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1. SISTEMA INMUNITARIO Y CANCER

En el ano 2000 el articulo titulado The Hallmarks of Cancer (Weinberg, 2000)
apuntaba una serie de capacidades funcionales adquiridas gradualmente por la
mayoria de tumores a lo largo de su desarrollo (autosuficiencia en factores de
crecimiento, evasion de apoptosis, insensibilidad a sefiales anti-crecimiento,
angiogénesis sostenida, potencial de proliferacion ilimitado e invasion tisular y
metastasis), basadas en alteraciones genéticas que dirigen la transformacion de
células sanas en células malignas. Sin embargo, en este articulo ya se apuntaba
que, hasta entonces, habfa predominado una visién reduccionista en la que se
consideraba al tumor como una simple masa de células tumorales en
proliferacién y que, en realidad, habria que aplicar una visién heterotipica en
la que el tumor es considerado como un tejido complejo, con multiples tipos
celulares que, eventualmente, pueden ser dirigidos por el tumor para
favorecer su desarrollo. Una década mis tarde, los mismos autores
publicaban la actualizacion titulada Halmarks of Cancer: Next Generation
(Hanahan & Weinberg, 2011) en la que, entre otras cosas, se afiadfa a la lista
de caracteristicas la capacidad de evadir la deteccién y destrucciéon tumoral
por parte del sistema inmunitario, se sefalaba el papel clave que juega el
sistema inmunitario en el establecimiento de un microambiente favorable
para el desarrollo tumoral y subrayaba la necesidad de desarrollar terapias que

combatan la inflamacién asociada al cancer (figura 1).
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Figura 1. The hallmarks of cancer: next generation. Esta ilustracién destaca en azul las
capacidades adquiridas por el tumor a lo largo de su desarrollo. Enmarcadas, se sefialan algunas
estrategias terapéuticas que interfieren con estas capacidades adquiridas y para las que ya se han
disefiado y desarrollado diversos farmacos que se encuentran en fases clinicas avanzadas, y
hasta algunos de ellos han sido aprobados para su uso en diversos canceres. Entre estas
destacan aquellas enfocadas a revertir la supresién del sistema inmunitario y los farmacos anti-

inflamatorios (adaptado de Hanahan & Weinberg, 2011).
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1.1 Generalidades sobre el sistema inmunitatio

El sistema inmunitario es una red compleja de células y moléculas que
interactian de manera coordinada para proteger al organismo de lesiones,
infecciones o agresiones. El sistema inmunitario es capaz de reconocer una
gran variedad de agentes patégenos, como virus, bacterias o parasitos,
distinguiéndolos de los tejidos sanos del cuerpo. Funcionalmente, el sistema
inmunitario esta dividido en dos componentes: sistema inmunitario innato

(menos especifico) y sistema inmunitario adaptativo (mas especifico).

El sistema inmunitario innato supone la primera linea de defensa contra las
infecciones. La mayoria de sus componentes ya estan presentes antes de la
agresion e incluyen células y moléculas que reconocen patrones estructurales
presentes en los patégenos. Lo conforman moléculas (p.ej. sistema del
complemento) y células fagociticas profesionales (neutréfilos, monocitos,
macréfagos y células dendriticas), que internalizan (fagocitan) y digieren los
patégenos. Ademas, otros tipos celulares como los mastocitos, basofilos,
eosinéfilos y células NK (Natural Killer) ejecutan diferentes funciones para
eliminar los agentes agresores. Como parte de la actividad del sistema
inmunitario se establece una respuesta inflamatoria, una secuencia de eventos
compleja que tiene como finalidad la creacién de un entorno adecuado para la
eliminacién de patégenos. Esta respuesta es iniciada por el sistema
inmunitario innato y continuada por el sistema inmunitario adaptativo. Las
células fagociticas ejercen de puente entre el sistema innato y el adaptativo, ya
que tienen la capacidad de digerir los patégenos fagocitados, procesarlos y
presentar sus antigenos al sistema adaptativo, que se activara y actuara

especificamente y con elevada eficacia contra el agente agresor.
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El sistema inmunitario adaptativo, activado por el sistema inmunitario innato,
reconoce y “recuerda” detalles moleculares especificos y monta una respuesta
mas potente y rapida cada vez que una molécula extrafia esta presente en el
organismo. Por eso se le llama adaptativo, pues el sistema inmunitario se
prepara (genera una memoria de la inmunidad) para futuros encuentros con
un mismo patégeno. La respuesta inmunitaria adaptativa es llevada a cabo
por los linfocitos T y los linfocitos B. Los linfocitos T participan en la
respuesta celular mientras que los linfocitos B participan en la respuesta
humoral. Ambos tipos celulares tienen receptores de superficie que

reconocen antigenos de formaespecifica (Alberts et al., 2014).

