadura, que
controla aproximadamente el 7% del genoma de este organismo (Cote et al 1996), y los
complejos BAP y PBAP, en Drosophila, que son capaces de regular la expresiéon de entre el 1% y

el 2% de su genoma (Sudarsanam et al.2000).

SWI/SNF-B

complejo PBAF complejo BAF

Figura 1.4: Representacién de la composicién de elementos de los diferentes complejos

SWI/SNF en mamifero
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En mamiferos se han identificado dos grandes complejos multiproteicos, con un peso
aproximado de 2 MDa, el complejo BAF (del inglés, BRG1 Associated Factors), también llamado
SWI/SNF-A y el PBAF (del inglés, polybromo-BRG1 Associated Factors), también llamado
SWI/SNF-B. Ambos complejos comparten una serie de proteinas, como BAF170, BAF155,
BAF60, BAF57, BAF53 y BAF45. La denominacion de estas proteinas como BAF, proviene del
inglés BRG1 associated factors, seguido de un nimero, que indica el peso molecular. Ademas,
esta SNF5 (también conocida como BAF47) que junto con B-actina, cerrarian el principal grupo
de elementos comunes en ambos complejos (Reisman et al.2009; Wilson and Roberts 2011).
Entre la composicion proteica de los complejos BAF y PBAF existen algunas diferencias, aunque
la principal radica en la ATPasa, que cataliza la actividad remodeladora del complejo. Asi pues,
mientras que en el caso de BAF 6 SWI/SNF-A, la ATPasa puede ser indistintamente BRG1 6
BRM, en el caso de PBAF 6 SWI/SNF-B la ATPasa principal es siempre BRG1.Las ATPasas BRG1 y
BRM son dos proteinas que comparten entre ellas una homologia del 74% de su secuencia
(Khavari et al. 1993). Ambas proteinas tienen hasta seis dominios en comun, dominio QLQ de
interaccion proteina-proteina, dominio rico en prolinas, dominio HSA (que contiene una
helicasa asociada a un dominio SANT de unién a DNA), dominio ATPasa de unidn e hidrdlisis de
ATP (que sirve como motor para la actividad remodeladora del complejo), dominio de unién a
RB vy, por ultimo, el bromodominio, a través del cual ambas proteinas reconocen marcas de
acetilacion en las colas de las histonas (Winston et al. 1999).Entre los complejos BAF y PBAF,
existen otras particularidades y diferencias. El complejo BAF en el que la ATPasa podria ser

BRG1 6 BRM, se asocia con otros miembros conocidos como las proteinas

BAF250, codificadas por los genes ARID1A y ARID1B. Ambas proteinas son intercambiables
entre si y no se acomplejan a la vez, es decir cuando BAF250-A estd en el complejo no esta
BAF250-B y viceversa. Por otro lado, en el complejo PBAF, donde la ATPasa principal es BRG],
contiene hasta tres miembros adicionales: BAF180, codificada por el gen PBRM1; BAF200,
codificada por el gen ARID2, y la proteina BRD7 (Reisman et al.2009; Wilson and Roberts
2011). Ademas, afiadiendo si cabe mas complejidad, han sido descritos otros complejos
remodeladores de cromatina, como el WINAC, donde BRG1 y, en menor medida, otros
miembros de los complejos SWI/SNF, se acompleja con el factor de transcripcion del sindrome
de Williams (WSTF), junto con otras proteinas que participan en la replicacion del DNA y la
elongacion durante la transcripcion. También se ha descrito el complejo NUMAC que, ademas
de BRG1, contiene una arginina-metiltransferasa, CARM1, que actia como activadora
modificando la metilacidon en residuos de histonas. Ademds en este complejo se asocia el

receptor de estréogenos, ER, que cooperaria activando la transcripcién de dianas especificas.
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Interesantemente, BRG1 se ha asociado también a la represidn transcripcional, ya que se ha
identificado la presencia de BRG1, junto con otros miembros de los complejos SWI/SNF, en dos
complejos represores de la transcripcidon que actuarian, junto con la proteina KAP1 6 MSIN3A,
reclutando deacetilasas de histonas. Estos complejos represores son NcoR (del inglés Nuclear
Receptors Corepressors) donde BRG1 se asociaria con la proteina HDAC3 deacetiladora de

histonas y con KAP1 y el complejo mSin3A/HDAC donde se acomplejan las histona deacetilasas

HDAC1 y HDAC2 junto con MSIN3A (Reisman et al.2009: Trotter et al. 2008).

BAF170

Complejo WINAC

BAF170

Complejo NcoR Complejo mSIN3A/HDAC

Figura 1.5: Representacion de diferentes complejos remodeladores de cromatina que

contienen a BRG1 como ATPasa principal.

En los tejidos adultos sanos, durante el desarrollo embrionario y en los multiples procesos de
diferenciacion, la funcion de estos complejos remodeladores de cromatina es la de facilitar el
acceso de multiples factores de transcripcion a las regiones reguladoras de sus genes diana.
Este proceso es llevado a cabo por los complejos SWI/SNF, que desplazan mecanicamente los
octameros de histonas. Esta actividad motora del complejo tiene un requerimiento energético
y produce un gasto de ATP, hidrélisis que es llevada a cabo por BRG1 en ambos complejos 6
también BRM en el caso del complejo BAF. El mecanismo de desplazamiento de los
nucleosomas es llevado a cabo de dos maneras: 1) mediante deslizamiento (del inglés, Sliding),
donde los complejos se unen a una posicion fija de un nucleosoma, seguidamente se produce
una disrupcidon del DNA-histonas y, a continuacién, se va propagando una horquilla de DNA,

donde los factores de transcripcién tienen entonces acceso libre para la unién a sus zonas
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promotoras especificas (Saha A. et al. 2006 Lorch, Y. et al. 2010) y 2) la eyeccidn directa de un
nucleosoma, un mecanismo que aun no estd completamente elucidado donde los complejos
SWI/SNF, uniéndose a un nucleosoma concreto y asistidos por proteinas chaperonas de
histonas, hacen saltar el nucleosoma adyacente y lo sustituirian reposicionando aquel unido

previamente por el complejo (Dechassa, M.L. et al. 2010).

BRG1 en el desarrollo del cancer

Al inicio de este trabajo de tesis existian ciertos indicios de que el complejo SWI/SNF podria
estar implicado en el desarrollo tumoral. Por una parte, y desde el punto de vista genético, se
habian descrito alteraciones genéticas del gen SNF5, conocido también como IN/1, en algunos
tipos de céncer. Este gen se encuentra inactivado por mutaciones bialélicas en el 98% de los
tumores rhabdoides, una forma muy agresiva de tumores del sistema nervioso, especialmente
frecuentes en nifios (Versteege, |. et al 1998). Ademas, INI1 estd mutado en el 40% de familias
con schwanomatosis, el 50% de los sarcomas epitelioides, el 30% de sarcomas poco
diferenciados, el 8% de los condrosarcomas myxodes extra esqueléticos y el 4% de los
hepatoblastomas (Trobaugth-Lotario et al 2009; Kohashi et al 2008). Ademas, pérdidas de
expresion de BRG1 y de BRM ha sido descrita en lineas celulares y tumores primarios de
distintos tipos de cancer. En el caso de BRG1, un trabajo muestra la inactivacién completa del
gen BRG1 en algunas lineas celulares de cancer, que incluye lineas de cancer de pulmodn
(Wong, Shanahan et al. 2000) y otro trabajo muestra mutaciones en tumores primarios de
pulmén (Medina P.P. et al 2004), aunque la frecuencia de mutaciones en BRG1 descrita en
ambos trabajos es realmente baja. Por otra parte, los modelos de ratén también apoyan el
papel de BRG1 en el desarrollo tumoral, aunque no asi de BRM. Los ratones heterocigotos para
Brgl (Brg1*’) tienen un riesgo mayor de desarrollar tumores de mama (Bultman S.J. et al.
2008) que los individuos control, mientras que los homocigotos de Brgl (Brgl”’) son letales
embrionarios, mas alla de la 4 divisién del cigoto. Por otro lado, los ratones homocigotos para
Brm (Brm™") son individuos viables cuya Unica caracteristica es un peso un 15% mas elevado
que los individuos control (Reyes, J.C. et al. 1998) y una expresidon independiente de
andrégenos en la préstata (Shen, H. et al. 2008). Ademas, en el caso de BRM, la ausencia de
expresidn en el cancer no ha podido ser asociada a mutaciones en el gen, aunque no se puede
descartar una su inactivacién de naturaleza epigenética. En conjunto, estas diferencias entre
BRG1 y BRM sugieren que el estudio de BRG1, y no tanto de BRM, tiene interés desde el punto
de vista del desarrollo tumoral. Todas estas diferencias entre BRM y BRG1 son particularmente

interesantes, porque aunque desde un principio dada su alta homologia y funcion se les
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considerd como elementos con actividad redundante, estos trabajos muestran lo contrario.
Ahora se sabe que, si bien ambas moléculas pueden ser cooperativas o intercambiables en un
cierto contexto, el resultado de la pérdida de su actividad es radicalmente distinto (Kadman, S.

et al. 2003).

Los complejos SWI/SNF regulan la transcripcion a través de su capacidad para remodelar la
cromatina. A través de esta actividad, estos complejos controlan una amplia variedad de
procesos fisioldgicos y celulares muy importantes. Desde el punto de vista funcional, existen
numerosos estudios que implican a los complejos remodeladores de cromatina en el control
de la diferenciacién y la entidad celular especifica de linaje, circunstancia que en los tumores
se ve seriamente comprometida (Lickert et al 2004; Lessard et al 2007; Ho et al 2009). Asi por
ejemplo, en el plano de la regulacion de la diferenciacién, se ha demostrado que la actividad
de BRG1 es necesaria para la diferenciacidon de los osteoblastos, mientras que BRM, por el
contrario, inhibe tal proceso (Flowers, S. et al. 2009). Los complejos SWI/SNF también estan
implicados en la regulacion de los procesos inflamatorios, la respuesta inmunoldgica y el
desarrollo embrionario temprano (Hendricks et al, 2004; Kwon et al, 2007). Mas
recientemente, se ha demostrado que los complejos SWI/SNF que contienen BRG1, los PBAF,
participan en los procesos de reprogramacion de células somdticas (Singhal et al, 2010). El
control ejercido por BRG1 en algunos de estos procesos estd intimamente relacionado con su
interaccidon con receptores hormonales para la regulacién de promotores en respuesta a
hormonas lipidicas. Se han descrito algunos componentes especificos de los complejos
SWI/SNF vinculados a varios receptores nucleares como los receptores de estrogenos, de
progesterona, de glucocorticoides, de acido retinoico y de vitamina D3 (Chiba et al, 1994; Fryer
et al, 1998; Hsiao et al, 2003; John et al, 2008). Los complejos SWI/SNF, al interaccionar con
estos receptores nucleares y factores de transcripcion, facilitan la regulacion de la
transcripcidon en promotores especificos (Peterson et al, 1994; Medina et al, 2005). Ademas, se
ha descrito que BRG1 se une o regula la actividad de otras proteinas implicadas en el
desarrollo del cancer, como el BRCA1, B-CATENINA, LKB1, FANCA, MYC y RB (Medina &
Sanchez-Céspedes, 2008).
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Represion de la transcripcién

Activacion de la transcripcion

Figura 1.6: Figura representativa de la actividad de dos de los complejos que dependen de la
actividad de BRG1 como: Co-represores generales de la transcripcion (mSIN3A/HDAC), arriba.
Donde inhiben el acceso al DNA a factores de transcripciéon, modificando residuos en histonas
y cerrando la cromatina y co-activadores generales de la transcripcion (SWI/SNF-A PBAF),
abajo, que modifican la posicidn de los nucleosomas dando acceso a factores de transcripcion

al DNA desnudo.
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OBJETIVOS
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Los objetivos concretos del presente trabajo de tesis son los siguientes:

1.- Andlisis mutacional del gen BRG1/SMARCA4, componente de los complejos remodeladores
de la cromatina SWI/SNF en cancer de pulmén:

- Estudio de los mecanismos genéticos, asi como la frecuencia de inactivacién del gen
BRG1 en lineas de cancer de pulmodn

- Estudio del contexto histopatoldgico y genético en el que se presentan las alteraciones
en BRG1, incluyendo la coexistencia con alteraciones en otros importantes genes supresores u

oncogenes potencialmente relacionados con BRG1

2. Andlisis de la firma de expresion génica, dependiente de la actividad de BRG1:

- Generaciéon de modelos que recuperan la expresion de BRG1 de forma estable en
lineas celulares de cancer deficientes para el mismo.

- Andlisis de los cambios de expresidon global mediante el uso de microarrays de
expresion.

- Identificacion de potenciales dianas transcripcionales cuyos promotores estén

regulados directamente por BRG1, mediante inmunoprecipitacién de cromatina (ChlIP).

3.- Estudio de los potenciales cambios fenotipicos provocados por la recuperacion de la
funcién de BRG1:

- Cultivos de lineas de cancer de pulmdn con y sin expresion de BRG1 y posterior analisis
de su comportamiento mediante el estudio de su velocidad de crecimiento, alteraciones en la

capacidad de formacién de colonias y andlisis de los posibles cambios morfolégicos

- Inhibir la expresién de BRG1 mediante el uso de RNAs interferentes en lineas celulares
gue expresen BRG1 salvaje y posterior analisis de su comportamiento mediante el estudio de
su velocidad de crecimiento, alteraciones en la capacidad de formacion de colonias y andlisis
de los posibles cambios morfolégicos

- Recuperacion de la expresién de BRG1 in vivo, mediante el uso de modelos animales
con el fin de poder estudiar los potenciales efectos en un contexto mas préximo a las

condiciones fisioldgicas del cadncer de pulmon.
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MATERIALES Y METODOS

40



41



Lineas celulares y extraccion de dcidos nucleicos

La lineas celulares se adquirieron a través la American Type Culture Collection (ATCC, Rockville,
MD) y se cultivaron bajo las condiciones recomendadas por el proveedor, manteniéndose en
atmodsfera humeda a 37 2C con un 5% de CO2. Todas las células fueron testadas y resultaron
negativas para infecciéon por micoplasma. El DNA fue extraido usando los protocolos estandar
de proteinasa K/alcohol isoamilico. EI RNA se extrajo de las lineas celulares usando el kit de
RNeasy kit (Qiagen Inc., Valencia, CA) siguiendo el protocolo indicado por el proveedor.
Durante el proceso se uso la nucleasa RNase-free DNase | (Qiagen Inc., Valencia, CA, USA) para
eliminar posibles interferencias con el DNA. Para comprobar que el RNA extraido no habia
sufrido degradacidn durante el proceso de extraccidn, se realizé una electroforesis con 1ug del

RNA obtenido.

Estudio mutacional de BRG1: PCR y secuenciacion directa.

En el estudio genético se incluyeron un total de 59 lineas de cancer de pulmodn. El analisis y la
busqueda de mutaciones en la secuencia codificante de BRG1 fue llevada a cabo mediante
reaccion en cadena de la polimerasa PCR (del inglés, polymerase chain reaction) utilizando el
cDNA de dichas lineas como molde para la amplificacién de los productos especificos de BRG1.
El RNA total de las células fue obtenido mediante la utilizacidon del kit RNeasy (Qiagen Inc.,
Valencia, CA) utilizdndose Trizol como reactivo de extraccion (LifeTechnologies, Inc., Grand
Island, NY), seguidamente del kit de RNeasy y a continuacién se digiri6 con DNasal libre de
RNasa siguiendo las recomendaciones del fabricante. Una pequefa alicuota del RNA fue
separada y se usé para cuantificacion y control de calidad. La retrotranscripciéon del RNA para
la obtencién del cDNA, fue llevada a cabo con 1ug de RNA siguiendo el protocolo del fabricante
(Superscript Il RT; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Para la localizacién de las mutaciones se
utilizd como secuencia de referencia RefSeq mRNA sequence NM_003072.2. Todos los
cambios detectados en el cDNA fueron confirmados en el DNA gendmico de dichas lineas,
utilizando como secuencia de referencia Homo sapiens chromosome 19 reference assembly
NC_000019.8. Para la numeracion de las alteraciones a lo largo de la secuencia codificante de
BRG1, la A del coddn de inicio ATG fue considerada como +1. La secuenciacidon de los
productos de PCR fue llevada a cabo mediante el uso de Big Dye Terminator chemistry
(Applied Biosystems, Foster City, CA) y secuenciadas con ABI PRISM 3700 DNA Analyzer (Perkin
Elmer LifeSciences, Inc., Boston, MA).Todas las variantes encontradas fueron confirmadas por
re-secuenciacion independiente de productos de PCR, la secuencia de los cebadores usados

para DNA gendmico fueron previamente descritos por (Medina et al., 2004).
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Las mutaciones y deleciones encontrada en LKB1/KRAS (exdn1), TP53 (exdn 5-8), NRAS (exon
1) y P16/INKA4A (exones 1 y 2) fueron llevadas a cabo por PCR directa y secuenciaciéon
automatica o extraidas de publicaciones previas (Sanchez-Cespedes et al. 2002). El estudio de
la hipermetilacion del promotor de P16/INKA4A se obtuvo mediante protocolos previamente
descrito (Sdnchez-Céspedes et al., 2002). La informacién sobre el estado de mutaciones de RB
fue extraido de publicaciones previas (Yokota et al.1988) o de bases de datos publicas

(www.sanger.ac.uk).

Andlisis en el numero de copias de los genes de la familia MYC; PCR

cuantitativa a tiempo real.

Para la determinacidon del nimero de copias de MYC se utilizd SYBR green mediante PCR a
tiempo real sobre DNA gendmico (Applied Biosystems), utilizando primers especificos para los
genes C-MYC, N-MYCy L-MYC. Las reacciones se hicieron por triplicado usando el secuenciador
ABI Prism 7900 Sequence detector (Applied Biosystems). El criterio utilizado para considerar
presencia de amplificacion de MYC en cada linea celular tuvo en cuenta que el nimero de
copias relativas de cada uno de los genes MYC fuera, al menos, 10 veces superior en relacién
con los otros genes MYC, utilizados como control, ya que esta descrito que las alteraciones en

los genes MYC nunca ocurre de forma coincidente en los tumores.