Los linfocitos T, a través de su receptor TCR (1" Cell Receptor), reconocen
antigenos procesados por células presentadoras de antigenos (APC) y
presentados mediante los complejos mayores de histocompatibilidad (MHC).
Las principales APCs son las células dendriticas y los linfocitos B. Hay dos
tipos principales de linfocitos T: linfocitos T citotéxicos (T,) y linfocitos T
colaboradores (T helper, 'T,). Los linfocitos T, reconocen antigenos
presentados a través del complejo mayor de histocompatibilidad de tipo I
(MHCI) por cualquier tipo de célula, y son capaces de eliminar células
infectadas, mientras que los linfocitos T, reconocen antigenos presentados a
través de MHC de tipo II (MHCII) por células presentadoras de antigeno
(APC), y su funcién principal es producir mediadores inflamatorios (p.ej.

citoquinas) para dirigir la respuesta inmunitaria.
Los linfocitos B pueden reconocer antigenos a través de su receptor de

membrana BCR (B Cel/ Receptor), formado por una inmunoglobulina, sin la

necesidad de que el antigeno sea presentado por un MHC. Una vez
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reconocido el antigeno, y en presencia de mediadores inflamatorios
secretados por los linfocitos T, los linfocitos B se diferencian a células
efectoras, llamadas células plasmaticas, que producen anticuerpos especificos
contra el antigeno en cuestién. Estos anticuerpos reconoceran y se uniran al
patégeno, facilitando su fagocitosis por las células del sistema inmunitario

innato, y activaran la cascada del complemento (Owen et al., 2012).

El tipo de agresion y el contexto en el que las APC contacten con el antigeno,
determinara la naturaleza de la respuesta inmunitaria. Los linfocitos T
polarizan principalmente en dos subpoblaciones, T;1 y T,2, y en menor
medida en una tercera subpoblacién, T,17, que difieren en el tipo de
citoquinas que producen cuando son estimuladas. Esta polarizacion
dependera de las sefiales derivadas de las APC, que a su vez dependeran del

tipo de agente agresor.

Los linfocitos Thl son clave en la respuesta contra infecciones viricas y
contra bacterias intracelulares. Son inducidos principalmente por la
interleuquina 12 (IL-12) y la IL-2 y se caracterizan por la produccién de la
citoquina interferéon gamma (IFNY). En cambio, los linfocitos T2 intervienen
en la respuesta contra parasitos extracelulares, incluyendo platelmintos. Son
inducidos por la IL-4 y se caracterizan principalmente por la produccién de
IL-4 e IL-13 (Annunziato et al., 2015). Los linfocitos Th17 se caracterizan
por la produccién de IL-17 y ejercen funciones reguladoras a parte de mediar

respuestas contra bacterias extracelulares y hongos (Muranskiet al., 2013).

Para coordinar todos los elementos que participan en la respuesta
inmunitaria, las células del sistema inmunitario producen mediadores

inflamatorios que incluyen las citoquinas ya mencionadas, factores de
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crecimiento y proteinas. En las fases iniciales de la respuesta inflamatoria, las
células del sistema inmunitario innato producen citoquinas pro-inflamatorias
(p-¢j. IL-1, TNFo [Tumor Necrosis Factor alpha), 11.-6) que son reconocidas por
receptores especificos de membrana y activan cascadas de sefalizaciéon que
regulan la actividad de factores de transcripcion, como NFKB (Nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) o AP1, (Activated protein 1), que
modulan las funciones efectoras de las células del sistema inmunitario. En las
fases finales de la respuesta inflamatoria, el sistema inmunitario produce
citoquinas como la IL-4, 1L-13, IL-10 o TGFf que activan funciones de
remodelacién y reparacién tisular, para reconstituir aquellos tejidos afectados

durante la respuesta inflamatoria (Turner et al., 2014).