Tratamientos

Para el tratamiento con dexametasona (DEX) y acido-trans-retinoico (RA), las células fueron
sometidas a una deprivacion del suero fetal bovino (FBS), siendo éste sustituido por suero
especial libre de hormonas (Charcoal-dextran stripped serum), filtrado con carbono activo,
durante 24 horas previas al tratamiento hormonal (Johnson et al. 2008). Para el tratamiento
con DEX, tras la sustitucion del suero las células fueron tratadas durante diferentes periodos
de tiempo, que oscilaron entre 24-72 horas, en funciéon de cada experimento, con una
concentracién de 1um de DEX disuelta en agua. Igualmente, para el tratamiento con RA, tras
la sustitucion del suero, se trataron las células durante diferentes periodos de tiempo entre
12-72 horas, segun experimento, con 0,25, 0,50 6 1uM de RA disuelto en DMSO, como
vehiculo, o en un volumen equivalente de DMSO, como control. Después de cada tratamiento,

las células fueron recogidas y se extrajo el ARN y las proteinas totales para su analisis.
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Ensayo de luciferasa

Para los ensayos de transactivacion de la luciferasa se utilizé una construccién que contenia el
promotor de respuesta a glucocorticoides MMTV (del inglés, Mouse Mammary Tumoral Virus),
precediendo al gen de la luciferasa, que se utilizé como gen reportero. El plasmido PRSV-GR,
que contiene clonado el receptor de glucocorticoides y las construcciones pcDNA4/TO,
conteniendo varias versiones mutantes de BRG1 (668-758A, W764R), el mutante K798R, en el
que se ha demostrado la falta de actividad del dominio ATPasa (Pattenden et al., 2002) y la
versiéon salvaje de BRG1. La linea NCI-H1299, mutante para BRG1 (Wong et al. 2000) fue
cultivada en medio libre de hormonas, con Charcoal-dextran stripped serum, como suero de
sustitucion y transfectadas conjuntamente con diferentes combinaciones de las construcciones
anteriores, junto con el plasmido RENILLA como control de la eficiencia de transfeccidon, en
presencia o ausencia de 1uM de DEX. Tras 12, 24 y 48 horas de exposicién a DEX y tras la
recuperacion de la expresion de BRG1, se utilizo el Kit Dual-Luciferase Reporter Assay System
de PROMEGA para la extraccién, lisado y cuantificacidon de la luminiscencia de las diferentes
muestras. Las mediciones se llevaron a cabo, por triplicado técnico utilizando el luminémetro

GLOMAX Multy detection system, de PROMEGA.

Vectores de expresion de BRG1

Para generar las diferentes construcciones, la secuencia salvaje completa de BRG1 fue clonada
entre los sitios de restriccion EcoRV y Xbal del poli-linker del vector pcDNA4/TO (Invitrogen,
Carlsbad, CA). Las secuencias de los diferentes mutantes se obtuvieron al sustituir,
directamente mediante digestion y religacidn de la regidn salvaje equivalente en la secuencia
clonada, por la versién mutada de la misma regién, obtenida mediante PCR de las lineas de
cancer de pulmén portadoras de las mismas. Las secuencias de todos los vectores clonados
fueron verificadas por secuenciacién automatica. Para transfecciones y reexpresion transitoria
de BRG1 y de sus versiones mutantes (668-758A y W764R) se utilizo el reactivo de transfeccion
Transfast (Promega, WI), siguiéndose las recomendaciones del fabricante.

Para la generacion de las lineas estables e inducibles de BRG1, H1299tr-BRG1wt y H1299tr-
BRG1mut, se utilizé el modelo Tet-ON, mediante el sistema T-rex (Invitrogen, Carlsbad, CA),
que contiene el plasmido Tet-repressor que codifica para la proteina tetR, proteina que se une
y bloquea la expresién del promotor fuerte del citomegalovirus (CMV) contenido en el
pladsmido pcDNA4/TO (Invitrogen, Carlsbad, CA)en el que se clonaron las diferentes versiones
de BRG1. La proteina tetR es susceptible de ser modificada, en presencia de doxiciclina,

cuando ésta es afiadida al medio de cultivo, produciéndose un cambio conformacional en la

44



proteina tetR, dicho cambio provoca la liberacién de la proteina tetR del operador Tet del
vector pcDNA4/TO, permitiéndose asi, la reexpresion de las proteinas clonadas en este vector.
La linea H1299 fue co-transfectada con el plasmido Tet-repressor y los vectores pcDNA4/TO-
BRG1Wt y pcDNA4/TO-BRG1Mut que contienen la secuencia salvaje (Wt) o mutante (668-
758A) de BRG1. Las células transfectadas fueron cultivadas y seleccionadas mediante doble
seleccién antibidtica contenida en ambos vectores (zeocina 0.2mg/ml e higromycina B
0.2mg/ml). Las colonias individuales fueron recogidas y analizadas para la expresién inducible
de BRG1 por western-blot, tras inducir los cultivos con 2ng/ul de doxiciclina. Para evitar un
posible sesgo, relacionado con la seleccidn clonal, que podria afectar al analisis, tres clones de
cada cultivo, H1299tr-BRG1wt y H1299tr-BRG1mut, se combinaron para obtener las lineas
celulares H1299tr-BRG1lwt y H1299tr-BRG1mut. Para generar las lineas estables verdes,
H1299tr-BRG1wt y rojas, H1299tr-BRG1mut, las células fueron transfectadas con los vectores
pEGFP/C1 y Pires-Red2 (Clontech BD, Mountain View, CA), que codifican la secuencia de

expresion de las proteinas fluorescentes GFP (verde) y mRFP (rojo), respectivamente.

Xhol BsrGl

5 ATG TGA 3
TET- OPERATOR
UTR BRG1 MUTANT mRNA pCDNA4ITET-0N
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N2 W SRR  TW7ear—T YT M-COOH
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i1:  BRGImRNA |
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Figura 2.1: Esquema del disefio experimental llevado a cabo para el clonaje y reexpresion

inducible de BRG1 y sus variantes mutadas, en el modelo de carcinogénesis pulmonar.
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Inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP)

Los experimentos de inmunoprecipitacion de cromatina se llevaron a cabo tras el
mantenimiento de las células en diferentes condiciones de cultivo (10% suero fetal bovino,
medio condicionado con dexametasona, y medio condicionado con acido retinoico). Las células
fueron fijadas, afiadiendo al medio de cultivo 1% de PFA (paraformaldehido) durante 10 min,
el pellet celular fue lisado y sonicado a diferentes tiempos y en diferentes condiciones,
eligiéndose como condicion final aquella en la que se obtuvo una mayor cantidad de
fragmentos de cromatina de tamafo homogéneo de alrededor de 500-pb, sin separar el DNA
de las proteinas, y de alrededor de unas 250-pb, tras desentrecruzar el DNA vy las proteinas.
Para cada analisis se llevaron a cabo por lo menos dos experimentos bioldgicamente
independientes, en los que se indujo la re-expresién de BRG1.

Para la precipitacion de BRG1 y MYC se utilizaron los anticuerpos especificos anti-BRG1 H88
(1:250; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) y anti-C-MYC N262 (1:250; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA). Como control de la especificidad de la precipitacién se utilizd
en paralelo, en las mismas muestras testadas, una inmunoglobulina de conejo no inmunizado.
Tras la precipitacion de ambas proteinas, se separé el DNA de las proteinas y el DNA obtenido
fue aislado y purificado por separacion de fases utilizando fenol: cloroformo: isoamyl:alcohol.
El andlisis y cuantificacion del enriquecimiento en la ocupacién de ambas proteinas en los
promotores y zonas de interés de las diferentes dianas transcripcionales se llevd a cabo
mediante PCR cuantitativa a tiempo real, utilizando primers especificos y utilizando SYBR
Green Master Mix (Applied Biosystems). Todos los andlisis de PCR cuantitativa se realizaron
por triplicado y, posteriormente, los principales resultados se corroboraron mediante PCR
semi-cuantitativa, amplificando los productos a diferentes ciclos, entre 25 y 35 ciclos, segln la

diana analizada y resolviendo los productos en un gel de agarosa al 2% en TBE.

Infeccion lentiviral

Los lentivirus utilizados fueron generados en la linea celular empaquetadora 293T. Para la
formacion de los viriones la linea fue cotransfectada con una mezcla de tres plasmidos
diferentes. Dos de ellos codificaban para elementos propios de la estructura y envoltura de los
lentivirus, psPAX y pMD2.6 (Sigma-MISSION™, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). El tercer plasmido
consistid en cinco versiones diferentes del plasmido pLKOshBRG1, portadores de cinco
shRNAs especificos contra BRG1 y, adicionalmente, un pLKOscramble que no provoca ninguna
interferencia especifica y que se utilizé como control. Los diferentes shRNAs contra BRG1 y el

pLKOscramble fueron adquiridos a Sigma-MISSION ™ (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Después
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de 48-72 horas tras la co-transfeccién, los diferentes sobrenadantes de la linea 293T
portadores de los viriones fueron recogidos, filtrados mediante un filtro con un tamafo poro
de 0.45uM vy se utilizaron como medio de cultivo para las lineas celulares, SH-SY5Y Y H446
durante 24-48 horas adicionales. Después de la infeccidn lentiviral, las poblaciones de las
diferentes lineas celulares fueron seleccionadas con 0.4mg/ml de puromicina hasta establecer
clones resistentes.

Para el andlisis de interferencia de BRG1, se analizaron los niveles de expresidon en los
diferentes clones de las lineas H446 y SH-SY5Y, mediante PCR cuantitativa y western-blot.
Aquellos clones de los diferentes shRNAs que presentaron menor expresion de BRG1 fueron
crecidos y cultivados en conjunto, estableciendo asi, diferentes lineas interferidas para BRG1
de forma estable. De las cinco lineas establecidas, se utilizaron como modelos experimentales
al menos aquellas dos poblaciones derivadas de shRNA diferentes que suprimian mas

fuertemente la expresion de BRG1, junto con la poblacidn infectada con el pLKOscramble.

Anticuerpos, western blots, inmunofluorescencias e inmunohistoquimica.
Para las técnicas de western-blot, ChIP e inmunofluorescencia se utilizaron una bateria de
diferentes anticuerpos especificos, conejo anti-BRG1 H88 (1:1000; Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA), ratén anti-C-MYC 9E10 y conejo anti-C-MYC N262 (1:500; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA), ratdon anti-tubulina (T6199 mouse, Sigma Aldrich), anti-
phaloidina (Alexa Fluor 647, 1:200 dilucién. Invitrogene), anti-hBRM (BRM N-19, Santa Cruz
Biotechnology CA, EE.UU.), anti-GR (H-300; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz), CA anti-
Beta-ACTIN (13854, Sigma Aldrich). Para el western-blot, las células fueron recogidas
directamente de las placas de cultivo en tampdn de lisis, para proteinas. Las muestras fueron
desnaturalizadas, sonicadas y tratadas con un agente reductor (DTT 6 B-mercaptoetanol). Para
la resolucidn y deteccion de los niveles de expresion de proteinas, un total de 50 mg de
proteina se separaron por SDS-PAGE, y transferidas a una membrana PVDF. Los anticuerpos
secundarios utilizados para el Western-blot fueron: cabra- anti-ratén IgG conjugado con HRP
(del Ingles horse radish peroxidase) y cabra anti-conejo conjugado con HRP (Dako, Glostrup,
Dinamarca). Los anticuerpos se utilizaron a una dilucién final de 1:5000. Para los ensayos de
inmunofluorescencia, los clones estables e inducibles para BRG1 salvaje y su version mutante
(668-758A) se cultivaron sobre un cubreobjetos. Tras la induccidn de la expresidon de BRG1 y/o
los diferentes tratamientos hormonales, los cubreobjetos fueron fijados con un 4% de PFA
(paraformaldehido). Las preparaciones se lavaron en PBS y se bloquearon con 2% BSA/0.1%

Tritdon X-100 en PBS. Para la deteccidn y localizacion de las diferentes proteinas se utilizaron
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anticuerpos secundarios Alexa 568 and Alexa 488 (Molecular Probes, Eugene, Oregdn, USA) a
1:200. Todas las preparaciones se montaron con medio de montaje DePeX (BDH suministros
de laboratorio, Poole, UK).

La inmunohistoquimica de MYC y BRG1 se realizd sobre cortes histoldogicos de 5 micras de
grosor de tumores embebidos en parafina. Los tejidos fueron des-parafinados e hidratados
siguiendo un protocolo estandar, utilizando Xilol y una bateria de alcoholes de 100% 96% 80%
y 70% respectivamente. Para la deteccidon especifica de las proteinas se utilizd el kit de
inmunohistoquimica (Invitrogen, Carlsbad, CA), siguiendo las instrucciones del fabricante. Los
anticuerpos utilizados fueron anti-BRG1 H88 (1:250; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA)
y anti-C-MYC N262 (1:250; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA). Tras el proceso de
deteccidén especifica, los tejidos fueron deshidratados nuevamente, tefidos con hematoxilina y
preparados en medio de montaje DePeX (BDH suministros de laboratorio, Poole, UK), para su

analisis bajo microscopio.

Andlisis de expresion génica global con microarrays de de expresion.

Para el analisis de microarrays de expresidon génica, se extrajo 1 pug de RNA total de cada
muestra (H1299tr-BRG1Mut y H1299tr-BRG1Wt a las 6, 12 y 24 horas con y sin induccién de
BRG1 6 su versién mutante, por doxiciclina). Como control de calidad se midio la integridad del
RNA y se observd que el nimero R.I.N (del inglés, RNA integrity number) se encontraba en el
rango de 9,0 a 10.0, el maximo posible, utilizandose para dicha medicién la tecnologia Lab-chip
en el Agilent 2100 Bioanalyzer. Como muestras de referencia para la hibridacion y el analisis de
expresion génica se utilizaron las mismas lineas celulares, H1299tr-BRG1Mut y H1299tr-
BRG1Wt, antes de la induccién de la expresién de BRG1 con doxiciclina. Para el marcaje de las
muestras de RNA con diferentes fluorocromos Cy3 (verde) y Cy5 (rojo) se utilizé la version 5.5
del kit comercial y se siguieron las instrucciones del fabricante (manual de Agilent G4140-
90050 de febrero de 2007). El marcaje con Cy3 se utilizé para las muestras referencia (RNA de
las células H1299tr-BRG1Wt y H1299tr-BRG1Mut no inducidas con doxiciclina), mientras que el
marcaje con Cy5 se utilizé en el RNA de las mismas lineas tras la induccidon con doxiciclina (tras
la recuperacién de la expresidon de BRG1 6 su version mutante). La hibridacidn competitiva de
los diferentes grupos de muestras marcadas con los fluorocromos Cy3 y Cy5 se realizd en la
plataforma de expresién humana 4x44K (Agilent microarrays 1D014850, P/N G4112F). Para el
anadlisis de la sefial de fluorescencia se utilizd un escaner de microarrays de DNA G2505B
(Agilent). Las imagenes fueron cuantificadas mediante el software de extraccidon de Agilent

(ver. 9.5). La intensidad de fluorescencia de cada elemento de la matriz del array se sustrajo
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del fondo local mediante filtrado de la seiial y la normalizacién de datos se realizé como se
describié previamente (Medina et al., 2005). Posteriormente, tras el analisis técnico y la
normalizacidon de los datos de expresion, fueron seleccionados los genes que cumplieron con
los criterios siguientes: i) no cambiaban su expresién en los clones que recuperaban la
expresién de BRG1 mutante, ii) aumentaban o reprimian su expresion por lo menos una vez y
media (1.5 veces) tras la recuperacion de la forma salvaje de BRG1 en comparacion con el
mutante y iii) aumentaron su expresién, o fueron reprimidos, en al menos dos puntos

diferentes a lo largo del tiempo entre las 6, 12 y 24 horas.

RT-PCR cuantitativas a tiempo real

Para confirmar los cambios de expresion de las dianas seleccionadas se extrajo el RNA total de
las muestras y se sometid a transcripcion reversa para convertir el RNA en cDNA, mediante el
uso del Kit SuperScript Ill (Invitrogen, Carlsbad, CA) y se utilizé RT-PCR cuantitativa en tiempo
real (RT-gPCR), utilizando SYBR green y primers especificos en el detector de secuencias ABI
Prism 7900 (Applied Biosystems, CA, EE.UU.). Las reacciones se realizaron por triplicado

técnico y bioldgico. Como genes control se utilizaron GUSB y B-ACTINA.

Ensayo de formacion de colonias

Para los ensayos de formacion de colonias se utilizaron los vectores de expresion pcDNA4/TO-
BRG1wt y pcDNA4/TO-BRG1mut. Se sembraron, por separado, alrededor 150.000 células de
las lineas de cancer de pulmdén H1299, H23 y A549 en cada placa de 60 mm de didametro, con
los medios de cultivo DMEM 6 RPMI con 10% (v/v) de suero fetal bovino. Veinticuatro horas
después de ser sembradas, las células fueron transfectadas con ambos vectores utilizando el
reactivo de transfeccién Transfast (Promega, WI) y sometidas a presién antibidtica por adicion
de 0.2mg/ml de Zeocina en el medio de cultivo. Tras dos semanas de cultivo, las células fueron
tefiidas con Giemsa (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) y el nimero de colonias fue contado,
de visu. Cada ensayo se realizd por triplicado, y el nUmero final de colonias, asi como las

diferencias entre los diferentes puntos fue promediado entre los triplicados bioldgicos.

Generacion de cultivos fluorescentes y andlisis de citometria de flujo

El analisis de citometria de flujo se realizé utilizando el FACS Aria del sistema clasificador de
células (Becton Dickinson). Las lineas celulares H1299tr-BRG1wt y H1299tr-BRG1mut, fueron
transfectadas con dos vectores que codificaban para las proteinas GFP para marcar H1299tr-

BRG1wt y mRFP para marcar la linea H1299tr-BRG1mut. Tras la transfeccién, las células se
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mantuvieron en cultivo y se seleccionaron por intensidad de fluorescencia, mediante el
FACSAria, por tres veces, una vez cada 15 dias, mientras se seguian manteniendo las células
en cultivo con el fin de aislar y estabilizar las poblaciones fluorescentes. El recuento de células
se llevé también a cabo con el FACSAria del sistema clasificador de células (Becton Dickinson).
Para ello se cultivaron conjuntamente ambas poblaciones fluorescentes, a partes iguales, y
después fueron inducidas para la recuperacion de BRG1 y tratadas con diferentes medios
condicionados, con 10% de suero fetal bovino, con medio condicionado con acido retinoico,
condicionado con dexametasona o la combinacidon de ambos. El total de eventos de cada
muestra fueron analizaros por triplicado. Para garantizar la homogeneidad de las medidas, se
contaron todos los eventos de las poblaciones verde y roja, en cada una de las muestras mixtas
de los cultivos condicionados, recogidas en el mismo volumen de PBS/EDTA 2 mM,
contabilizadas durante el mismo tiempo. Se aplicd una correccién para garantizar que la
fluorescencia de color rojo detectada interfiera de forma minima en la fluorescencia verde de
GFP, segun las recomendaciones del fabricante. Todos los datos primarios se procesaron a

través de la version 6.1.2 del software BDFACS Diva.

Modelos murinos: xenogrdfico y ortotopico

Para los experimentos in vivo se emplearon machos de ratones atimicos de la cepa nu/nu de 4-
5 semanas de vida, los animales fueron mantenidos siempre en un ambiente estéril. El disefio
experimental y los procedimientos de manipulacidon y sacrificio de los animales, fue aprobado
por el comité del servicio del animalario del IDIBELL. Para la generacion de los tumores, un
total de 2 x 10° células de las lineas celulares H1299tr-BRG1Imut y H1299tr-BRG1wt fueron
ortotépicamente inyectadas en el pulmén de los ratones. A los animales incluidos dentro del
grupo control se les abastecié con agua con un 1% de glucosa, mientras que a los animales
tratados se les incluyd en el agua de bebida, 1% de glucosa mas 2mg/ml de doxiciclina ad
libitum. Tras la inyeccidn inicial, se dejaron pasar 20 dias sin tratamiento alguno, para permitir
que los tumores se formasen. Tras la evidencia de la aparicién de tumores en los animales,
estos fueron aleatoriamente repartidos en tres grupos diferentes: dos grupos formados por
aquellos que fueron inyectados con células H1299tr-BRG1mut 6 H1299tr-BRG1wt, y estos
ultimos fueron a su vez, separados en dos subgrupos mas, formados por aquellos que eran
tratados con 1% de glucosa y el subgrupo que fue tratado con 2mg/ml de doxiciclina. Todos los
individuos que recibieron la inyeccién de la linea H1299tr-BRG1lmut fueron tratados
continuamente con 2mg/ml de doxiciclina. Después de 10 dias de induccidn con doxiciclina, y

sin interrumpir en ningdn momento ésta, los ratones de los 3 grupos anteriores fueron
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repartidos de nuevo, aleatoriamente, para suministrar los diferentes tratamientos
hormonales. Se formaron dos nuevos subgrupos de animales, aquellos que recibieron la
combinacion de RA y DEX (RA: 10 mg/kg/dia, 3 veces/semana; DEX: 0.4 mg, 3 veces/semana) y
grupos de animales que no recibieron tratamientos. La supervivencia de los animales fue
seguida durante mas de 27 semanas (189 dias). Los animales fueron sacrificados cuando
mostraron dificultades respiratorias, que fueron subsecuentemente asociadas a la
confirmacién de la presencia y crecimiento de las células tumorales en el pulmén. Para el
analisis histopatoldgico de los tumores, los pulmones fueron quirdrgicamente extraidos,
fijados y embebidos en parafina. Se realizaron posteriormente secciones de 5 micras de grosor
que fueron tefiidas con hematoxilina y eosina (H&E), usando protocolos estandarizados. Las
preparaciones fueron examinadas mediante microscopia dptica. La valoracién de la invasividad
y el grado de infiltracién de los tumores formados y la presencia de crecimiento multifocal a
distancia fueron evaluadas contando con la colaboracion del Dr. Enric Condom, jefe del
servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital Universitario de Bellvitge. Se asigné una valor

binario (ausencia, 0; presencia, 1) de cada una de las caracteristicas para cada tumor.
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Figura 2.2: Esquema del disefio experimental llevado a cabo para la recuperacidon vy
reexpresion inducible de BRG1 y sus variantes mutadas in vivo, para la formacién de tumores

ortotdpicos en pulmon.
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Andlisis estadistico y bioinformadtico

El analisis de los datos se realizd utilizando el test t-student de dos colas, en muestras no
pareadas. Todos los datos presentados son medias de experimentos independientes vy
muestran el valor de la media + la desviacién estandar (sd). Para la estimaciéon de la
supervivencia en cada grupo de ratones, se utilizé el analisis de Kaplan-Meier. Para calcular la
igualdad en la distribucién de la supervivencia entre los diferentes grupos, se calculd el
estadistico log rank. Se considerd significativo cualquier test con un p-valor inferior a 0.05.

Para el analisis de enriquecimiento conjunto de genes (GSEA), los datos crudos del repositorio
de la base de datos, Gene Expression Omnibus (GEO) (Edgar et al. 2002), indicados en cada
caso, fueron normalizados usando el algoritmo RMA (del inglés, Robust Multiarray Average
algorithm) disponible en el programa Bioconductor’s affy. Para construir el listado con el
ranking de expresidon de cada conjunto de datos, se utilizdé el programa limma que permite
obtener el estadistico t. El analisis de enriquecimiento conjunto de genes (GSEA), fue aplicado
al listado con el ranking de expresién. Después de aplicar el test Kolmogorov-Smirnoff,
nuestros conjuntos de genes se consideraron significativamente enriquecidos entre los sets
comparados cuando el FDR <0.25, un punto de corte bien establecido para la identificacién de

conjuntos de genes biolégicamente relevantes (Subramanian et al., 2005).
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RESULTADOS
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1. El gen BRG1 estd frecuentemente inactivado en cdncer de pulmon.

Con el objetivo de evaluar la presencia de alteraciones en el gen BRG1, se secuencio su
cDNA en 59 lineas celulares de cancer de pulmdn de diferentes subtipos histopatoldgicos. El
analisis determind que un total de 14 (24%) lineas contenian mutaciones en BRG1 (Tabla 1). En
todos los casos las mutaciones identificadas resultaron ser homocigotas, indicando la ausencia
del alelo salvaje, mediante pérdida de heterocigosidad (LOH). La inmensa mayoria de las
mutaciones generaban codones stop prematuros, prediciendo la ausencia de proteina BRG1
(Figura 1A-B), lo cual apoya su naturaleza inactivadora. Unicamente dos de las mutaciones
identificadas no daban lugar a codones stop y ambas se localizaban dentro del dominio
helicasa/ATPasa (FiguralB). Se ha comprobado que la sustitucion de un solo aminoacido en
esa region provoca la pérdida total de la actividad ATPasa de BRG1 (Smith and Peterson 2005).
Una de las mutaciones que no generaba proteina truncada, detectada en la linea H2126,
producia una sustitucidon del triptéfano por arginina en el codén 764. La otra mutacion,
identificada en la linea H1703, consistia en un cambio de A>G en la secuencia consenso del
sitio aceptor de splicing, en el exdn 13. En este Ultimo caso no se altera la pauta de lectura
pero se produce una proteina mas corta, debido a la eliminacién de los exones 14 y 15.
Solamente se tuvo acceso a ADN normal pareado, extraido de tejido normal sano del mismo
paciente, de la linea H2126. El analisis de BRG1 en esta muestra mostrd ausencia de mutacién
alguna, lo que indica el origen somatico (especifico del tumor) de la mutacién de BRG1 para
esta linea. También cabe de destacar la mutacién identificada en la linea H23, un cambio en
tandem GG>TT. Este tipo de sustituciones parecen ser provocadas por la exposicion a
acetaldehido, sustancia que se encuentra presente en el humo del tabaco y en los gases
emitidos por los automoéviles (Matsuda et al. 1998). Esta mutacidn predice una proteina
truncada con un dominio ATPase intacto pero sin bromodominio.

Finalmente, se realizé un western-blot de BRG1 en un panel de lineas celulares de cancer de
pulmén. El resultado evidencio la ausencia de proteina BRG1 en aquellas lineas celulares que
presentaban mutaciones inactivadoras que generaban codones stop prematuros y que, por lo

tanto, predecian proteinas truncadas (Figura 4.1b y C).
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Tabla 4.1. Descripcion de las mutaciones identificadas en BRG1 en las 59 lineas celulares de cancer de pulmdn
evaluadas. NSCLC=37; SCLC=19; otros tipos=3.

Linea celular

Regidn

Efecto Producido

Cancer de Pulmon de Célula no Pequeiia (NSCLC)

A427
A549
HCC15
Ma29
NCI-H23
NCI-H157
NCI-H522
NCI-H661
NCI-H1299
NCI-H1703
NCI-H1819
NCI-H2126
RERF-LCMS

Delecion exones 23-35
2184-2206del
805-806delC
3166G>T
4599-4600GG>TT
168-169delC
805-807delCC
3475-3476delG
1677-1746del
IVS13-2A>G
3254-3270del
2290T>A
3729-3731delGC

Truncado
L728fs
G271fs
E1056X
E1533X
P57fs
P269fs
G1161fs
E559fs
E668-Q758 del.
L1084fs
W764R
R1245fs

FREQUENCIA TOTAL NSCLC [13/37=35%)]

Cancer de pulmon de célula pequefia

NCI-H841

2800A>T

K934X

FREQUENCIA TOTAL SCLC [1/19=5%]

La numeracion se fijo acorde con la ausencia del exdn 27. Todas las mutaciones fueron homocigotas. Las mutaciones en las lineas
H1299 y A427 fueron publicadas previamente (Wong et al.2000). Secuencia de referencia NM_003072.2. Todas las mutaciones
fueron validadas sobre DNA genémico. Homo sapiens chromosome 19 reference assembly NC_000019.8). La A del ATG inicial de

transcripcién se considera como +1
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Figura 4.1. Mutaciones inactivadoras de BRG1 en lineas de cancer de pulmén. A, cromogramas representativos de
mutaciones y localizacion de éstas a lo largo del gen BRG1. Se muestra también la secuencia normal en cada caso.
Las diferentes lineas verticales en la estructura del gen se corresponden con cada uno de los 35 exones de que
consta BRG1. B, representacion esquematica de los efectos de las mutaciones sobre la proteina BRG1. El color gris
oscuro indica el lugar de la proteina que ya no esta en pauta. La linea vertical en la H2126 indica el lugar del cambio
de aminodcido. La representacién de la estructura normal de BRG1 esta en la parte inferior. Los nimeros indican la
posicion de los aminoacidos. C, Western Blot de BRG1 en diferentes lineas de cancer de pulmén donde se
demuestra la ausencia de expresién de BRG1, en las lineas portadoras de mutaciones homocigotas de naturaleza
truncante.
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2. Descripcion de isoformas en BRG1

Dado que el estudio se realizé sobre el cDNA de BRG1, fue posible detectar varias variantes
transcripcionales. En el presente trabajo, se han contabilizado hasta 4 variantes distintas,
debidas a dos sitios de splicing alternativos, uno en el intrén 29 vy otro en el exdn 31 (Figura
4.2). Dichas variantes originan 4 mensajeros distintos de BRG1, que predicen proteinas
ligeramente diferentes (Figura 4.2C). Para determinar con exactitud la frecuencia de las
diferentes variantes transcripcionales, se secuenciaron 80 clones procedentes de una mezcla
de cDNAs de diferentes tejidos de 10 individuos (Figura 4.2D). En el analisis no fue posible
detectar, en ningln caso, la secuencia correspondiente al exén 27 de BRG1, descrita en el
GenBank y en otras bases de datos publicas online. Presumiblemente, este exdn podria ser un
producto de splicing alternativo, especifico de algin tejido. Sin embargo, no se puede
descartar que, en realidad, no exista dicha variante y que constituya una secuencia errdnea,
depositada en la base de datos. Asi pues, segin nuestros datos actuales BRG1 codifica para
una proteina de 1614 aminodcidos, a diferencia de los 1647 que han sido previamente
publicados.

Los nuevos transcritos alternativos identificados en el presente trabajo han sido depositados
en el GenBank

A B

EXO0H 30

ctyottghcy acctggotge tggotghtoct attttactac tattgaccoot gaagGCCATC
GAGGAGGGCL CGUTGGAGGLE GATCGLAGAG GAGGTCCGGC AGLAAGARATC ATCACGGLLG
CGCALGCGAG ACAGCGACGC CGGUTCCTCC ACCCCGACCA CCAGCACCCG CAGCCGCGLC
LAAGGACGACG AGAGCRAGRL GCAGLLAGAAG CGUGGGCGGC CGCCTGCCGA GAALCTCTCC
CCTARCCCAC CCRACCTCAC CARGAAGATG AAGLAGATTG TGGATGCCGT GATCAAGTAC
LAGGACAGYL aagugaggay goguggagyy cygggyctgt aggggtooce ghoggagoag
gootggoatc LOCactoctga cLobgoacac LoRgychhgy gocgohoact ctitocactoa

EX0H 31

caatygtgyya acctgoctgay gtouggtyuy goctococygy tgggoggact codgggutgat
agocgoogyt totgoettge agCAGCAGTG GACGTCAGCT CAGCGAGGTC TTCATCCAGC
TGCCCTCGCG AARGGALGCTG CCCGAGTACT ACGAGCTCAT CCGCRAGCCC GTGGACTTCA
AGARGATALL Ggtmaccctg acgttgtaco tgogeccoge atgtgocodd agggyagtet
C gACCCAagyyy CAcCOCCALC tUagagchgt JULOLObUOd CAgAAtgacs Agaaacoacs

Consensus (0)-
Alternative transcrint

-1.357

Consensus (0) -TCEEEEEKIFGRGSRARKEVDYSOSLTEKQALK---AIEEGTLEETEEEVROKKSSRKR)

Altarnative teanserint -JCEEEEEKHFGRESRHRKEYDYSDSLTEKQALKTLKATEEGTLEETEEEYROKKSSRKR)
-1.447

E
D Variant Observed Expected 1230 1240 125 120 1270 1280 1290 1300
I
0/0 47;,3% 49'5?’ IKYTOAGHFDOKSSSHERRAFL OATLEHEEQDESRHCSTGSGSASFAHTAPPPAGYNPOLEEPPLKEEDEYPODE
0/-1  23% 21.1% IKVTQAGHFDOKSSSHERRAFLOATLEHEEQDE EEDEVPDDE
+3/0 23% 20.6% IRVIORGHFDOKSSSHERRAFLOATLEHEEQDE, oo 04 vessvesassssssesesssssssss EEDEVPDDE

FIGURA 4.2. Identificacion de los diferentes transcritos provenientes de sitios alternativos de splicing. A,
cromograma que muestra la presencia de distintas variantes transcripcionales en el exdn 29. B, los sitios de splicing
alternativo estan indicados en amarillo, los exones estan en letras mayusculas. C, proteina predecible usando el sitio
consenso (0) y las diferentes isoformas derivadas de los sitios alternativos de splicing: 29(+3) y el 31(-1). D,
frecuencia relativa de las diferentes isoformas tras secuenciar 80 clones de cDNA normal de diferentes tejidos de 10
individuos, E, Aminoacidos adicionales (en negro) que se corresponden con la proteina con exon 27

59



3. Las alteraciones en BRG1 son mutuamente excluyentes con la

amplificacion en los genes de la familia MYC

Ademads del tipo de mutacién, se determind el contexto etiolégico, histopatdlogico y genético,
en el que se producian las mutaciones. Se observd que las alteraciones en BRG1 eran
significativamente mads frecuentes en lineas de cdncer de pulmdén de célula no pequena
(NSCLC), tipo histopatoldgico que comprende aproximadamente el 80% de los tumores de
pulmédn, que en el cancer de pulmén de célula pequefia (SCLC). Asi pues, el 35% (13/37) de las
lineas de NSCLC presentaron mutaciones en BRG1 en comparacidn con el 5% (1/19) en las
lineas de NSCLC (P<0.05; Fisher’s Exact test). Esta frecuencia, coloca a BRG1 como el cuarto
gen mas frecuentemente alterado en cancer de pulmoén, después de TP53, P16/INK4A y LKB1
(Figura 4.3A). Ademas, las mutaciones en BRG1 se encontraron tanto en lineas derivadas de
individuos fumadores como de no fumadores, de diferente género y etnia. También cabe
comentar que las mutaciones en BRG1 coexistian con alteraciones en otros oncogenes y genes
supresores tumorales tipicamente alterados en cancer de pulmédn, tales como KRAS, LKBI,
NRAS, P16/INK4A y TP53 (Figura 4.3B). Ello indica que su papel bioldgico es independiente a
los atribuidos a estos genes, pudiendo cooperar con ellos en el desarrollo tumoral. Es
interesante destacar que LKB1 y BRGI1 se sitlan relativamente cercanos dentro del brazo
cromosémico 19p13, y ambos estan frecuentemente co-alterados en el cancer de pulmén.
Teniendo en cuenta que la LOH en este brazo cromosémico es muy frecuente y suele abarcar
ambos genes, un solo “golpe” provocaria la eliminacion de los dos alelos en ambos genes
supresores tumorales simultdneamente. Finalmente, en la serie de lineas celulares de cancer
de pulmdn evaluadas, no se observaron alteraciones concomitantes en MYC y BRG1. Es decir,
las lineas que presentaban amplificacién en cualquiera de los genes de la familia MYC (MYC,
MYCL y MYCN) no presentaba mutaciones en BRG1 (P<0.05;Test de Fisher), sugiriendo que la

funcién de MYC y BRG1 en cancer estdn relacionadas.
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Figura 4.3 Porcentaje de alteraciones genéticas de BRG1, comparativamente con alteraciones frecuentes descritas
para otros genes en células de cdncer de pulmén. B, Estatus de los genes MYC (incluyendo MYC, MYCN y MYCL),
BRG1 y LKB1 en las lineas celulares del estudio. La clasificacion histopatoldgica estd también indicada: NSCLC, del
inglés non-small cell lung cancer, se refiere a CPCNP. SCLC, del inglés small cell lung cancer, se refiere a CPCP. ND;
sin datos disponibles.
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Estudio de la actividad reguladora de la transcripcion y de la capacidad

para suprimir el crecimiento celular de las formas mutadas de BRG1.

Tal y como se ha mostrado en la figura 1C, la mayoria de las mutaciones identificadas
predicen proteinas truncadas y, por lo tanto, no tienen proteina BRG1 detectable por western-
blot. Las dos Unicas mutaciones que no predecian una proteina truncada son una sustitucion
gue cambia un aminoacido altamente conservado (W764R) y la delecién de una base que
elimina unos 90 aminoacidos (E668-Q758 del), sin alterar la pauta de lectura. Ambas
mutaciones afectan al dominio ATPasa (Figura 4A). Para verificar la falta de funcién se
clonaron, en el vector de expresién pcDNA4/TO, ambas versiones mutantes de BRG1 y se
expresaron en la linea de cancer de pulmén humano (NCI-H1299, en adelante H1299) que
carece de BRG1 debido a una pequefia delecidn homocigota intragénica (Wong et al. 2000).
Como era de esperar, la proteina con la mutacion E668-Q758del (en adelante 668-758A) era
de menor tamafio que la version salvaje de BRG1 y que el mutante W764R (Figura 4B). Para
determinar el efecto de estas mutaciones se llevd a cabo un ensayo in vitro, previamente
descrito (Johnson et al. 2008). En este ensayo se co-transfectan en la linea H1299, las
diferentes construcciones de BRG1, conjuntamente con un plasmido que lleva clonado un
promotor de fuerte respuesta al receptor de glucocorticoides MMTV (del inglés, Mouse
Mammary Tumoral Virus), precediendo al gen de la luciferasa, que sirvié de gen reportero. De
esta manera fue posible estudiar la contribucion de BRG1 a la regulacion hormono-
dependiente de la transcripcion del promotor MMTV. El analisis reveld un incremento, de
cinco a ocho veces, de la transcripcién del MMTV-dependiente de hormonas, al co-transfectar
las células con la version salvaje de BRG1, en comparacion con las transfectadas con cualquiera
de las formas mutantes o con el vector vacio (Figura 4.4). Esto indica una falta de actividad de
todos los mutantes de BRG1 testados en el experimento.

Asimismo, se comparé la eficacia de la versidn salvaje de BRG1 y de los dos mutantes
para suprimir el crecimiento celular, en las lineas celulares de cancer de pulmén H1299 y A549,
esta ultima también deficiente en BRG1 (Tabla 1 anexo). Los resultados evidenciaron que la
sobreexpresién de la versidn salvaje de BRG1, pero no de los dos mutantes, suprimia de forma

significativa la formacion de colonias (Figura 4.4D).
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Figura 4.4. A, Representacién esquematica de BRG1 y de dos mutantes (668-758A and W764R) identificados en
células de cancer humano. B, western blot que muestra la expresidn ectépica de las tres formas clonadas de BRG1.
La 668-758A, consiste en una delecion en fase, que origina una proteina de menor tamafio. La linea parental H1299
y dos lineas celulares salvajes para BRG1 también se incluyen en el WB. C, la recuperacidon de BRG1 en la linea
H1299 potencia la actividad transcripcional del MMTV en células expuestas a dexametasona (DEX). Las células
fueron cotransfectadas con MMTV-LTR-luciferasa y el plasmido RENILLA (control interno) junto con las diferentes
construcciones de BRG1. La versidn K798R es un mutante inactive de BRG1 (ver Métodos). Los datos mostrados son
de dos experimentos independientes. D, a diferencia de los mutantes, BRG1 salvaje reduce la formacion de colonias
en la linea H1299. En el panel inferior, cuantificaciéon del ensayo con cristal violeta. Barras de error DE de tres

réplicas.
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H1299tr-

H1299tr-

La restitucion de BRG1 en células tumorales de pulmén recupera los

programas de expresion propios del tejido pulmonar sano.