1.2 Inflamacion asociada al cancer

Hoy en dfa sabemos que la inflamacion participa en todas las etapas del
desarrollo tumoral; iniciacién, progresiéon y metastasis. Mantovani y
colaboradores describen dos vias mediante las que se establece la inflamacion
asociada al cancer. Una via intrinseca en la que las alteraciones genéticas
sufridas por las propias células tumorales conducen a la expresion anémala de
moléculas tipicas de la respuesta inflamatoria, como la citoquina IL-1f; y una
via extrinseca mediada por condiciones inflamatorias exégenas, por ejemplo
una infeccion crénica en regiones de riesgo (p. €j. higado). Ambas situaciones
conducen a la activaciéon de factores de transcripcion como NFKB en las
células tumorales y, por lo tanto, a la produccién de mas mediadores pro-
inflamatorios como citoquinas, quimiocinas o prostaglandinas, que reclutan y

activan células del sistema inmunitario, principalmente células mieloides,
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estableciendo asi un microambiente inflamatorio permanente en el tumor

(Mantovani et al., 2008).

En este microambiente, un gran nimero de mediadores pro-inflamatorios,
tales como TNFa, IL-6, IL-8, VEGFE (Vascular Endothelial Growth Factor),
remodeladores de la matriz extracelular (Matrix Metalloproteinases [MMP9,
MMP1)), integrinas (I ascular Cell Adhesion 1 [VCAMI]), etc, juegan un papel
critico en la induccién de la proliferacion, la supresion de la apoptosis,
induccién de la angiogénesis o la migracion celular, lo que finalmente ayuda a
sostener el crecimiento tumoral y su progresion y, eventualmente, la

metastasis en tejidos secundarios (Fernandes et al., 2015).

Por otro lado, también hay elementos celulares del sistema inmunitario que
juegan un papel anti-tumoral. En fases iniciales, el infiltrado tumoral
leucocitario puede ser escaso pero eventualmente puede contener células NK.
Las células NK pueden reconocer las células tumorales a través de sus
receptores NCRs (Natural Cytotoxicity Receptors) que detectan la expresion
alterada de sus ligandos en la superficie de las células tumorales. Ademas, la
regulaciéon negativa o directamente, falta de expresion de la molécula MHC
de clase I en la célula tumoral puede disparar la activacion citolitica de las NK
al reducirse las sefiales inhibidoras a través de MHCI-KIR (Kéller Inhibitor
Receptors) (Dahlberg et al., 2015). Ademas, la inmunidad anti-tumoral puede
ser llevada a cabo por los linfocitos T. Para que esta inmunidad anti-tumoral
sea llevada a cabo, el primer paso sera la liberacion de neo-antigenos
tumorales derivados de la oncogénesis, y su captura y procesado por parte de
células dendriticas. Esta fase debe ir acompanada de sefales que reduzcan la
tolerancia periférica contra los antigenos tumorales, sefiales pro-inflamatorias

liberadas por la muerte de células tumorales. Las células dendriticas
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presentaran los antigenos a través de los complejos MHCI y MHCII a los
linfocitos T lo que activara sus funciones efectoras especificas contra los
antigenos cancerosos. La eficacia de esta respuesta inmunitaria vendra
determinada en gran parte por el balance critico entre células T efectoras y
células T reguladoras (Treg) ya que estas ultimas ejercen funciones
inmunosupresoras sobre las primeras. Finalmente, las células T efectoras
viajaran en infiltraran el tumor, reconoceran y se uniran a las células
tumorales a través de la unién del receptor TCR a los antigenos presentados
por el complejo MHCI en la superficie de estas células, y las eliminaran. Esto
aumentara la liberaciéon de antigenos tumorales para que la respuesta continde

(D. S. Chen & Mellman, 2013).