Para determinar las consecuencias en la expresion global que se derivaban de restituir
BRG1 en células deficientes, se generaron dos lineas isogénicas, a partir de la linea celular de
cancer de pulmén H1299, que expresaban BRGI1 salvaje y mutante, de forma estable e
inducible por doxiciclina (denominadas a partir de ahora H1299tr-BRGlwt y H1299tr-
BRG1mut). Como se muestra en la figura 5 la expresidn ectépica de BRG1 es detectable 6
horas después de la induccion con doxiciclina, y se mantiene estable a lo largo del tiempo. El
sistema demostrd ser robusto y no se evidencidé expresiéon de BRG1 en ausencia doxiciclina
(Figura 4.5A). Ademas, mediante inmunofluorescencia, se confirmé que mas del 90% de las
células de ambas poblaciones expresaban de forma ectépica BRG1 y que su localizaciéon celular
se restringia al nucleo, tal y como era de esperar dada la naturaleza de la actividad de la

proteina (Figura 5B).
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FIGURA 4.5. A, Western blot donde se muestra la expresidn de la forma mutante (668-7584) y salvaje de BRG1 bajo
el control del sistema tet-repressor en presencia (+) o ausencia (-) de doxiciclina (2 ng/ul) a diferentes tiempos.
También se muestra la B-ACTINA, utilizada como control de carga. B, Imagen de inmunofluorescencia, utilizando un
anticuerpo anti-BRG1, muestra la induccién y la localizacion nuclear de las proteinas mutante y salvaje de BRG1.
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Dado que la ATPasa principal del complejo remodelador de cromatina SWI/SNF, BRG1,
afecta al control de la expresidén génica, se decidié comparar los perfiles de expresién de las
lineas H1299tr-BRG1wt y H1299tr-BRG1mut. Para ello se extrajo el RNA total de ambas lineas
antes y después de inducir la expresion de BRG1 con doxiciclina a diferentes tiempos: 6, 12 y
24 horas. EI RNA se hibridd en un microarray de expresidon y se compararon los niveles de
expresion global en las diferentes lineas, tiempos y condiciones. El analisis determind que
cerca de 460 genes estaban diferencialmente expresados entre las lineas H1299tr-BRG1wt vy la
linea H1299tr-BRG1mut. Los cambios de expresion, en un grupo seleccionado de genes, fueron
confirmados por RT-PCR cuantitativa a tiempo real (Q-RT-PCR) (Figura 4.6). Con el objetivo de
poder confirmar si los cambios de expresién dependientes de BRG1 eran generalizables y se
podrian extender a otras lineas celulares de cancer de pulmoén, se recuperd, de forma
transitoria, BRG1 salvaje y su versién mutante en las lineas NCI-H23 y A549, deficientes para
BRG1 (Ver Tabla 1). La recuperacion de BRG1 en estas lineas reprodujo, en muchos de los

genes seleccionados, los cambios de expresidn observados anteriormente (Figura ANEXO).
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FIGURA 4. 6. RT-PCR cuantitativa a tiempo real, que verifica los cambios de expresion en un grupo seleccionado de
genes, identificados en el microarrays de expresion, después de restituir BRG1. Los valores de expresién mostrados
son relativos al gen usado como control de carga, GUSB, tras la induccién de BRG1 salvaje y mutante. Las barras
indican la media de expresién con su correspondiente desviacion estandar, procedente de tres réplicas
independientes.
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El analisis bioinformatico posterior de los datos obtenidos, entre ellos el analisis del
NCBI (National Center for Biotechnology Information) David Gene Ontology (DGO), generd
diferentes subconjuntos de genes que se asociaban a varias funciones bioldgicas, destacando
el desarrollo embrionario y el desarrollo-diferenciacion de érganos y tejidos Cabe destacar,
que la firma genética obtenida contenia también multiples genes de respuesta a acido
retinoico (en adelante RA), genes de respuesta a glucocorticoides (en adelante DEX) y varias
dianas transcripcionales de MYC (Tabla 1 anexo) (Fernandez et al. 2003). Ademas, fue
interesante observar que muchos de los genes pertenecientes a la firma de BRG1 se
expresaban en el tejido pulmonar sano vy, algunos de ellos (ACP5, AQP1, CDH5, TIE1),
constituian marcadores especificos de pulmén (http://biogps.gnf.org) (Figura ANEXO). Ello
sugeria que BRG1 contribuye a la diferenciacion del tejido pulmonar.

Para investigar mas a fondo esta cuestion, se obtuvo el perfil de expresién de 69
muestras de tumores primarios de pulmén y 6 muestras de tejido pulmonar sano, procedente
de un trabajo anterior de nuestro grupo (Angulo et al. 2008) (GSE8569). Mediante un anlisis
estadistico supervisado se extrajeron 1.355 genes que constituian el perfil de expresion del
pulmén normal frente a las muestras tumorales. Se observé que muchos de los genes que
mostraban expresién elevada en el tejido normal, comparado con el tumoral, coincidian con
los genes sobre-expresados al recuperar BRG1l en lineas deficientes (Figura 4.7A). A
continuacién se compararon los perfiles de expresiéon obtenidos después de recuperar BRG1
salvaje (firma BRG1) y se contrastd con el perfil de expresion del tejido pulmonar normal
obtenido al comparar los tejidos pulmonares normales con su correspondiente tejido tumoral
(GSE8569 y GDS1650). Para la comparacion de perfiles de expresion se utilizé el andlisis de tipo
GSEA (del inglés, Gene Set Enrichment Analysis). Este analisis permitié confirmar que,
efectivamente, habia una extraordinaria coincidencia entre la firma BRG1 y el perfil de
expresion del tejido pulmonar normal, al compararlo con el tumoral. La comparacidon resulté
estadisticamente muy significativa (Figura 7B-C). Por lo tanto, la recuperacion de BRG1 en
lineas deficientes para el mismo restaura, al menos parcialmente, la expresidon génica del
pulmén normal. Ademas, la firma BRG1 se compard también con el conjunto de genes que se
transcriben a lo largo del desarrollo embrionario del pulmén en ratones (GDS3447/8). El
analisis GSEA mostrd que, de forma muy significativa, la firma de BRG1 era comparativa muy
similar al perfil de expresion de los pulmones en estadios finales del desarrollo embrionario
(Figura 4.7D). En conjunto, estos experimentos y las observaciones derivadas, relacionan la
inactivacién de BRG1 en cancer de pulmdén con la pérdida de la capacidad celular para

desarrollar un programa de diferenciacion propia del tejido pulmonar normal.
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FIGURA 4.7. A, Cluster jerarquico bidimensional de los genes diferencialmente expresados entre 69 tumores
primarios de pulmdn (LC) y 6 pulmones normales (N). Las flechas indican los transcritos coincidentes entre aquellos
diferencialmente expresados entre las lineas H1299tr-BRG1wt y H1299tr-BRG1mut. B-D Representacion grafica del
ranking de genes derivados de la comparacién (usando GSEA) de la firma BRG1 contra los diferentes conjuntos de
datos indicados. Los valores correspondientes del p-valor y FDR (false discovery rate) estan indicados.

BRG1 es reclutado en las E-boxes de las dianas transcripcionales de MYC.

El analisis genético (Figura 3B) mostrd que las alteraciones en BRG1 convivian con
alteraciones en distintos genes implicados en la tumorogénesis, excepto con MYC. Por otra
parte, el perfil de expresidon resultante de restaurar BRG1, incluye a diversas dianas
transcripcionales de MYC y al mismo MYC (Tabla 1 Anexo). Estas observaciones, junto con los
datos anteriormente publicados que mostraban una relacién funcional entre el complejo
SWI/SNF y MYC (Cheng et al. 1999; Pal et al. 2003), sugerian que la funcidén supresora de
tumores de BRG1 implica el control de la actividad transcripcional de MYC. Para verificar la
hipdtesis, se utilizé en primer lugar la técnica de inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP) para
determinar si BRG1 es reclutada en los elementos consenso reconocidos por MYC, las E-
boxes, dentro de los promotores de los genes regulados por BRG1 (Tabla 1 Anexo). Con este fin
se precipitd la cromatina de las lineas H1299tr-BRG1wt y H1299tr-BRG1mut, utilizando un
anticuerpo especifico contra BRG1. Como control se usé IgG de conejo. Para determinar si se
habia producido enriquecimiento de ADN de estas regiones se utilizé la técnica de PCR
cuantitativa, utilizando primers especificos que flanqueaban las E-boxes en los promotores de

los genes diana de MYC, es este caso de ACP5, AQP1, HES1 y SERPINE1. Los datos obtenidos
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mostraban un enriquecimiento relativo de BRG1 en los promotores evaluados, por lo menos,
diez veces superior después de la induccién de BRG1 salvaje, confirmando que BRG1 es
reclutado en dichos promotores (Figura 4.8A). Curiosamente, la forma mutante, que carece de
los residuos que participan en el sitio de unién de ATP, mostrd poco o ningln enriquecimiento.
Ello podria indicar una alteracidon en la estructura de la proteina que influye la unién o la
estabilidad de la unién al ADN. En este sentido, cabe comentar que no se conoce ninguna
secuencia de ADN consenso, especifica de reconocimiento para BRG1 o para el complejo
SWI/SNF. Para determinar si la ocupacion de BRG1 en las E-boxes era un fendmeno especifico
y no circunstancial, se analizaron regiones distantes (>1.000-pb) de las E-boxes. Los resultados
mostraron que el enriquecimiento de BRG1 era mayor en las E-boxes que en las regiones
control, lo que confirma que BRG1 es reclutada especificamente en las regiones de unién de
MYC (Figura 4.8B). Ademas, se evalud y confirmd la ocupacion de BRG1 en promotores de
otros genes que, segun el microarray de expresion, estaban fuertemente regulados por BRG1.

Asi pues, se observé enriquecimiento de BRG1 en el promotor de MCAM, entre otros (Figura

Anexo).
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FIGURA 4.8.Andlisis de ChIP donde se muestran los niveles de enriquecimiento de BRG1, medidos por PCR
cuantitativa. A, en las E-boxes de las dianas transcripcionales de MYC. Gel de agarosa al 2% que muestra el
resultado del enriquecimiento de BRG1 tras una PCR semicuantitativa (-) sin induccion o (+) inducidas con 2ng/ul de
doxiciclina. B, Barrido a lo largo del promotor indicado, usando PCR cuantitativa a tiempo real, sobre los fragmentos
inmunoprecipitados con anti-BRG1. Las barras representan el enriquecimiento relativo en la linea H1299tr-BRG1wt
(Negro) y en H1299tr-BRG1mt (blanco) en diferentes genes. La localizacién de las E-boxes estd indicada (cajas
negras) y su posicion numérica es relativa al sitio de inicio de la transcripcion (TSS). Las barras de error indican la
desviacion estandar de tres réplicas.
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A continuacidn, y una vez confirmada la presencia de BRG1 en promotores diana de MYC, se
realizd ChIP para determinar si MYC estaba siendo reclutado en las E-boxes de manera
dependiente de BRG1. Utilizando el mismo grupo de primers que en el experimento anterior,
se observd que MYC también ocupaba el promotor de AQP1 y SERPINE1, sélo tras la induccidn
de la expresién de BRG1 salvaje (Figura 9). Estos datos, combinados con los resultados de
expresion, indican que la co-ocupacidon de BRG1 y MYC en estos promotores es necesaria para
promover la expresion de dichos genes. Por el contrario, en el caso de HES1 y ACP5, el
reclutamiento de MYC a sus promotores fue mayor en ausencia de BRG], lo que indica que, de
alguna manera, BRG1 impide o reduce el acceso de MYC a estos promotores. Ademas, los
resultados sugieren que MYC controla positivamente la expresién de HES1 y negativamente la

de ACP5, y que no existe co-ocupacion de BRG1 y MYC en el promotor de HES1 y ACP5 (Figura

9).
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FIGURA 4.9. Determinacion de la ocupacién de MYC en las E-boxes de los genes indicados. La barras muestras los
resultados de la PCR cuantitativa del ChIP de MYC en la linea H1299tr-BRG1wt y en la H1299tr-BRG1mut, después
de la induccion de BRG1. Las barras de error indican la desviacion estandar de tres réplicas. Gel de agarosa al 2%
que muestra el resultado del enriquecimiento de MYC tras una PCR semicuantitativa (-) sin induccién o (+) inducidas
con 2ng/ul de doxiciclina.

Con el objetivo de confirmar la coincidencia entre los genes regulados por MYC y BRG1, se
realizaron nuevos analisis de comparacion de perfiles de expresion por GSEA. En este caso, la
firma BRG1 se compard con los perfiles de expresién de pulmones de embriones de ratones
transgénicos para MYCN (GSE6077) o MYC (GSE10954) y que, por lo tanto, expresaban altos
niveles de MYCN y MYC, respectivamente. En esta ocasion los resultados también mostraron
similitudes significativas. En concreto, la firma BRG1 correlacionaba de forma inversa con el
perfil de expresion de los pulmones embrionarios que sobre-expresan MYCN (FDR<0.001). Por

otra parte, la correlacion de la firma BRG1 con los perfiles de expresién de los pulmones, en
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este caso tumorales, que sobre-expresan MYC también era inversa, pero no llegaba a ser
estadisticamente significativa (FDR=0.1) (Figura 4.10). Asi pues, en su conjunto, los datos
sugieren una funcién antagdnica entre la funcion supresora de tumores de BRG1 y la actividad
oncogénica de MYC. Ello seria consistente con la presencia de alteraciones genéticas
mutuamente excluyentes entre BRG1 y MYC en cancer de pulmodn, tal y como se observd en el

estudio mutacional de BRG1 (Figura4.3) (Medina et al., 2008).

Dataset GSE6077: Pulmones ED 18.5 de ratones Dataset GSE10954: Pulmones cancerosos de
transgénicos que sobreexpresan Nmyc en el epitelio ratones transgénicos que sobreexpresan c-myc en
pulmonar vs controles normales el epitelio pulmonar vs controles normales
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FIGURA 4.10. Representacion grafica del analisis, utilizando GSEA, de la comparacion de perfiles de expresion de
BRG1 y de los pulmones embrionarios de ratones transgénicos para MYCN y MYC. Las graficas muestras el ranking

de genes derivados de las dos comparaciones. Los valores correspondientes al p-valor y al FDR (false discovery rate)
estan indicados.

BRG1 es necesario para promover cambios morfoldgicos y fenotipicos en
las células, provocados por sefiales externas y mediadas por receptores
nucleares.

En las células de mamiferos, los receptores nucleares de hormonas y vitaminas median
importantes programas especificos de transcripcién génica reclutando el complejo SWI/SNF a
elementos reguladores tipo cis en los promotores de sus dianas transcripcionales (Yoshi-naga
et al. 1992; Sumi-ichinose et al 1997; Fryer and Archer 1998; Belandia et al. 2002; Inoue et al.
2002; Marshal et al. 2003; Flajojet et al 2007).De entre los programas de regulacion de la
transcripcién mediados por estos receptores nucleares se encuentran la diferenciacion y la
inflamacién. De acuerdo con esto, en el presente trabajo se observd que la firma BRG1 incluye
genes que son dianas transcripcionales conocidas de los receptores de glucocorticoides y del
acido retinoico (Tabla Anexo 1). Ante este escenario, se planted la hipdtesis de que la
inactivaciéon de BRG1 en cancer permitia a la célula abolir la respuesta a estos receptores. El
acido retinoico y los corticoides son fundamentales para el desarrollo pulmonar embrionario y
para mantener la homeostasis pulmonar normal (Malpel et al. 2000; Cole et al. 2004).

También se sabe que, en células sensibles, el acido retinoico induce cambios morfolégicos que
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estan relacionados con la diferenciacidn celular (Pahlman et al. 1984). Para testar la hipotesis,
se evalud si al restaurar BRG1 en células deficientes se producian cambios en el fenotipo o
disminuia el crecimiento celular de manera dependiente de glucocorticoides (DEX) o acido
retinoico (RA). En primer lugar, para descartar una posible falta de efecto debido a la ausencia
de los receptores correspondientes, se determinaron los niveles de ambos receptores
nucleares en el modelo de estudio. Se confirmd la presencia del receptor de glucocorticoides
en la linea parental H1299 y en las lineas isogénicas derivadas (Figura 4.11A). Asimismo, en la
linea H1299 ha sido descrita la expresién detectable de varios tipos de receptores del acido
retinoico después del tratamiento con RA (Choi et al. 2007). En este trabajo se determinaron
los niveles del receptor B del acido retinoico (RARB) en respuesta a RA y se observd un
aumento en los niveles de expresion del mismo que fueron significativamente mayores en la

linea H1299tr-BRG1wt que en la H1299tr-BRG1mut (Figura 4.11B).

4 -
. RARB
5 ¢
S =
(O] (O]
¥ 2 -
_ oQ o
g & & -|-
s &
£ I I
L : T 0 e T
GR—iﬂ. H1299tr-  H1299tr- H1299tr- 1290tr-
BRG1mut BRG1wt BRGT1mut BrG71wt

FIGURA 4.11. Determinacion de los niveles de los receptores de glucocorticoides y de acido retinoico. A, Deteccion
de los niveles enddgenos del receptor de glucocorticoides, en la linea H1299 y sus lineas isogénicas derivadas
H1299tr-BRG1wt y H1299tr-BRG1mut. La a-tubulina se utiliz6 como control de carga. B, RT-PCR cuantitativa a
tiempo real donde se muestra el incremento en la expresidn del recetor B de acido retinoico, tras tratar ambas
lineas con RA. Noétese que el incremento es mucho mayor tras recuperar BRG1 salvaje. Las barras de error indican la
desviacidn estandar de tres réplicas.

El tratamiento, durante cuatro dias, de ambas lineas con DEX o RA mostré cambios
morfoldgicos, claros e inequivocos, en mas del 90% de las células del cultivo. Estos cambios
ocurrian soélo en aquellas células en las que se inducia la expresién de BRG1 salvaje (Figura
4.12). La linea H1299 parental y las lineas isogénicas derivadas, estan compuesta por células
muy indiferenciadas y de forma pseudoesférica. Tras el tratamiento con DEX las células
adquirieron una morfologia de aspecto aplanado, con células de mayor tamafo y un
citoplasma aumentado. Se observaron también filamentos organizados de tubulina. Por otro

lado, la exposicién a RA también produjo cambios en la morfologia celular, pero en esta
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ocasién las células adoptaron un aspecto alargado, de tipo fusiforme, y con el citoplasma

menos ensanchado (Figura 12).

DEX

H1299tr-
BRG1mut

H1299tr-
BRG1wt

FIGURA 4.12. Inmunofluorescencia de las lineas H1299tr-BRG1wt y H1299tr-BRG1mut. BRG1 esta marcada con un
anticuerpo secundario en rojo, Alexa Fluor 568, y la a-TUBULINA en verde, Alexa Fluor 468. Las células fueron
tratadas con DEX y RA durante 96 horas, tras una deplecién de suero de 16 horas. Escala, 50 um.

Para mejorar y evidenciar mejor la especificidad y dependencia de BRG1 de los
cambios morfoldgicos observados, asi como para poder monitorizar el crecimiento del cultivo,
se afadid al modelo inducible para BRG1 dos construcciones nuevas, que expresaban dos
proteinas fluorescentes de forma estable (ver métodos). Esta estrategia permitio diferenciar
por colores las poblaciones que expresan BRG1 salvaje (con EGFP, de color verde) y mutante
(con RFP, de color rojo). El marcaje con fluorescencia permitié avanzar en el estudio del efecto
de la recuperacién de BRG1 en funcidon del ambiente, en este caso hormonal, ya que nos
permitia mezclar ambas poblaciones y cultivarlas conjuntamente. Para ello, se co-cultivaron el
mismo numero de células H1299tr-BRG1wt y H1299tr-BRG1mut (marcadas en verde y rojo,
respectivamente), se expusieron a RA y/o DEX y se siguid su crecimiento en tiempo real y los
cambios morfoldgicos y fenotipicos, usando microscopia de fluorescencia. Como se muestra en
la figura 4.13, sdélo las células verdes sufrieron los cambios morfolégicos previamente

descritos. En las células con doble tratamiento (DEX+RA), se observaron cambios fenotipicos
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intermedios a los anteriormente descritos, células con aspecto muy organizado, fusiformes y

con un citoplasma ensanchado de aspecto mas plano y de mayor tamario (Figura 4.13).

250pm
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o ..

FIGURA 4.13. Co-cultivo de las lineas H1299-trBRG1wt y H1299-trBRG1mut marcadas con fluorocromos verde y rojo
respectivamente. A, Las células fueron crecidas y tratadas con RA, DEX 6 DEX+RA. En el panel derecho se muestran
los cultivos donde se indujo la expresion de BRG1 y su mutante con doxiciclina (DOX+). Solo las células verdes (BRG1
salvaje) adquirieron cambios morfoldgicos apreciables. En el panel izquierdo se muestran los controles, es decir las
mismas células tratadas con hormonas pero sin recuperar expresiéon de BRG1 (Dox-). Las células fueron crecidas en
cultivos condicionados con RA, DEX é DEX+RA. La expresion de BRG1 fue inducida con 2 ng/ul of doxiciclina, tras la
induccidn, las células fueron tratadas con 0.5 uM RA y 1 uM DEX durante 4 dias. B, Foto a menor aumento del
cultivo conjunto de las lineas H1299-trBRG1wt y H1299-trBRG1mut marcadas con fluorocromos verde y rojo
respectivamente.
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A continuacién se llevd a cabo una inmunofluorescencia para detectar cambios en la
reorganizacién de las fibras de actina. De forma similar a lo observado anteriormente con las
fibras de tubulina, el tratamiento con DEX indujo también la redistribucion de la actina,
pasandose de una red desorganizada de fibras a la presencia de filamentos organizados (Figura
4.14). Estos cambios concuerdan con los filamentos de actina observado por otros autores

(Asp et al. 2002; Rosson et al. 2005).

RA+D R
25 25
FIGURA 4.14. Inmunofluorescencia, en azul, con anti-phaloidina (arriba). Se observa que sélo las células verdes
(BRG1 salvaje) muestran cambios morfoldgicos y sefial de actina polimerizada.

La recuperacion de BRG1 salvaje reduce el crecimiento celular

Ademas de los cambios morfoldgicos, se evalud el efecto de la recuperacion de BRG1 y
la influencia de los diferentes tratamientos en la supresion del crecimiento celular. La
induccion de BRG1 redujo significativamente el crecimiento celular en comparacién con la
induccion de BRG1 mutado (Figura 4.15). Sin embargo, el efecto no se vio significativamente
incrementado por el tratamiento con RA o DEX. En conjunto, estas observaciones demuestran
el papel fundamental de BRG1 para mediar la respuesta a la activacién de determinados

receptores nucleares.
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FIGURA 4.15. Contaje, por citometria de flujo, de las células que expresan GFP (verde) y RFP (rojo)
correspondientes con las lineas H1299tr-BRG1wt y H1299tr-BRG1mut, después de la induccidén con doxiciclina (2
ng/ul, 24 h). Barras de error de cuatro replicados.*, P < 0.01
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BRG1 es necesario para regular los niveles de MYC y de dianas

transcripcionales de los receptores de corticoides y dcido retinoico.

En el presente trabajo se ha demostrado que BRG1 regula la actividad transcripcional
de MYC (Figura 3.7 y 3.8). Previamente se publicé que la exposicion al RA y DEX reducia los
niveles de MYC (Doyle et al., 1989). Ante este escenario, se planted la hipdtesis de que BRG1
podria ser necesario para regular dicha disminucion en la expresion de MYC en respuesta a RA
y DEX. Tal y como se muestra en la figura 3.16, después de tratar las células con los diferentes
compuestos, sélo aquellas que expresan BRG1 salvaje mostraron una reduccién apreciable de
la proteina MYC. Estas observaciones confirman que, efectivamente, la presencia de BRG1
activo es necesaria para reducir los niveles de MYC en respuesta a RA y DEX (Figura 4.16). A
continuacién, y para profundizar en las bases moleculares que subyacen a los cambios
morfoldgicos derivados del tratamiento con RA y DEX, se determind, para cada tratamiento
hormonal, la especificidad y la dependencia de la modulacién de la transcripcién de 13 genes,
seleccionados entre aquellos contenidos en la firma de BRG1 (Tabla 1 Anexo). En la Figura 3.16
se representa un heatmap con un resumen de los resultados. Los cambios transcripcionales se
pudieron agrupar como: A) no relacionados o moderadamente relacionados con el RA o DEX
(IL11, ACP5), B) dependientes de RA (SPARC, TIE1), C) dependientes de DEX (FBLIM1, MCAM,
PCDH1, SERPINE1, TAGLN, WNT7B) 6 D) dependiente de ambos RA y DEX (AQP1, MYC). En el
caso de HES1, cuya expresion disminuia al restituir BRG1 y al cultivar las células en un medio
convencional con FBS, se observd un fuerte incremento en su expresion después del
tratamiento con RA o con DEX. Este efecto se producia de forma independiente a BRG1. Es
interesante observar que algunos transcritos dependientes de DEX, tales como FBLIMI,
SERPINE1 y TAGLN, estan relacionados con el citoesqueleto de actina (Goodman et al. 2003; Tu
et al. 2003; Ghosh et al. 2011) y pudiera ser que contribuyan a los cambios fenotipicos de re-
organizacién de fibras de actina y tubulina observados al tratar las células con DEX (Figura

4.14).
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FIGURA 4.16. Cambios de expresion inducidos por RA y DEX y

dependientes de BRG1. A, Reduccidn de los niveles de MYC, medidos por western Blot, en las células que recuperan
la expresién de BRG1 después de ser tratadas 0.5 uM RA ,1uM DEX, ambos (RA+DEX) durante 24h o no tratadas
mantenidas en FBS (fetal bovine serum). Se utilizé B-ACTINA como control de carga. B, Heatmap representativo de
los niveles de expresion de los diferentes genes, en los diferentes tratamientos o mantenidas en FBS en la linea
H1299tr-BRG1wt. Los niveles de expresidn son relativos a un control interno (GUSB) y relativos a su vez a los niveles
alcanzados en la linea control H1299tr-BRG1mut, para cada condicion.

Reclutamiento dindmico de BRG1 y MYC en los promotores de las dianas

transcripcionales de los receptores de corticoides y dcido retinoico

Habiendo demostrado que BRG1 es necesario para mediar la respuesta, en forma de cambios
fenotipicos y de expresidn, a los tratamientos con DEX y RA (Figura 4.12 a 4.16), se plante¢ la
cuestién de si dichos cambios implicaban cambios mecdnicos en el reclutamiento de BRG1 a
los promotores de dichos genes. Para comprobar los mecanismos moleculares que subyacen a
esta dindmica, se utilizé la técnica de ChlIP, utilizando nuevamente un anticuerpo especifico
contra BRG1. En esta ocasion se observd un patron dindmico en las uniones de BRG1 a los
promotores de los genes, donde el reclutamiento de BRG1 se asociaba coherentemente con el
aumento o disminucién en el patrén dinamico de expresion que se producia en cada caso, tras
los diferentes tratamientos hormonales (Figura 4.17). Por ejemplo, en el caso de SPARC cuya
expresion se inducia tras el tratamiento con RA pero no con DEX, BRG1 es reclutado en su

promotor sélo cuando se recupera la forma salvaje de BRG1 y en las células tratadas con RA.
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Q-ChIP-BRG1

Asimismo, SERPINE1, cuya expresidon se incrementa notablemente tras el tratamiento con DEX,
presenta reclutamiento especifico de BRG1 a su promotor sélo cuando las células se trataron
con DEX. Por otro lado, AQP1, cuya expresidon se incrementa en todas las condiciones testadas,
presentaba enriquecimiento de BRG1 en su promotor también en todas las condiciones.

Posteriormente, se determind la dinamica de reclutamiento de MYC a los promotores de sus
dianas transcripcionales, en funcién de los diferentes tratamientos y su potencial dependencia
de la recuperacion de BRGL. El patrén de reclutamiento de MYC a los promotores de los genes
tras el tratamiento con DEX y RA, la co-ocupacién de MYC y BRG1 en dichos promotores y su
relacidn con los cambios de expresidén de los mismos, se mostré muy compleja y diferente, en
funcién de cada diana transcripcional (Figura 4.17). Por ejemplo, la expresion de AQP1, una
diana transcripcional de MYC y un transcrito especifico de pulmén, aumenta tras el
tratamiento con DEX o RA y, este cambio en la expresidon es acompanado con un reclutamiento
de MYC a su promotor en ambas condiciones. Sin embargo, el caso de SERPINE1 otra diana
qgue presentaba un incremento de su expresién tras el tratamiento con DEX, mostré
reclutamiento de MYC a su promotor tras el tratamiento tanto con DEX como con RA. En
conjunto, los datos mostraron que la ocupacidon de BRG1 en los promotores es un proceso muy

dindmico que se adapta y varia para ajustarse los diferentes ambientes a los que se expone a

las células.
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FIGURA 4.17. A, Niveles de expresidn de los diferentes transcritos relativos a GUSB, en cada condicién, después de
la induccién de la expresién de BRG1 en la linea H1299tr-BRG1wt (W+) o en la H1299tr-BRG1mut (M+).Las barras
azules indican los valores en alcanzados en cultivos con FBS, fetal bovine serum; Las barras rojas indican, el
tratamiento con RA; las barras verdes, en tratamiento con DEX. B, Panel superior: ChIP de BRG1 en las células W+ o
M+, después de la induccién de BRG1 para cada condicion (azul, FBS; rojo, RA y verde, DEX), seguido de PCR
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cuantitativa, para determinar el enriquecimiento relativo al input de BRG1, en los promotores de los genes. Los
inmuprecipitados con 1gG se usaron como control negativo. Panel inferior: ChIP de MYC en las células W+ o M+,
después de la induccion de BRG1 para cada condicion, seguido de PCR cuantitativa. Los inmuprecipitados con IgG se
usaron también como control negativo

La supresion de la expresion de MYC, tras el tratamiento con RA o DEX,
requiere de un desplazamiento en la ocupacion de BRG1 dentro del locus

de MYC.

Una vez demostrada la relacién funcional entre MYC y BRG1 y, con el objetivo de
establecer la causa de la reduccidn en la expresiéon de MYC tras la recuperacién de la expresion
de BRG1, se determind si existia un reclutamiento especifico de BRG1 en el locus de MYC. Con
este fin, se utilizé de nuevo la técnica de ChIP y el posterior analisis, por PCR cuantitativa, de
44 fragmentos solapantes a lo largo de mas de 10-Kpb del locus de MYC (Figura 418A-B). Los
resultados mostraron que, previo al tratamiento con RA o DEX, BRG1 ocupaba
preferencialmente regiones intrénicas en las siguientes posiciones: -1860 a -1600; +755 a
+1600 y +3800 a +4165-pb desde el sitio de inicio de la transcripcidon (TSS) del gen MYC. Sin
embargo, la exposicion de las células a RA o DEX provocd un cambio en la ocupacién de BRG1,
desde su posicién en regiones eminentemente intrénicas, al sitio de inicio de la trascripcidn
(TSS) y a regiones correspondientes con los exones de MYC. Asi pues, los datos muestran que
el posicionamiento de BRG1 en la regidn TSS y en los exones se asocia a una disminucién de los
niveles de MYC. Asimismo, la forma mutante de BRG1 no mostrd ocupacién especifica en
ninguna de las condiciones testadas (Figura 4.18C). Fue interesante comprobar que las
regiones donde se observaba reclutamiento de BRG1 coinciden con aquellas altamente
conservadas entre los vertebrados, indicando que dichas regiones tienen una importante
funcién reguladora para el control de la expresién de MYC (Figura 4.18B). Estos datos sugieren
que, a través de la inactivaciéon de BRG1, las células tumorales evitan una dptima represion
transcripcional de MYC, dejando unos niveles constitutivamente elevados de expresion de este

oncogen.
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FIGURA 4.18. ChIP de barrido que muestra el enriquecimiento de BRG1, relativo al input, en el locus de MYC, en
diferentes condiciones. A, En el panel de arriba, las lineas azul, roja y verde hacen referencia al enriquecimiento de
BRG1 en células cultivadas en condiciones de FBS, RA y DEX respectivamente. La linea negra muestra el control de
inmunoprecipitacion, IgG. En panel de abajo se muestra una comparacion, por parejas, de los diferentes lugares de
union de BRG1 al locus de MYC, respetando el cédigo de colores anterior, para cada condicion. B, Representacion
del locus humano de MYC. Se indican las zonas conservadas evolutivamente (aéreas verticales grises), los exones
(cajas negras), las regiones 5’ y 3’ UTR (cajas grises a ambos extremos). Las cajas azules, rojas y verdes esquematizan
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las principales posiciones de enriquecimiento de BRG1, numeradas en relacidn al TSS, para cada una de las
condiciones de cultivo. Los promotores minimos de MYC, P1 y P2, también estan indicados. C, Se muestra una
comparacion de pares entre la sefal especifica de BRG1 salvaje y la sefial obtenida con el mutante.

La recuperacion de BRG1 en lineas deficientes restituye la respuesta a RA
mientras que Interferencia en la expresion de BRG1 evita la

diferenciacion inducida por RA

Con el objetivo de corroborar por otros medios la relacion entre BRG1 y la respuesta a RA, se
determind la capacidad de un panel de lineas celulares de cancer, incluyendo la linea parental
utilizada en nuestro modelo NCI-H1299, de incrementar los niveles de expresién del citocromo
CYP26A1 en respuesta a RA. CYP26A1 tiene regiones de unidn al receptor de RA y es una diana
transcripcional bien conocida de esta hormona. Estd bien establecido que CYP26A1 codifica
para una enzima necesaria en el metabolismo del RA y que se incrementa en aquellas células
que muestran respuesta a este compuesto (Rochette-Egly et al. 2000). Del conjunto de lineas
utilizadas, se observd que aquellas portadoras de mutaciones inactivadoras en BRG1 eran
completamente refractarias a la induccién de CYP26A1 por RA, mientras que las células con
amplificacion de MYC mostraban una capacidad moderada de incrementar CYP26A1
dependiente de RA (Figura 19). Por otra parte, la linea SH-SY5Y, derivada de un neuroblastoma
y utilizada de forma general como modelo de respuesta a RA mostraba un incremento muy
significativo de CYP26A1 como respuesta al tratamiento con RA. La recuperacion de BRG1 en
las lineas H1299tr-BRG1wt restituyd esta de forma clara la capacidad de incrementar los
niveles del citocromo (Figura 4.19A). Ademads de lineas de cancer de pulmén, estas
observaciones fueron confirmadas en lineas celulares derivadas otros tipos de cancer, en
concreto en las lineas Hs578T y DU145, derivadas de cancer de mama y prostata,
respectivamente. Ambas lineas celulares son deficientes en BRG1 debido a mutaciones
inactivadoras (Wong et al.,, 2000) Tal y como se muestra en la figura 4.19B, los niveles de
CYP26A1 aumentaban de forma muy significativa después de transfectar con la forma salvaje

de BRG1, pero no con la forma mutante.
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FIGURA 4.19. Niveles de expresién de CYP26A1 relativos al control de carga GUSB. A, en un panel de lineas
tumorales y en las lineas H1299tr-BRG1wt y H1299tr-BRG1mut, tratadas con diferentes concentraciones de RA o
mantenidas en medio libre de hormonas (HF). La presencia de mutaciones en BRG1 y amplificacién de MYC para las
diferentes células estad indicado. La linea celular de pulmén H1437 y el neuroblastoma SH-SY5Y no presentan
mutaciones en BRG1 ni tienen amplificacién en MYC. B, en las lineas celulares Hs578T y DU145 derivadas de
tumores de mama y prostata, respectivamente, después de la reintroduccién de BRG1 salvaje 6 mutante y tratadas
con RA o mantenidas en medio HF. El western-blot muestra la expresion ectépica de BRG1 y su versién mutante en
la Hs578T, Obsérvese que la linea parental muestra niveles enddgenos, aunque inactivos de BRG1, debido a una
mutacién homocigota de cambio de aminoacido (p.Pro197Ser) (Wong et al., 2000). Barras de error, muestran la

desviacidn estandar de tres réplicas.