1.3 Metastasis y genes inflamatorios

La metastasis es la principal causa de muerte de pacientes con cancer (Badala
et al., 2013). Es definida como el proceso en el que una célula maligna en un
tumor primario, escapa del tejido y forma un tumor secundario en un érgano
distante. Lejos de ser un proceso simple, la metastasis se puede esquematizar
como una secuencia de etapas en la que una célula en un tumor primario
tiene que invadir el tejido donde se localiza, acceder a la circulacion sanguinea
o linfatica, sobrevivir en ella, llegar a un tejido secundario, extravasar y
sobrevivir en este tejido y, finalmente, colonizarlo. Cada etapa supone una
barrera que la célula tumoral es capaz de superar gracias a nuevas capacidades
adquiridas por ella misma o inducidas por el estroma tumoral (Nguyen et al.
2009). En este sentido, al comparar los perfiles de expresion génica de
algunos tumores metastaticos y tumores primarios, se ha determinado un

patron de expresion génica que los distingue. Ademas, individuos con un
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tumor primario que expresa genes de este patron, presentan un tiempo de
supervivencia mas corto, definiéndose asi una firma genética de mal

prondstico para tumores primarios (Ramaswamy et al., 2003).

A parte de la virulencia metastatica, el tropismo hacia ciertos tejidos también
esta determinado genéticamente. Ya a finales del siglo XIX se habia
observado que no es aleatorio el lugar donde se desarrolla un foco
metastatico sino que hay érganos mas recurrentes que otros (Stephen Paget,
1889). Experimentalmente, diferentes colonias obtenidas a partir de la linea
celular de cancer de mama MDA-MB-231, muestran distinto tropismo hacia
hueso o pulmén. Aunque en todas estas colonias la firma genética de mal
pronodstico esta presente y sin variaciones, cada una de ellas tiene un perfil de
expresion especifico en funcién del tejido que colonizan preferentemente
(Minn, Kang, et al, 2005). Inyectando estas colonias en ratones
inmunodeficientes y obteniendo muestras de los tumores metastaticos mas
virulentos, se han generado las lineas celulares BM-1833, LM2-4175 y BrM2a
altamente metastaticas y con un tropismo muy especifico hacia hueso,
pulmoén y cerebro respectivamente. Al realizar analisis masivo de expresion
génica en estas células se ha podido definir un grupo de genes que estan, o
bien sobre-expresados o bien reprimidos, en comparaciéon con la linea celular
parental MDA-MB-231, y que determinan la especificidad y virulencia por
estos tejidos determinados. Curiosamente un gran nimero de genes en estos
perfiles génicos son mediadores inflamatorios tales como MMP1, MMP2,
VCAM1, CXCL1 (C-x-¢ motif ligand 1), COX2 (Cyclooxcygenase), IL13RA2 (IL-13
Recptor alpha 2), 11-11, o CXCR4 (e-x-¢c chemokine receptor type 4) entre otros
(Kang et al., 2003; Minn et al., 2005; Bos et al., 2009). Las lineas metastaticas
de pulmén y hueso (LM2-4175 y BM-1833, respectivamente) han sido

utilizadas en este trabajo para estudiar los efectos de los LXR (ver capitulo 3
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de la introduccién) sobre el perfil de expresiéon génica asociado a metastasis

de hueso y pulmén (Tablas 1 y 2).

Tabla 1. Perfil de expresiéon génica asociado a metastasis a pulmoén. Se muestran los
genes que conforman el perfil de expresién génica de las células LM2-4175 asociado a la
metastasis hacia pulmén. La primera parte de la tabla muestra aquellos genes reprimidos en
comparacién con la linea parental MDA-MB-231, la segunda parte de la tabla muestra
aquellos genes sobre-expresados en LM2-4175 en comparacién con las MDA-MB-231
(adaptado de Minn, et al., 2005).

PERFIL DE EXPRESION GENICA ASOCIADO A
METASTASIS A PULMON

Genes reprimidos

Simbolo Nombre
OLFMIL2A olfactomedin-like 2A
NEDD9 neural precursor cell expressed, developmentally down-regulated 9

CSF2RA colony stimulating factor 2 receptor, alpha, low-affinity (granulocyte-macrophage)
MOCOS molybdenum cofactor sulfurase

EPHX1 epoxide hydrolase 1, microsomal (xenobiotic)

MBNIL2 muscleblind-like 2 (Drosophila)

GSN gelsolin (amyloidosis, Finnish type)

MYH10 myosin, heavy polypeptide 10, non-muscle

ARNT?2 aryl-hydrocarbon receptor nuclear translocator 2

RARRES3  retinoic acid receptor responder (tazarotene induced) 3
EFEMP1 EGF-containing fibulin-like extracellular matrix protein 1
MATN2 matrilin 2

LYGE lymphocyte antigen 6 complex, locus E

HILA-DPA1 major histocompatibility complex, class II, DP alpha 1
ASMTL acetylserotonin O-methyltransferase-like

ABCC3 ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 3
KIAA1199 KIAA1199

CXCR4 chemokine (C-X-C motif) receptor 4

PARDGB pat-6 partitioning defective 6 homolog beta (C. elegans)
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PERFIL DE EXPRESION GENICA ASOCIADO A
METASTASIS A PULMON

Genes sobreexpresados

Simbolo Nombre

SPARC secreted protein, acidic, cysteine-rich (osteonectin)
IIL13RA2 interleukin 13 receptor, alpha 2
KILRC1/2 killer cell lectin-like receptor subfamily C, member 1/2

MMP1 matrix metalloproteinase 1 (interstitial collagenase)

KYNU kynureninase (L-kynurenine hydrolase)

EREG e piregulin

TNC tenascin C (hexabrachion)

1ISG20 interferon stimulated gene 20kDa

ALDH3A1 aldehyde dehydrogenase 3 family, memberA1l

PTGS2 prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (prostaglandin G/H synthase and cyclooxygenase)
LAPTM5 1 ysosomal-associated multispanning membrane protein-5

C1001f116  chromosome 10 open reading frame 116, adipose specific 2

ROBO1 roundabout, axon guidance receptor, homolog 1 (Drosophila)
SPANXC SPANX family, member C

ANGPTL4 angiopoietin-like 4

FSCNI1 fascin homolog 1, actin-bundling protein (Strongylocentrotus purpuratus)
SOX4 SRY (sex determining region Y)-box 4

SPANXB1 SPANX family, member B1

COLG6A1 collagen, type VI, alpha 1

CXCL1 chemokine (C-X-C motif) ligand 1 (melanoma growth stimulating activity, alpha)
MMDP2 matrix metalloproteinase 2 (gelatinase A, 72kDa gelatinase, 72kDa type IV collagenase)
STOM stomatin

GPR153 G protein-coupled receptor 153
MAN1A1 mannosidase, alpha, class 1A, member 1
Cl140rf139  chromosome 14 open reading frame 139

CASP1 caspase 1, apoptosis-related cysteine protease (interleukin 1, beta, convertase)
IGSF4 immunoglobulin superfamily, member 4

LTBP1 latent transforming growth factor beta binding protein 1

NR2F1 nuclear receptor subfamily 2, group F, member 1

EMP1 epithelial membrane protein 1

1ID1 inhibitor of DNA binding 1, dominant negative helix-loop-helix protein
CNOT2 CCR4-NOT transctiption complex, subunit 2

VCAM1 vascular cell adhesion molecule 1
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Tabla 2. Perfil de expresion génica asociado a metastasis a hueso. Se muestran los
genes que conforman el perfil de expresion génica de las células BM-1833 asociado a
metastasis hacia hueso. La primera patte de la tabla muestra aquellos genes reprimidos
en comparaciéon con la linea parental MDA-MB-231, la segunda parte de la tabla
muestra aquellos genes sobre-expresados en BM-1833 en comparaciéon con las MDA-

MB-231 (Kang et al., 2003).