A continuacion se utilizaron métodos de interferencia de RNA para acabar de demostrar el
requerimiento de BRG1 para una respuesta adecuada a RA. Se interfirid la expresidon de BRG1
en lineas celulares salvajes para BRG1 que responden a RA, en concreto la linea SH-SY5Y,
derivada de un neuroblastoma y la H446 de cancer de pulmén (Pahlman et al. 1984; Geradts et
al. 1993). Para ello, las células fueron infectadas con cinco lentivirus que portaban diferentes
shRNAs contra BRG1. Dos de ellos, shRNAs # 1 y # 4, redujeron los niveles de BRG1 de forma
consistente en un 80 y el 90% en la linea H446 y hasta el 50 y el 60% en la SH-SY5Y (Figura
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4.20B). Para asegurar que el efecto fenotipico obtenido tras la interferencia era debido a la
pérdida de expresion de BRG1, se tuvo especial cuidado en controlar los niveles endégenos de
BRM, que es otra ATPasa del complejo SWI/SNF, similar en secuencia a BRG1 (Kwon et al.,
2007). En los experimentos se determind que los niveles de BRM eran altos en la linea H446 y
bajos en la SH-SY5Y. Los niveles de expresién de BRM no se vieron afectados por los shRNAs #
1y # 4 (Figura 4.20A). El tratamiento con RA producia una disminucién notable de los niveles
MYC en las células SH-SY5Y, mientras que en la linea H446 éstos no se modificaban,
probablemente debido a que estas células tienen amplificacidon génica de MYC. Por otro lado,
la interferencia de BRG1 impidié la disminucién de MYC y de su diana transcripcional NCL

(nucleolina), tras el tratamiento con RA (Figura 4.20C).
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FIGURA 4.20. A. Western blot de BRM en un panel de lineas celulares. La a-tubulina se utilizé como control de
carga. B. Western blot de BRG1 y BRM en las lineas H446 y SH-SY5Y, tras la infeccion lentiviral con los shRNAs
contra BRG1.Los niveles de BRM no cambiaron. La B-actina se utilizo como control de carga. C, Inhibicidn de la
expresion proteica, con dos shRNAs contra BRG1 (sh#1 and sh#4). En la SH-SY5Y inhibe la capacidad de las células
de reducir los niveles de MYC y de su diana transcripcional Nucleolina, tras el tratamiento con RA. El shRNA
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scramble (sh-cntl) fue usado como control. En la linea H446, la inhibicién en la expresion de BRG1 no alterd los
niveles de MYC, debido a su expresion constitutiva, provocada por amplificacion génica de MYC en esta linea.

Ademas de prevenir los cambios en los niveles de MYC, cuando se interferia BRG1 no se
observaba el incremento en los niveles de CYP26A1, al tratar con RA. Esto sucedia en mayor

medida en la linea SH-SY5Y, aunque también en la H446 (Figuta 4.21).
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FIGURA 4.21. Niveles de expresion de CYP26A1, relativos al control de carga GUSB, después de inhibir la expresion
de BRG1 en la linea SH-SY5Y y la H446 tras el tratamiento con RA durante 24 h.

Es conocido que el tratamiento con RA provoca unos cambios morfolégicos muy notables en la
linea SH-SY5Y, diferenciando terminalmente las células, que adquieren un fenotipo
marcadamente neuronal (Pahlman et al. 1984). En el presente trabajo se pudo comprobar que
la interferencia de BRG1 impedia dichos cambios morfoldgicos asociados a la diferenciaciéon
por RA (Figura 4.22). Por otra parte, la linea celular H446, salvaje para BRG1 y con
amplificacion conocida de MYC, no sufre cambios morfoldgicos evidentes tras tratar con RA
(Geradts et al.,, 1993). Sin embargo, se observd que la interferencia de BRGI1, produjo la
aparicion de un numero significativo de masas esféricas de células que crecian dindmicamente
tanto en suspension como adheridas a la placa (Figura 4.22). Estos cambios se observaban en

experimentos realizados con ambos shRNAs.
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FIGURA 4.22. Imagenes de contraste de fase, de las células indicadas, tras la inhibicion en la expresion de BRG1
antes y después del tratamiento con RA. Escala, 100 pm. A, Linea celular SH-SY5Y, se observa una falta de capacidad
de las células interferidas con BRG1 (sh#4) de adquirir un fenotipo claramente diferenciado, en comparacién con los
cambios observados en la célula parental y en el control (sh-scramble). B, Linea celular H446, se aprecian cambios
en la morfologia celular solo al interferir BRG1, pero no en la linea parental o en el control (sh-scramble).

La recuperacion de BRG1 en modelos xenograts y ortotdpicos de cdancer
de pulmon reduce la formacion de tumores, inhibe la capacidad invasiva

y aumenta el tiempo medio de supervivencia.

Para poder comparar la capacidad tumorogénica de la lineas H1299tr-BRG1wt vy
H1299tr-BRG1mut, in vivo, se realizaron distintos experimentos en ratones. El primero
constituye un modelo de inyeccidon subcutaneo estandar en ratones atimicos nu/nu (Nude-
Foxnlnu). En este modelo se midié la capacidad de crecimiento de ambas sub-lineas, en
funcién de la presencia o ausencia de BRG1. Para ello, se inyectd en cada ratén y a ambos
lados de la espalda, las células H1299tr-BRG1wt 6 H1299tr-BRG1mut, con o sin induccién de
BRG1 con doxiciclina. En total se evaluaron cuatro tipos de implantes xenograficos, con un
numero total de 6 implantes por cada tipo: 1) H1299tr-BRG1mut no inducidos (MUT); 2)
H1299tr-BRG1mut inducidos (MUT-dox); 3) H1299tr-BRG1wt no inducidos (WT) y 4) H1299tr-
BRG1wt inducidos (WT-dox). Para inducir la expresion de BRG1 se afadio doxiciclina al agua de
bebida. En el grupo de tumores inducidos, se observaron diferencias de crecimiento de modo
qgue los tumores que expresaban BRG1 mutantes eran de mayor tamafio que aquellos que
expresaban BRG1 salvaje. Por el contrario, en el grupo de tumores no inducidos, el tamafio de

los tumores era similar (Figura 4.23).
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FIGURA 4.23. Efecto de BRG1 en implantes de células tumorales en ratones inmunodeprimidos. A, analisis
comparativo de la progresion del tamafio de los tumores xenograficos. Barras rojas, H1299tr-BRG1mut; Barras
verdes, H1299tr-BRG1wt inducidos (dox) o no inducidos con doxiciclina. B, imagen representativa de ratones
tratados, dos de la derecha, y no tratados, dos de la izquierda, con doxiciclina. Las flechas marcan ejemplos de
tumores H1299tr-BRG1wt inducidos (dox). C, imagen macroscépica de varios de los tumores extraidos, en los
diferentes grupos. D, Comparativa del promedio del volumen tumoral, en los diferentes grupos, H1299tr-BRG1wt y
H1299tr-BRG1mut inducidos o no inducidos con doxiciclina. Las barras representan el volumen tumoral medio de
cada grupo y la correspondiente desviacion estandar.

En el segundo modelo de estudio, y para establecer unas condiciones lo mas préximas
posibles a la fisiologia original del tumor, se implantaron las células en el parénquima
pulmonar de los ratones inmunodeprimidos, usandose para este fin la técnica de inyeccidon
intrapulmonar. En este caso también se estudié el posible efecto de los tratamientos con DEX y
RA. Los animales fueron distribuidos al azar en seis grupos diferentes, con un total de 18 a 20
ratones por grupo. Los grupos estaban compuestos por ratones inyectados ortotépicamente
con: H1299tr-BRG1mut tratados con doxiciclina (grupo 1); H1299tr-BRG1wt tratados con
doxiciclina (grupo 2); H1299tr-BRG1wt no tratados (grupo 3); H1299tr-BRG1mut tratados con
doxiciclina, RA y DEX (grupo 4); H1299tr-BRG1wt tratados con doxiciclina, RA y DEX (grupo 5) y
H1299tr BRG1wt tratados sélo con RA y DEX (grupo 6). Se observé que las células inyectadas
dieron lugar a tumores ortotdpicos y que fueron capaces de recuperar BRG1 mutante y salvaje

cuando fueron tratados con doxiciclina, afiadida en el agua de bebida (Figura 4.24A).
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FIGURA 4.24. A, Western blot representativo de varios tumores ortotdpicos de pulmén, que confirman la capacidad
de recuperar la expresion de BRG1 en el modelo in vivo. B, Curvas Kaplan-Meier que muestran la probabilidad de
supervivencia global en los diferentes grupos de ratones. La linea roja corresponde a H1299tr-BRG1mut tratados
con doxiciclina (n=16); la linea verde corresponde a H1299tr-BRG1wt tratados con doxiciclina (n=19); y la linea azul
corresponde a H1299tr-BRG1wt sin inducir la expresion de BRG1 (n=19). Los p-valores, se obtuvieron del analisis

log-rank (Mantel-Cox).

El objetivo principal de este experimento fue la comparacién de la supervivencia
general en los ratones portadores de la linea H1299tr-BRG1wt y la linea H1299tr-BRG1mt. La
supervivencia fue seguida durante 32 semanas (225 dias). El andlisis estadistico Log-rank
(Mantel-Cox) (Figura X) revelé un aumento significativo en la supervivencia de los ratones en
cuyos tumores se recupero la expresion de BRG1 (grupos 2 y 5), que alcanzaron un tiempo de
supervivencia media de 125,8 + 15,8 dias. En los ratones cuyos tumores expresaban la version
mutante de BRG1 (grupos 1y 4) tan sdlo se alcanzd un tiempo medio de supervivencia de 70 +
5,2 dias, significativamente inferior al grupo que expresaba la forma salvaje (p= 0,003). Como
control adicional, el grupo de ratones que fue implantado con la linea H1299trBRG1wt, pero
sin expresion de BRG1, al no recibir doxiciclina, (grupos 3 y 6) alcanzé un tiempo medio de
supervivencia de 87 * 6,5 dias, también significativamente inferior al grupo que expresaba la
forma salvaje (p=0,026) y muy similar al que recuperé la versidon mutante.

Ademads de la supervivencia global, se llevaron a cabo estudios histopatolégicos de
todos los tumores. Se pretendia investigar las caracteristicas particulares de los tumores que
se formaron en los diferentes grupos de ratones y que podrian explicar las diferencias en la
agresividad de crecimiento del tumor provocada por la recuperacion de BRG1. Para ello, se
analizaron los tumores macroscépicamente e histopatolégicamente. Como se muestra en la

figura 4.24B, los tumores que expresaron BRG1 mostraron una marcada disminucion en la
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capacidad de invasién, es decir, tenian menos tumores que presentaban lesiones multifocales
y con invasion en los tejidos adyacentes, al contrario de lo observado en los tumores de
ratones que recuperaban BRG1 mutante o en aquellos en los que no se recuperd la expresion
de BRG1. En estos grupos, las lesiones multifocales y el alto de grado de invasividad estuvieron
presentes en la inmensa mayoria de los individuos (Figura 4.25A). Estos analisis mostraron que
en algunos de los tumores en los que se recuperd la expresién de BRG1 salvaje habia presentes
células con aspecto alargado, que recuerda a los cambios morfoldgicos adquiridos por las

células H1299tr-BRG1wt en los cultivos después del tratamiento con RA y DEX (Figura 4.25B).
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FIGURA 4.25. A. Andlisis de los tumores formados por las lineas H1299tr-BRG1wt and H1299tr-BRG1mut cuando
fueron implantadas ortotépicamente en el pulmén. A, En el panel de la izquierda y central se muestran imagenes de
tinciones con hematoxilina y eosina (H&E) representativas de los tumores que se originaron en los distintos grupos.
En el panel de la derecha se muestran imagenes macroscépicas de los tumores. B, Nimero de tumores y frecuencia
de los tumores que presentaban caracteristicas invasivas y presencia de lesiones multifocales. (+)y (-), indica que
tumores estan o no tratados con doxiciclina. 5 tumores H1299tr-BRG1mut (+) ,4 tumores H1299tr-BRG1wt (-) y 5
tumores H1299tr-BRG1wt (+) no pudieron ser analizados. Los asteriscos sefialan la significancia estadistica (test de
Chi-cuadrado) comparando los grupos H1299tr-BRG1mut (+) o H1299tr-BRG1wt (-) con H1299tr-BRGwt (+). *<0.05;
**<0.01. C, H&E representativas de los tumores generados en los ratones tras la inyeccidn intrapulmonar con las
diferentes lineas. Las flechas indican las células con apariencia alargada.
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Por lo tanto, la restitucion de BRG1 en tumores deficientes mejord significativamente Ia
supervivencia global y redujo la capacidad invasiva del tumor. Los tratamiento con RA y DEX no
proporcionaron ventajas adicionales a la recuperacion de BRG1, en la supervivencia o la
reduccion en la invasion tumoral en ninguno de los grupos. Es posible que los niveles de
retinoides y corticoides presentes en el suero de los animales, en respuesta a los dafios
causados por la presencia de células tumorales, que pudieran llegar a ser incluso mas elevados
de lo normal debidos al stress y a la presencia de células tumorales, resulten suficientes para
inducir respuesta. En este contexto, el tratamiento con RA y DEX exdgenos no conferirian
beneficios adicionales. Asimismo, se evalud si los principales cambios de expresion
identificados en las células en cultivo, eran extrapolables a los tumores ortotdpicos que se
formaron en los ratones. Para medir los cambios de expresion se extrajo el RNA de los tumores
ortotdpicos y se realizd RT-PCR cuantitativa a tiempo real con este material. Se observd que se
los tumores generados a partir de las células H1299tr-BRG1wt inducidas con doxiciclina, tenian
unos niveles de CYP26A1 y RARB, principales marcadores de respuesta a RA, mas elevados que
el resto de tumores. Al mismo tiempo, los niveles de MYC, eran significativamente menores en
este grupo de tumores (Figura 4.26A). De la misma forma que el tratamiento con RA no
incrementaba la supervivencia de los ratones cuyos tumores expresaban BRG1 salvaje,
tampoco aumentaba los niveles de CYP26A1 y RARB en ninguln grupo de tumores. Los niveles
de MYC en estos tumores también fueron determinados mediante inmunohistoquimica (Figura

4.26A), confirmando los resultados que arrojaba la RT-PCR cuantitativa.
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Figura 4.26. A, Andlisis, por RT-PCR cuantitativa a tiempo real, de la expresidn de tres de los principales genes diana
del receptor del 4cido retinoico en los tumores ortotdpicos de pulmon, en funcidn de la presencia o ausencia de

BRG1 salvaje. B, inmunohistoquimica para determinar los niveles de proteina MYC, en los tumores ortotdpicos de
pulmén.
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Actualizacion del andlisis comparativo entre las alteraciones en MYC y
en BRG1, en tumores y lineas celulares de cdncer de pulmoén y en lineas

celulares derivadas de neuroblastomas.

Finalmente, se valord una serie de tumores de pulmédn, dispuestos en microarrays de tejidos,
gue contiene muestras de 122 tumores primarios de pulmén de célula no pequefia. Sobre
estos tumores se realizé inmunohistoquimica con anticuerpos anti-MYC. Se compararon los
resultados con los datos de inmunohistoquimica de BRG1, disponibles para estos tumores
(Rodriguez-Nieto et al. 2011). Se observé que, de la misma manera que en las lineas celulares
no co-existe la amplificacién de MYC con la inactivacion de BRG1, aquellos tumores que
mostraban muy baja o nula expresion de BRG1 nunca fueron coincidentes con aquellos que
mostraban niveles muy elevados de proteina MYC, lo cual es indicativo de una amplificacién
génica subyacente (P=0,042; Fisher Exact test) (Figura 4.27A).

Ademas, de la verificacion en tumores primarios de pulmadn, y teniendo en cuenta que
en la base de datos de COSMIC (Catalogue of Somatic Mutacions In Cancer,
http://www.sanger.ac.uk), ya se determina de forma sistematcia el estado de BRG1 en lineas
celulares, se pudo extender el analisis comparativo de mutaciones en BRG1 y amplificacidn en
los genes de la familia MYC en un panel mas amplio de lineas celulares de cancer de pulmon
(n=65). Estos nuevos datos siguen confirmando la naturaleza mutuamente excluyente de estos
dos tipos de alteraciones genéticas (P<0.0005; Fisher Exact test)(Figura 4.27B). En la base de
datos COSMIC, también existe informacidn sobre el estado de BRG1 en otros tipos de cancer,
entre ellos los neuroblastomas. Este tipo de tumores se caracteriza por presentar amplificacion
del oncogen MYCN, con una frecuencia muy elevada. En dicha base de datos consta que uno
de los neuroblastomas tiene una mutacion inactivadora el BRG1. Tal y como se puede observar
en la figura 4.27, dicho neuroblastoma no tiene amplificacion de MYC. Aunque los datos no
son significativos, dado el bajo numero de tumores evaluados, los resultados son interesantes
y sugieren que la relation mutuamente excluyente BRG1-MYC se podra extender a otros tipos

de cancer.
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Figura 4.27. A, Ejemplo representativo del analisis de inmunohistoquimica de MYC y BRG1 en 122 tumores
primarios de pulmdén humanos dispuestos en microarrays de tejidos. B, En el panel de la izquierda, tabla
esquematica que muestra los resultados globales de los 122 tumores primarios, donde se contrasta perdida de
expresion de BRG1 y sobreexpresion de MYC. En los paneles de la derecha, se representa la tabla esquemadtica que
demuestra la presencia mutuamente excluyente de mutaciones en BRG1 y amplificacion de los oncogenes de la
familia MYC, en lineas celulares de cancer de pulmén y de neuroblastomas.
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El analisis realizado en casi 60 lineas de cdncer de pulmén muestra una tasa de inactivacion de
BRG1 en mas de una tercera parte de los NSCLC, que por otra parte representa el subtipo
histopatolégico de aproximadamente el 80% de los pacientes diagnosticados con céncer de
pulmén. Acompanando esta observacion se debe destacar también que todas las alteraciones
se presentaron en homocigosis, ya que el alelo remanente se habia perdido mediante LOH.
Este dato muestra que BRG1 cumple perfectamente el criterio de "two-hits" propuesto por
Kudnson (Knudson 1971) y confirma, de forma inequivoca, que BRG1 es un gen supresor
tumoral. En base a los datos presentados, BRG1 constituye el cuarto gen mas frecuentemente
alterado en NSCLC, después de TP53, P16/INK4A y LKB1. Estos datos son muy relevantes y
reflejan la importancia de BRG1 en el desarrollo del cancer de pulmdn. Si bien un estudio
previo habia detectado mutaciones en BRG1 en diferentes lineas celulares de cancer, el bajo
porcentaje de mutaciones identificado sugeria que la importancia de este gen supresor
tumoral en cancer era escasa (Wong, Shanahan et al. 2000). Anteriormente se habia descrito
pérdida de expresion de BRG1 en tumores primarios y lineas celulares de cancer de pulmén,
en un porcentaje aproximado del 30% (Reisman et al. 2003), aunque en dicho trabajo tan solo
se reporté la pérdida de expresion en tumores primarios medida por técnicas de
inmunohistoquimica, sin profundizar en la naturaleza o mecanismos que llevaban a la perdida
de expresion. Los datos del presente trabajo indican que la pérdida de proteina BRG1 es
debida, casi con toda seguridad a mutaciones en BRGI1. Asi pues, teniendo en cuenta la
elevada frecuencia de mutaciones en el cancer de pulmdn identificadas en el presente trabajo,
BRG1 debe ser considerado como uno de los mas importantes genes supresores tumorales
conocidos, al menos en este tipo de cancer.