PERFIL DE EXPRESION GENICA ASOCIADO A
METASTASIS A HUESO

Genes reprimidos
Simbolo Nombre
ABCC3 ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 3
APM2 adipose specific 2
ARHGEF10 rho guanine nucleotide exchange factor (GEF) 10
BCL3 B-cell CLL/lymphoma 3
CAV2 caveolin 2
ChGn chondroitin betal,4 N-acetylgalactosaminyltransferase
CLU clusterin
COL5A1 collagen, type V, alpha 1
CTSB cathepsin B
CX3CL1 human CX3C chemokine
CYP1B1 cytochrome P450, subfamily I (dioxin-inducible), polypeptide 1
DDR1 discoidin domain receptor family, member 1
DLC1 deleted in liver cancer 1
FKBP11 FK506 binding protein precursor
FN1 fibronectin 1
FTH1 ferritin, heavy polypeptide 1
GALNAC4S-6ST B cell RAG associated protein
GBP2 guanylate binding protein 2, interferon-inducible
GPRC5C G protein-coupled receptor, family C, group 5, member C
HFE hemochromatosis
HLA-DPA1 major histocompatibility complex, class IT, DP alpha 1
HLA-DPB1 major histocompatibility complex, class II, DP beta 1
HLA-DRA major histocompatibility complex, class II, DR alpha
HLA-DRB3 major histocompatibility complex, class IT, DR beta 3
IL15 interleukin 15
ITGB4 integrin, beta 4
KRT7 keratin 7
LAMB1 laminin, beta 1
N33 putative prostate cancer tumor suppressor
POMZP3 POM (POM121 rat homolog) and ZP3 fusion
PON2 paraoxonase 2
PPL periplakin
RHBDL2 rhomboid, veinlet-like 2 (Drosophila)
S100A2 5100 calcium-binding protein A2
S100A3 $100 calcium-binding protein A3
SAA2 serum amyloid A2
SCAMP4 secretory carrier membrane protein 4
SCNN1A sodium channel, nonvoltage-gated 1 alpha
SEL1L3 suppressor Of Lin-12-Like Protein 3
SERPINA1 serine proteinase inhibitor, clade A, member 1
SOX4 SRY-box 4
SPANXBI1 sperm protein associated with the nucleus, X chromosome, family member A1l
TCAF1 TRPMS8 Channel Associated Factor 1
TGFBI transforming growth factor, beta-induced, 68kD
TMEM4 transmembrane protein 4
TNFAIP2 tumor necrosis factor, alpha-induced protein 2
TNKS tankyrase, TRF1-interacting ankyrin-related ADP-ribose polymerase
TRB T cell receptor beta locus
TUBA1 tubulin, alpha 1
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PERFIL DE EXPRESION GENICA ASOCIADO A
METASTASIS A HUESO

Genes sobre-expresados

Simbolo Nombre

ADAMTS1 a disintegrin-like and metalloprotease with thrombospondin type 1 motif, 1
AOX1 aldehyde oxidase 1

CRADD CASP2 and RIPK1 domain containing adaptor with death domain
CTGF connective tissue growth factor

CXCR4 chemokine (C-X-C motif), receptor 4 (fusin)

DDX-10 DEAD/H (Asp-Glu-Ala-Asp/His) box polypeptide 10 (RNA helicase)
DUSP1 dual specificity phosphatase 1

ENDOGL1 endonuclease G-like 1

EST G-2 and S-phase expressed 1, has homology to cytokine receptor-like factor 2
FGF5 fibroblast growth factor 5

FHL1 four and a half LIM domains 1

FST follistatin

FYN src/yes-related novel gene

H2AFL H2A histone family, member L.

H2AFO fistone family, member O

H2BF] H2B histone family, member J

1IL11 interleukin 11

KHDRBS3 KH domain containing, RNA binding, signal transduction associated 3
MCAM melanoma cell adhesion molecule

MITF microphthalmia-associated transcription factor

MMP1 matrix metalloproteinase 1

MRPS18B mitochondrial ribosomal protein S18B

NAP1L3 nucleosome assembly protein 1-like 3

NCF2 neutrophil cytosolic factor 2 (65kD, chronic granulomatous disease, autosomal 2)
NEDD4L ubiquitin-protein ligase NEDD4-like

PCTK2 PCTAIRE protein kinase 2

PFN2 profilin 2

PRG1 proteoglycan 1, secretory granule

PTK7 protein tyrosine kinase 7

RGC32 regulator of cell cycle 32

SAMD4A sterile alpha motif domain containing 4A

SE57-1 CTCL tumor antigen se57-1

SIX2 sine oculis homeobox (Drosophila) homolog 2

SL.C4A7 solute carrier family 4, sodium bicarbonate cotransporter, member 7
SLC5A3 solute carrier family 5 (inositol transporters), member 3

SOS1 son of sevenless (Drosophila) homolog 1

SPG4 spastic paraplegia 4 (autosomal dominant; spastin)

ST3GALVI alpha 2,3-sialyltransferase

STATI2 STAT induced STAT inhibitor-2
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1.4 Macrofagos Asociados a Tumor (TAM)

Los macréfagos son células mieloides del sistema inmunitario innato que
estan presentes en cada tejido del cuerpo, donde ejercen funciones efectoras

contra patdgenos y realizan importantes funciones homeostaticas (Murray &

Wynn, 2011).