También es importante destacar la naturaleza de las alteraciones identificadas en
BRG1, ya que la practica totalidad de éstas predecian para una proteina truncada. En los dos
Unicos casos en que las mutaciones no predecian para una proteina truncada: linea H1703 con
una mutacion en un sitio aceptor de splicing y H2126 con un cambio puntual de aminodcido,
cabe destacar que las mutaciones recaian en un dominio altamente conservado vy
absolutamente crucial para la correcta funcién de la proteina, que es el caso del dominio
ATPasa/helicasa (Revisado por Reisman et al.2009; Wilson & Roberts, 2011). Ello apoya que
estas mutaciones afectan a la actividad de la proteina. Ademads, la naturaleza somatica de la
mutacion en H2126, la Unica linea para la que se disponia de tejido normal del mismo
paciente, descarta la posibilidad de que el cambio de aminoacido constituya un polimorfismo e
indica claramente que se trata de una mutacion originada en el proceso tumoral. Finalmente,
los estudios de actividad de BRG1 llevados a cabos mediante protocolo bien establecidos para

este fin (Johnson, T.A., et al 2009) mostraron claramente que dichas formas de BRG1
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mutantes, 668-758A y W764R, no tenian capacidad alguna de modificar la expresion del gen
reportero dependiente del promotor MMTV, por lo que confirma la naturaleza inactivadora de
estas dos formas mutantes para BRG1. La falta de actividad de estas mutaciones quedd
también patente en los ensayos de formacién de colonias. Dichos ensayos pusieron de
manifiesto la capacidad de la forma salvaje de BRG1 de inhibir el crecimiento celular in vitro,
reflejo directo de su capacidad supresora de tumores, mientras que las formas mutantes,
incapaces de devolver al complejo su capacidad reguladora de la transcripcion, no conseguian
suprimir el crecimiento de las colonias. Estos ensayos, en conjunto, resaltan la importancia del
dominio ATPasa y por lo tanto su capacidad como enzima remodelador de cromatina, para la
actividad supresora tumoral de BRG1. En este sentido, otros trabajos donde se recupera la
expresion de BRG1 en lineas deficientes para esta proteina, muestran que la introduccién de
BRG1 es suficiente para revertir su fenotipo transformado. Este hecho ha sido asociado por
algunos autores a que la actividad de BRG1 es capaz de provocar una parada en el ciclo
celular mediada a través de la proteina Rb (Dunaief, Strober et al. 1994; Reisman, Strobeck et
al. 2002; Kang, Cui et al. 2004)

La secuenciacion de BRG1 utilizando como material el cDNA también permitid
identificar nuevas variantes transcripcionales del gen BRG1. En concreto, se observaron al
menos cuatro isoformas de BRG1 que no habian sido previamente descritas y que se pudieron
caracterizar, tanto en la composicién de su secuencia a nivel de DNA como en la frecuencia de
expresion de las mismas. Si bien la isoforma mayoritaria descrita (NM_003072.2) se detecté en
aproximadamente la mitad de los transcritos testados, al menos dos de ellas, la variante que
cuenta con una serina de menos y la que afiade tres aminodcidos nuevos, se expresan en un
porcentaje cercano al 20%. Teniendo en cuenta esta frecuencia relativamente elevada, seria
interesante ahondar en la relevancia y el significado bioldgico de dichas variantes. En el
presente trabajo no pudo detectarse la variante que contiene el exdn 27 segln la secuencia
gue consta en el GenBank. Dado que este analisis no contenia todos los tipos de tejidos
humanos posibles, no se pudo determinar si esta variante constituye una isoforma muy
minoritaria que se expresa especificamente en alguin tejido o en un momento del desarrollo
determinado o se trata de un error.

Actualmente, estd ampliamente aceptado en cancer el hecho de que las proteinas que
actian en una misma ruta bioldgica nunca se encuentran simultdneamente alteradas en un
mismo tumor. Esto se podria explicar porque una doble alteracién en una misma via no
confiere a la célula tumoral ninguna ventaja adaptativa nueva. En el cancer de pulmdn existen
multiples ejemplos de este fendmeno, como son las alteraciones mutuamente excluyentes en

RB y P16/INK4A o en KRAS, EGFR, ERBB2 y MET .El presente trabajo muestra que las
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mutaciones en BRG1 conviven con alteraciones en KRAS, LKB1, NRAS, P16/INK4A y TP53, pero
no con amplificacién en ninguno de los genes de la familia MYC. Este ultimo dato resulta muy
interesante porque indica que existe una relacion biolégica en el cancer, entre un supresor
tumoral como es BRG1, y oncogenes muy importantes, como son los oncogenes de la familia
MYC. Esta relacion de mutua exclusividad en las alteraciones podria, a su vez, explicar la baja
tasa de mutaciones detectadas en el subtipo histopatolégico SCLC, ya que en este subtipo las
alteraciones de los genes MYC, L-MYC y N-MYC son mucho mas frecuentes que en NSCLC (18%
en SCLC versus 8% en NSCLC (Shiraishi, Noguchi et al. 1989; Richardson and Johnson 1993).

En este trabajo se describe una firma de expresiéon de BRG1, establecida al restituir
BRG1 de forma estable e inducible, en una linea celular de cancer de pulmdn. Esta firma de
expresidon contenia elementos que participan conjuntamente en los procesos de desarrollo
embrionario, organogénesis y diferenciacion. También se observé que muchos de los genes
recuperados en el modelo de pulmdn son también elementos de respuesta a las senales del
factor transformante de crecimiento B (TGF-B) (Xi et al, 2008), uno de los reguladores mas
importantes de los procesos de diferenciacién en mamiferos. Todos estos procesos han sido
relacionados con la funcion de BRG1 y con los complejos SWI/SNF en tejido muscular y
neuronal, entre otros (De la Serna et al, 2001, Seo et al, 2005). Cuando la firma de expresién
de BRG1 se contrastd con perfiles de expresidon de bases de datos publicas, fue interesante
comprobar como dicha firma de expresidn reproducia de forma muy consistente el patron de
expresion del tejido pulmonar sano. Ademas, y dado el papel de los complejos SWI/SNF en
desarrollo, se compard la firma de expresion de BRG1 con los cambios de expresién que se
producen durante el desarrollo embrionario del pulmdn, extraidos también de bases de datos
publicas, y nuevamente se vio una relacién directa entre la firma de BRG1 y los pulmones de
embriones en estados avanzados, al compararlos con estados tempranos. Todas estas
observaciones sugieren que la inactivacién de BRG1 en el cancer previene la diferenciacién o
promueve la desdiferenciacion de las células. Estas observaciones serian compatibles con uno
de los papeles atribuidos a los complejos SWI/SNF, donde la pérdida de SNF5/INI1, otro
supresor tumoral del complejo SWI/SNF, se ha asociado con la activacién de los programas
asociados a células madre y su auto-renovacién (Wilson et al., 2010). En este respecto nuestras
observaciones irian en la linea de observaciones anteriores y otros datos que aparecieron
durante el desarrollo de este trabajo, donde se asocian la funcién de los complejo SWI/SNF y a
BRG1, con la diferenciacion de tejidos normales sanos, en los cuales BRG1, participa
activamente en la diferenciacidon de los osteoclastos (Flowers, S. et al. 2009), o los trabajos

donde se asocia la funcion de BAF60, miembro de los complejos SWI/SNF, con el desarrollo del
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corazoén (Lickert, h. et al 2004). También es interesante mencionar los descubrimientos de
complejos SWI/SNF especificos de tejido, que mantienen los programas de expresidn propios
de cada tipo celular como ocurre en el desarrollo neuronal (Lessard, J. et al 2007) o el
descubrimiento del esBAF, un complejo SWI/SNF de composicidn particular que mantiene los
programas de las células madre pluripotenciales ( Ho, L. et al.2009). De la misma manera,
otros trabajos reflejan como la pérdida de miembros de los complejos SWI/SNF, como en el
caso de SNF5/INI1, provocan la aparicion de tumores rhabdoides compuestos por células muy

agresivas e indiferenciadas (Versteege, |. et al 1998).

Apoyando el papel de BRG1 en diferenciacién, otro de los elementos llamativos de la
firma de expresién de BRG1 en el modelo de pulmén, fueron un conjunto de genes que estan
directamente controlados por receptores nucleares, destacando el receptor de
glucocorticoides y el receptor de acido retinoico (ver tabla suplementaria 1). La pérdida de la
capacidad de respuesta a glucocorticoides (GC) y a acido retinoico (RA) es un fendmeno
conocido en el cancer de pulmdn, y en otros tumores sdlidos, independiente de que los
tumores expresen o no los receptores nucleares correspondientes (Kim et al, 1995;. Waters et
al, 2004). Los GC y el RA juegan un papel fundamental durante el desarrollo embrionario del
pulmén y en la funcién normal del pulmdn (Malpel et al, 2000; Cole et al, 2004). Ademas, es
especialmente conocido el papel del RA y los GC en la prevencién del cancer de pulmén, ya
que mantienen la homeostasis de dicho tejido. En este sentido, se ha descrito que la
deficiencia de RA genera tumores de pulmén en ratones (Saffiotti et al., 1967), mientras que la
falta de respuesta a los GC, que estan implicados en la disminucién y control de los procesos
inflamatorios en los epitelios del pulmdn, constituyen un factor de riesgo para el cancer de
pulmdn, especialmente en los fumadores (Shi et al., 2009). También se sabe que, en células
sensibles, el RA induce cambios morfolégicos que estan relacionados con la diferenciacién
celular (Pahlman et al. 1984). Por otra parte, es conocido que existe una relacidn entre los
receptores de hormonas con los complejos SWI/SNF. Por ejemplo, se ha publicado que la
actividad remodeladora de los complejos SWI/SNF es necesaria para permitir la transcripcion
del receptor de RA y de los receptores de GC (Ostlund Farrants et al, 1997; Nagaich et al,
2004). Ademas, las proteinas BAF60cl y BAF60c2, ambas subunidades de los complejos
SWI/SNF interactian fisicamente con los receptores de RA (Flajollet et al., 2007). En general,
los datos del presente trabajo ponen claramente de manifiesto que, en el contexto del cancer,
la inactivacién de BRG1 impide la respuesta de la célula al RA y GC, contribuyendo asi al

desarrollo de tumores de pulmdn. Esto queda patente en varios de los resultados presentados.
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Por una parte, se observa que los cambios morfolégicos que se producen en las células de
cancer de pulmoén como consecuencia de los tratamientos con GC y RA, en las mismas
condiciones y dosis de tratamiento hormonal, durante el mismo periodo de tiempo, sélo
suceden después de restituir BRG1 salvaje. En los modelos de trabajo presentados aqui, los
cambios morfoldgicos fueron distintos en funcién de la hormona (RA o GC) y, a su vez,
distintos de la combinacién de ambas, hecho que pone de manifiesto la activacién de distintos
programas de expresién bajo el control directo de cada receptor nuclear. Especialmente en el
caso del tratamiento con GC, los cambios morfoldgicos se asocian a una reorganizacién de las
fibras de actina y de beta-tubulina. En este sentido, es interesante observar que algunos
transcritos dependientes de la accion de los GC, como son FBLIM1, SERPINE1 y TAGLN, estan
relacionados con la estructura y el citoesqueleto de actina (Goodman et al. 2003; Tu et al.
2003; Ghosh et al. 2011) y podrian explicar los cambios fenotipicos y la re-organizacién de
fibras de actina y tubulina observados al tratar las células con dexametasona.

Por otra parte, se comprobd que la presencia de BRG1 era necesaria para inducir cambios de
fenotipo asociados a la respuesta a RA en otros tipos de tumores, destacando muy
especialmente los resultados en las células SH-SY5Y, derivadas de neuroblastoma. Es conocido
que el tratamiento con RA en esta linea celular provoca unos cambios morfoldgicos muy
notables, diferenciando terminalmente estas células que adquieren un fenotipo
marcadamente neuronal (Pahlman et al., 1984). Tal y como se muestra en los resultados, esta
habilidad se vio severamente comprometida en estas células al eliminar BRG1. En el contexto
del papel fundamental de BRG1 para inducir cambios morfolégicos en respuesta a RA, cabe
también destacar los resultados de la interferencia de BRG1 en la linea de cancer de pulmdn
H446, que tiene BRG1 activo pero no muestra cambios destacables derivados del tratamiento
con RA. Sin embargo, la ablacion del BRG1 provocé unos cambios dramaticos en el aspecto del
cultivo, independientes de la presencia de RA, dando lugar a la formacién de multiples masas
de esferas, de un aspecto fuertemente indiferenciado, que se mantenian en el cultivo, en una
altisima proporcidn. Recientemente, se ha publicado que la linea H446 estad formada por dos
sub-poblaciones de células que probablemente representan dos diferentes subtipos
histopatoldgicos de las mismas células: una sub-poblacion minoritaria, compuesta de
pequefias células flotantes individuales, y otra sub-poblacion mayoritaria, compuesta de
células adherentes (Calbo et al., 2011). Sin embargo, no se puede concluir que la aparicidn de
masas esféricas, observadas en el presente trabajo al interferir BRG1, se correspondan con el
mismo tipo de células que se describié anteriormente, ya que la morfologia observada no es
coincidente. Asimismo, dichas esferas podrian indicar una disminucién adquirida en el grado

de diferenciacion de las células, por lo que se podria especular sobre la posibilidad de haber
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comprometido muy seriamente, al inhibir la expresion de BRG1 de forma efectiva, los
programas de auto-renovacién (self-renewal) y la capacidad de diferenciacion de la linea.

El requerimiento de BRG1 para la respuesta a RA también se confirmé mediante otro tipo de
ensayos, en concreto midiendo el cambio en los niveles de expresion de CYP26A1, un
marcador paradigmatico de la respuesta a RA (Pahlman et al., 1984). Sélo al restituir BRG1 en
lineas de cancer de pulmédn, se incrementaban los niveles de CYP26A1 en respuesta a RA. De
forma similar sucedia con la regulacién transcripcional de los receptores del RA. Este analisis,
ademds, se hizo extensivo a un panel de lineas derivadas de tumores en diferentes tejidos
como son la mama y préstata. Este grupo de experimentos mostraron que las conclusiones
extraidas de la funcién de BRG1 en el contexto de pulmdn, pueden ser extrapolables a tumores
derivados de otros tejidos. Ademas, se confirmd también que la interferencia de BRG1 en las
células SH-SY5Y eliminaba de forma muy significativa su capacidad de incrementar los niveles
CYP26A1. En definitiva, estos resultados indican que la inactivacion de BRG1 en el cdncer
previene la respuesta a RA y GC. Esta funcién de BRG1 no puede ser compensada por ningln
otro de los complejos remodeladores de cromatina, incluyendo aquellos que contienen BRM
como ATPasa principal, ya que algunas de las lineas celulares refractarias al tratamiento con
RA mostraron niveles detectables de proteina BRM. Ademds, en los experimentos de

interferencia de BRG1 se comprobd que los niveles de BRM no resultaban modificados.

Es conocido que el tratamiento con RA y GC inhibe la expresion de MYC (Doyle et al,
1989; MEDH et al, 2001). Ademas, también se sabe que el complejo SWI/SNF es reclutado en
el promotor de MYC para activar o reprimir la transcripciéon de células en proliferacién y
durante la diferenciacién celular, respectivamente (Chi et al, 2003; Nagl et al, 2006).
Coherentemente con estos datos previos, los resultados de este trabajo demuestran que la
presencia de BRG1 salvaje es un requisito necesario para controlar y reducir los niveles de MYC
en respuesta al RA y GC. En primer lugar, en el perfil de expresién de BRG1 se observan
numerosas dianas transcripcionales de MYC, incluyendo al mismo MYC que ve reducida su
expresion en presencia de BRG1 (ver tabla suplementaria X). Ademas, se confirma la reduccion
de los niveles de MYC en respuesta a la accion del RA y GC y se demuestra claramente que este
fendmeno es dependiente de la presencia de BRG1. Estos resultados estan basados en los
experimentos de restitucién de BRG1 en lineas deficientes y en la interferencia de BRG1 en la
linea SH-SY5Y que expresa de forma enddgena BRG1 salvaje. Curiosamente, este fendmeno no
se observod en la linea de cancer de pulmdn, H446, que posee unos niveles endégenos de MYC
muy elevados a causa de una amplificaciéon del gen seglin consta en la base de datos del

proveedor de la ATCC. Es por ello que, aunque en esta linea celular el complejo SWI/SNF esté
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intacto, MYC se encuentra fuera de cualquier tipo de regulacion fisioldgica, lo que explica que
sea completamente refractaria a su regulaciéon negativa por RA o GC. También es interesante
observar, como se muestra en la figura 19A, que la respuesta a RA medida en funcién de su
capacidad de incrementar los niveles de CYP26A1, en diversas lineas celulares derivadas de
diferentes tipos de cdncer, agrupadas segun su estatus de alteraciones en BRG1 o MYC.
Mientras que ninguna de las células con mutacion en BRG1 era capaz de responder RA, las
células con amplificacién en genes de la familia MYC mostraban cierta capacidad, aunque
modesta, de activar la transcripcidon de este citocromo. Estas observaciones sugieren que,
dado que BRG1 estd activo en esas células, mantiene cierta capacidad para mediar la respuesta
a RA y GC. No obstante, esta respuesta no es dptima debido a los elevadisimos niveles de MYC
qgue, de alguna forma, obstaculizan los procesos de diferenciacion promovidos por estos
compuestos. En conjunto, todos estos resultados apuntan a una relacién funcional directa
entre BRG1 y MYC, tal y como se habia predicho en el analisis genético, donde se mostraba
que las alteraciones en BRG1 no coexistian con las alteraciones en oncogenes de la familia

MYC.

Tal y como se ha descrito, otra de las observaciones remarcables de la firma de
expresion de BRG1 era la existencia de numerosas dianas transcripcionales de MYC y del
mismo MYC. Dado que el complejo SWI/SNF regula la transcripcion génica promoviendo la
accesibilidad de los factores y la maquinaria de transcripcidn a promotores concretos, es logico
presuponer que estos cambios en los niveles de MYC y de sus dianas, sea debido a la acciéon
directa de BRG1, a través de su actividad en el complejo SWI/SNF. En linea con estas
observaciones, previamente se habia observado que BRG1 es requerido para la represion de la
diana transcripcional de MYC, Cad (Pal et al., 2003). En el presente trabajo se analizé el
enriquecimiento relativo de BRG1 en los promotores de distintas dianas transcripcionales de
MYC y la co-ocupacién de BRG1 y MYC en dichos promotores. Concretamente, se examinaron
las regiones consenso de uniéon de MYC, las E-boxes, en los promotores de ACP5, SERPINE],
AQP1 y HES1. Los resultados confirmaron que BRG1 era reclutado a esas regiones de forma
muy especifica. La ocupacion de MYC en estos mismos promotores presentaba un
comportamiento muy variable, en funcidn de la diana evaluada. Los casos de SERPINE1 y AQP1
son ejemplos de co-ocupacion y cooperacién directa entre MYC y BRG], ya que el aumento de
su expresidén esta asociado a la presencia conjunta de BRG1 y MYC en su promotor. Sin
embargo, ACP5 y HES1 no presentan co-ocupacion de MYC y BRG1 en sus promotores y son
mas complejos de interpretar. ACP5, un transcrito que incrementa sus niveles en presencia de

BRG1 salvaje y que es muy especifico del pulmdn adulto segun las bases de datos del NCBI,
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recluta MYC a su promotor sélo en ausencia de BRG1, lo que asocia la presencia de MYC con
una represion transcripcional de este gen. En el caso de HESI, la ocupacion de MYC también
varia en funcién de la presencia de BRG1, aunque en este caso la unién de MYC a su promotor,
potencia su expresion y es la pérdida de unién de MYC a su promotor cuando BRG1 esta
presente, lo que inhibe su expresion. Cabe destacar, como un elemento de calidad, los datos
pertenecientes a la version mutante de BRG1, 668-7584, ya que el mutante mostré poca o
nula capacidad para ocupar los promotores de los genes diana de MYC, y su expresion
tampoco modificé la ocupacién de MYC mismo en sus dianas. Todo ello indica que MYC puede
contribuir tanto a la activacion como a la represién transcripcional. En este sentido se ha
demostrado que MYC es capaz de reprimir su propia transcripcion de manera dosis
dependiente cuando es sobrexpresado de manera ectépica (Penn, L.J et al 1990; Grignani, F. et
al 1990) y, por otro lado, se han descrito mecanismos a través de los cuales MYC, en base a su
capacidad de unién al DNA actuaria reprimiendo la expresién de genes mediante la interaccién
con los factores MIZ1 y SP1. Este complejo multiprotéico seria capaz de desplazar elementos
coactivadores de la expresidon, reclutando complejos corepresores (Mao, D.Y. et al 2004
Adhikary, S. et al. 2005 kleine-kohlberecher, D. et al. 2006). En este contexto nuestros datos
aportan un nivel de regulacién, en el cual, la modulacién de la expresién de las dianas
transcripcionales de MYC, variaria en funcién de la presencia o ausencia de BRG1 y de los
complejos SWI/SNF, bien sea por facilitar el acceso de nuevo a promotores que no se
encuentren accesibles en ausencia de BRG1, o bien al orquestar su funcién redirigiendo a MYC,
a través de la unidn fisica de este con INI1 (Cheng, S.W. et al.1999), a unirse a unas dianas y no
a otras, en funcién del contexto en el que se encuentre la célula, como es el caso expuesto en
este trabajo de la presencia de AR o GC en el medio. Para poder trasladar nuestro analisis a
otras dianas transcripcionales y darle asi un cardcter global a los resultados, decidimos
comparar la firma de expresion de BRG1, con los perfiles de expresién que se producen en
modelos de ratdn que tienen amplificacidn génica de C-myc y N-myc en el pulmdén. En ambas
comparaciones, el andlisis bioinformatico corroboré nuestros resultados, ya que muestran una
fuerte relacidn inversa, entre los perfiles de expresién de los pulmones con amplificacion de
los genes Myc, y el perfil de expresién de BRG1. Estos datos confirman que existe una relacién
funcional, eminentemente antagdnica, entre MYC y BRG1 en los procesos de cambios de
expresion relacionados con la diferenciacién en cancer de pulmén y argumenta a favor de que
en cancer de pulmdn no se encuentren mutaciones inactivadoras de BRG1 coexistiendo con

amplificaciones de los genes MYC.
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Uno de los papeles clasicos atribuidos a la sobreexpresion de los genes MYC, es la de
inhibir los proceso de diferenciacion (Langdon, W.Y. et al. 1986, Coppola, J.A. et al 1986,
Gandarillas, A et al. 1997 Prochownik, E et al 1986) y esta caracteristica es opuesta a la
atribuida a los complejos SWI/SNF (revisado por Wilson and W. M. Roberts.2011). En este
sentido, tanto la sobreexpresiéon de alguno de los miembros de la familia MYC como las
mutaciones inactivantes de BRG1 conferirian a la célula la capacidad de mantener un estado
indiferenciado, lo cual es una caracteristica del desarrollo del cancer.
El perfil de BRG1 también muestra una ligera disminuciéon de los niveles de MYC, lo cual
sugiere que, ademas de contribuir a la regulacién transcripcional de las dianas de MYC, BRG1
regula la transcripcion de MYC. Estos cambios en los niveles de MYC eran mucho mas
evidentes al tratar las células con RA o GC. Por ello estudio el posible reclutamiento de BRG1
en el locus de MYC, especialmente en relacién con los tratamientos con RA y GC, examinando
una regién muy extensa de unos 10.000-pb. Los resultados mostraron que, efectivamente,
BRG1 es reclutado en el locus de MYC y que su posicionamiento sufre cambios en funcién de
los diferentes tratamientos. Estos cambios ocurren desde regiones promotoras e intrénicas,
donde se observa el mayor enriquecimiento de BRG1 en condiciones de cultivo con FBS, hacia
las regiones exdnicas después de los tratamientos hormonales. Dada la naturaleza de la
actividad de los complejos SWI/SNF, este fendmeno sugiere que el reposicionamiento de
nucleosomas a lo largo del locus de MYC seria, en parte, el responsable de la inhibicidn de
MYC derivada de la exposicién a RA y GC. En particular, cabe destacar la ocupacién de BRG1 en
el exdn 1, donde se encuentran las regiones promotoras minimas de MYC, P1 y P2, que son
responsables de la activacidon de su transcripcion, pero que también se han relacionado con
mecanismo de autorregulacién negativa de MYC (Facchini et al., 1997). También es importante
destacar que todas las regiones ocupadas por BRG1 a lo largo del locus de MYC, incluyendo las
regiones intrénicas, estaban evolutivamente muy conservadas. Este fendmeno anima a
profundizar aun mas en este estudio, ya que sugiere la participacién de quizd multiples
factores, que conjuntamente con los receptores nucleares descritos, puedan reconocer
secuencias consenso dentro de esas zonas intrénicas conservadas y que puedan de esta
manera, interactuar potencialmente con los complejos SWI/SNF, en el mantenimiento e
inhibicién de la expresion de MYC. En conjunto y, en el contexto del cancer de pulmadn, estos
datos indicarian que un BRG1 inactivo frenaria este mecanismo de autorregulacién, lo que
resulta en una expresion constitutiva e intensa de MYC. Asimismo, este fenédmeno explicaria
también lo observado en publicaciones anteriores donde se describen fallos en el control de la
autorregulacidn negativa de MYC en muchas lineas celulares de origen tumoral (Facchini et al.,

1997).
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Finalmente, el presente trabajo muestra también los resultados de un buen modelo
pre-clinico, in vivo, donde las células que expresan BRG1 de forma estable e inducible fueron
ortotdpicamente implantadas en el parénquima pulmonar de ratones inmunodeprimidos,
originando tumores que expresaban BRG1 salvaje o mutante al inducir con doxiciclina. La
recuperacion de la expresién BRG1 salvaje en los tumores ortotdpicos aumentaba de forma
muy significativa la supervivencia de los ratones e incluso impidié, en algunos casos, la
formaciéon misma de los tumores, al comparar con aquellos grupos de ratones donde se
recuperd la forma mutante de BRG1, o simplemente no se indujo expresién alguna. Otro
aspecto relevante fue el andlisis macroscdpico e histopatolégico de los tumores, ya que los
tumores que carecian de la actividad BRG1, eran mucho mas invasivos y generaban multiples
nuevos focos de crecimiento. Ademds dichos tumores presentaban un mayor grado de
infiltracidon en los tejidos circundantes, invadiendo fibras musculares, ganglios linfaticos entre
otros. Contrario a esto, los tumores que recuperaron la actividad de BRG], si bien no dejaron
de crecer en tamafio, aunque si lo hicieron mds lentamente, presentaban un aspecto
radicalmente distinto, ya que salvo alguna excepcion, los tumores de este grupo no
presentaron crecimientos focales a distancia, ni mostraron el grado de capacidad invasiva de
los grupos anteriores. Paralelo a esto se debe destacar que en algunos tumores del grupo de
BRG1, se encontraron células con morfologias muy similares a las descritas en los modelos in
vitro, mostrando que también in vivo, la recuperacién de BRG1 favorecia la modificacién de los
patrones de expresion en pro de algln grado de diferenciacién, que no alcanzaban las células
de los tumores mutantes para BRG1. También se observé que los tumores con expresion de
BRG1 salvaje recuperaban la expresion de CYP26A1, RARB y se disminuia la expresion de MYC.
Paradéjicamente no habia diferencias significativas, tan solo una ligera tendencia, ni en los
niveles de estos marcadores, ni en la supervivencia global, entre los grupos que recuperaron
la expresion de BRG1 salvaje y aquellos que ademads de recuperar la expresién de BRG1 salvaje,
fueron tratados con RA y GC por via peritoneal. Ello indicaba que, de alguna manera, los
niveles enddgenos de corticoides debidos al estrés provocado por el propio tumor y los niveles
de acido retinoico incluidos en la dieta de los animales, fueran quiza suficientes para mediar la
accion de BRG1. No obstante, tratdndose de un modelo in vivo, hay que tener en cuenta que
los tumores estan expuestos a muchos mas factores en el medio y hormonas propias del
animales cuya incidencia y actividad no podemos controlar. También fue posible analizar los
niveles de expresion de MYC mediante inmunohistoquimica en estos tumores, demostrando
como estos niveles eran mds bajos en los tumores en los que se recuperaba la expresién de
salvaje de BRG1. En definitiva, estos resultados demuestran como la recuperacién de BRG], in

vivo, en células donde se encontraba inactivado por mutacién, es capaz de inhibir y retardar el
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crecimiento tumoral, asi como de evitar la formacién de crecimientos a distancia y de reducir
la capacidad invasiva de los tumores, evidenciandose de nuevo, el papel supresor tumoral de

BRG1.

En conjunto, la frecuencia relativamente alta de la inactivacion de BRG1 por mutaciones en el
cancer de pulmén (Medina et al., 2008) y la fuerte capacidad de BRG1 como un supresor del
crecimiento y la invasiéon tumoral, hacen hincapié en el papel de BRG1 en el desarrollo de
cancer de pulmén y destaca el valor de terapias de investigacién dirigidas a restaurar la
actividad de BRG1 o a buscar rutas de letalidad sintética en las que intervenga la actividad de
BRG1 y de los complejos SWI/SNF. Estos datos proporcionan pruebas convincentes de que, a
través de la inactivacion de BRG1, las células tumorales adquiere la capacidad de prevenir o
revertir la diferenciacién y evitar la respuesta a los programas de expresidon génica inducidos
por la actividad de los receptores nucleares dependientes de hormonas. Una caracteristica
bien establecida de muchos tipos de células tumorales, especialmente los de cdncer de
pulmén, es su capacidad de crecimiento de forma independiente de los factores de
crecimiento, lo cual se logra mediante la activacion constitutiva de receptores de factores de
crecimiento (por ejemplo EGFR, MET) o moléculas de transduccion de sefiales (por ejemplo,
RAS, BRAF). Junto a esta capacidad, nuestros resultados indican que las células tumorales
también son refractarias a la sefializacion de los receptores nucleares, manteniendo asi el
crecimiento celular independiente del medio. Todas estas observaciones, resultados vy
mecanismos descritos en los Ultimos apartados nos llevan a pensar de forma especulativa en
gue la resistencia intrinseca a los tratamientos de estrégenos o antagonistas de andrdgenos,
en tumores de mama y pacientes con cancer de préstata, respectivamente, también podria ser
atribuible a la inactivacién de las mutaciones BRG1, aun no descritas, o de otros miembros de

los complejos SWI/SNF.
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CONCLUSIONES
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1.- El gen BRG1 se puede considerar un bona fide gen supresor tumoral, importante en el
desarrollo del cancer de pulmon. El gen BRG1 esta inactivado en cancer de pulmdn, mediante
mutaciones homocigotas y especificas de tumor. La gran mayoria de las mutaciones codifican

para proteinas truncadas.

2.- BRG1 constituye el cuarto gen mds frecuentemente alterado en el cancer de pulmodn de
célula no pequeiia. Su frecuencia de mutaciones, alrededor del 35%, esta inmediatamente por

detras del gen supresor tumoral LKB1 y por delante de las mutaciones en el oncogén KRAS.

3.- La pérdida de BRG1, en el contexto del cancer, afecta a la correcta diferenciacion de las
células. La recuperacion de BRG1 en células de cdncer de pulmén devuelve a las células

tumorales unos perfiles de expresidn muy préximos a los perfiles del tejido pulmonar sano.

4.- Los resultados genéticos y funcionales muestran una relacién funcional entre BRG1 y
MYC, lo que indica que tanto la amplificacién de MYC como la inactivacion de BRG1 tienen
efectos funcionales analogos en el desarrollo tumoral. Por una parte, las alteraciones en
BRG1 y los genes de la familia MYC son mutuamente excluyentes. Por otra parte, BRG1 se une
al promotor de MYC y al de dianas transcriptionales de MYC para regular sus niveles de
expresion. Del mismo modo, BRG1 es necesario para la disminucidn de los niveles de expresion

de MYC durante los procesos de diferenciacion.
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5. La ausencia de BRG1 confiere a la célula resistencia a sefiales ambientales mediadas por
receptores nucleares en respuesta a retinoides y corticoides, entre otros. Esta capacidad que
adquiere la célula tumoral estd muy relacionada con la pérdida de diferenciacién que
desencadena la falta de funcién de BRG1 en el cancer. La recuperacion de la expresién de
BRG1, restaurd la capacidad de las células tumorales para responder a las sefiales hormonales
del ambiente, como corticoides y acido retinoico y capacitd a las células para modificar sus

programas de expresién modulados por dichos receptores nucleares.

6.- La induccion de la expresion de BRG1 en tumores formados en los pulmones de ratones
atimicos muestra su potente capacidad y funcidn como supresor tumoral. La restitucién de

BRG1 aumenté la supervivencia global e inhibié la capacidad invasiva del tumor.
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TABLA SUPLEMENTARIA 1. Cambios de expresién en los genes seleccionados (>1.5 6 <0.67 de

expresion relativa, en al menos dos

subrayados son dianas transcripcionales de MYC (de acuerdo con http://myccancergene.org/).

ocasiones). U, sobreexpresados y D, reprimidos. Los genes

Ratio Wt/Mut

Gene Symbol Descripcién 6hr  12hr  24hr
Genes relacionados con el receptor del acido retinoico
ACP5* Homo sapiens acid phosphatase 5, tartrate resistant, mnRNA [NM_001611] - U U
AGT angiotensinogen (serpin peptidase inhibitor, clade A, member 8), mMRNA [NM_000029] U U U
ANXA3 annexin A3, mRNA [NM_005139] U U U
APAF apoptotic peptidase activating factor 1 (APAF1), transcript variant 3, mRNA [NM_181861] - D D
BMF Bcl2 modifying factor, transcript variant 1, mRNA [NM_001003940] - U U
HES1 hairy and enhancer of split 1, (Drosophila), mMRNA [NM_005524] - D D
EGR1 early growth response 1, mRNA [NM_001964] D D D
LAMB1 laminin, beta 1, mRNA [NM_002291] - 1) U
myYc v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog (avian), mRNA [NM_002467] - D D
NDRG1 N-myc downstream regulated gene 1, mRNA [NM_006096] - U U
NRP1 neuropilin 1 (NRP1), transcript variant 1, mRNA [NM_003873] - U U
FOS v-fos FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog, mRNA [NM_005252] D D D
SPARC secreted protein,acidic, cysteine-rich (osteonectin), mMRNA [NM_003118] - U U
TAGLN transgelin, transcript variant 1, mRNA [NM_001001522] - U U
TIE1 tyrosine kinase with immunoglobulin-like and EGF-like domains 1, mRNA [NM_005424] U u U
Genes relacionados con el receptor de glucocorticoides e inflamacién
AMPD3 adenosine monophosphate deaminase (isoform E) , transcript variant 1, mRNA [NM_000480] - 1) U
ANXA1 annexin A1, mRNA [NM_000700] - U U
BMF Bcl2 modifying factor, transcript variant 1, mRNA [NM_001003940] - U U
BMP15 bone morphogenetic protein 15, mRNA [NM_005448] U - U
CD33 CD33 molecule (CD33), transcript variant 1, mRNA [NM_001772] - 1) U
EGR1 early growth response 1, mRNA [NM_001964] D D D
AQP1 aquaporin 1 (Colton blood group) (AQP1), mRNA [NM_198098] - U U
EGR4 early growth response 4, mRNA [NM_001965] - D D
11 interleukin 11, mRNA [NM_000641] U U U
IL28RA interleukin 28 receptor, alpha (interferon, lambda receptor), transcript variant 1, mRNA [NM_170743] - U U
LY96 lymphocyte antigen 96, mRNA [NM_015364] - U U
myc v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog (avian), mRNA [NM_002467] - D D
MCAM melanoma cell adhesion molecule, mRNA [NM_006500] - 1) U
SERPINE 1 serpin peptidase inhibitor,clade E (nexin, plasminogen activator inhibitor type 1), member 1,mRNA [NM_000602] U U U
TLR3 toll-like receptor 3, mRNA [NM_003265] - U U
TMEM173 transmembrane protein 173, mRNA [NM_198282] - U U
Genes relacionados con la via de accion del TGFB
BMP15 bone morphogenetic protein 15, mRNA [NM_005448] U - U
EVI1 ecotropic viral integration site 1, mRNA [NM_005241] - D D
GDF10 growth differentiation factor 10 (GDF10), mRNA [NM_004962] - U U
11 interleukin 11, mRNA [NM_000641] U V) U
INHBA inhibin, beta A (activin A, activin AB alpha polypeptide), mRNA [NM_002192] U V) -
NRP1 neuropilin 1 (NRP1), transcript variant 1, mRNA [NM_003873] - U U
WNT7B Homo sapiens wingless-type MMTV integration site family, member 7B (WNT7B), mRNA [NM_058238] U U U
Genes relacionados con la estructura celular y la diferenciaciéon
ARHGDIB Rho GDP dissociation inhibitor (GDI) beta, mRNA [NM_001175] - U U
ARL14 ADP-ribosylation factor-like 14, mRNA [NM_025047] - D D
AXIN2 axin 2 (conductin, axil) (AXIN2), mRNA [NM_004655] U U -
CNN1 calponin 1, basic, smooth muscle, mRNA [NM_001299] U U U
CDH5 cadherin 5, type 2, VE-cadherin (vascular epithelium) (CDH5), mRNA [NM_001795] - U U
CDKN1C cyclin-dependent kinase inhibitor 1C (p57, Kip2) (CDKN1C), mRNA [NM_000076] - U U
CYTB Cytochrome b. [Source:Uniprot/SWISSPROT;Acc:P00156] [ENST00000361789] D D
DOK4 docking protein 4, mRNA [NM_018110] - U U
FUT1 fucosyltransferase 1 (galactoside 2-alpha-L-fucosyltransferase, Hblood group), mRNA [NM_000148] - U U
FBLIM1 filamin binding LIM protein 1, transcript variant 1, mRNA [NM_017556] - U U
ECSM2 Endothelial cell-specific molecule-2 (ECSM2) mRNA, complete cds. [DQ462572] - U U
HDAC4 histone deacetylase 4 (HDAC4), mRNA [NM_006037] - U U
KRT83 keratin, hair, basic, 3, mMRNA [NM_002282] - V) U
KRT86 keratin, hair, basic, 6 (monilethrix), mRNA [NM_002284] - U U
LAPTM5 lysosomal associated multispanning membrane protein 5 (LAPTM5), mRNA [NM_006762] - U U
LYG2 lysozyme-like, mRNA [NM_175735] - D D
PBX2 pre-B-cell leukemia transcription factor 2, mRNA [NM_002586] - D D
PCDH1 protocadherin 10 (PCDH10), transcript variant 2, mRNA [NM_020815] - U U
PTPRB protein tyrosine phosphatase, receptor type, B, mRNA [NM_002837] U U U
S100A4 5100 calcium binding protein A4 (5100A4), transcript variant 1, mRNA [NM_002961] - U U
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