Los macréfagos presentan un enorme rango de polarizacion fenotipica lo que
se refleja en una gran plasticidad funcional. En uno de los extremos de este
rango de polarizacion encontramos los macréfagos pro-inflamatorios,
mientras que en el extremo opuesto encontramos los macréfagos activados
alternativamente. Los macréfagos se diferencian al fenotipo pro-inflamatorio
en presencia del lipopolisacarido bacteriano (LPS) o la citoquina IFNY, y se
caracterizan por una elevada producciéon de TNFa e IL-12 para activar
linfocitos Th1 y células NK, producciéon de especies reactivas del oxigeno y
6xido nitrico a través de la enzima NOS2 (Nitrie Oxide Syntase), que
metaboliza arginina a 6xido nitrico, elevada expresion de MHC de clase 11,
eficiente presentacion antigénica y elevada capacidad para eliminar patégenos
intracelulares. En el extremo opuesto, los macréfagos se activan
alternativamente en presencia de IL-4 o IL-13, y entre otras cosas se
caracterizan por una elevada expresion de receptores scavenger, una elevada
capacidad fagocitica, induccién de la via de la arginasa, que hidroliza la
arginina a ornitina y urea, compitiendo con NOS2 por la disponibilidad de
arginina, y elevada produccién de la citoquina anti-inflamatoria IL-10. Suelen
participar en respuestas mediadas por linfocitos Th2 ayudando a combatir
parasitos extracelulares, asi como en la fase resolutiva de la inflamacion,

¢jerciendo un papel fundamental como supresores inflamatorios y
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moldeadores tisulares. Entre los macréfagos pro-inflamatorios y los
alternativos, encontramos una gran variedad de subtipos de macréfagos que
comparten caracteristicas de ambos grupos y que son dificilmente

catalogables en uno u otro grupo (G. Liu & Abraham, 2013).

Los tumores sélidos estan altamente infiltrados por una poblacién
heterogénea de leucocitos y de entre estos, los macréfagos son el tipo mas
abundante. Aunque de entrada podriamos pensar que la presencia de
macréfagos podria tener un efecto beneficioso para el paciente, se ha
demostrado que hay una correlacién entre la abundancia de macréfagos en el
tumor y un mal prondstico de la enfermedad (Campbell et al, 2011).
Experimentalmente, la delecion del gen Csfl (Colony stimulating factor 1)
(esencial para la diferenciacion de los macréfagos) en los ratones PyMT
(Polyoma middle T oncoprotein mouse), que desarrollan tumores de mama, reduce
drasticamente la infiltracién de macréfagos en el tumor, frena la progresion
tumoral e inhibe la metastasis a pulmoén (Lin et al., 2001). También hay casos
en los que los macréfagos ejercen un papel antitumoral. Por ejemplo, la
inoculacién de células tumorales en el sistema portal generan un crecimiento
tumoral exacerbado en el higado cuando, previamente, se han eliminado
selectivamente las células de Kupffer, en comparaciéon con animales control
(Heuff et al., 1993). Sin embargo, las evidencias clinicas y experimentales nos
indican que en la mayoria de casos, los macréfagos tumorales ejercen un

papel pro-tumoral y pro-metastatico (figura 2).
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Figura 2. Funciones pro-tumorales de los TAM. Los TAM son una fuente de citoquinas
y quimiocina en el microambiente tumoral. Estas moléculas y otros mediadores locales (p.¢j.
factores tisulares, proteasas) regulan el crecimiento tumoral, progresiéon e invasion,
interaccién con otros componentes del estroma, y la activacion y orientacion de la inmunidad

adaptativa (Adaptado de Ruffell et al., 2012).

Los macréfagos asociados a tumor influyen practicamente en cada etapa del
desarrollo tumoral. Inicialmente, la produccién de especies reactivas del
oxigeno por parte de macréfagos con un perfil pro-inflamatorio, contribuyen
a generar un ambiente mutagénico y promueven la proliferaciéon en el
estroma sub-epitelial. Durante la progresiéon del tumor, los macréfagos

tumorales adquieren un fenotipo pro-tumoral, con una elevada capacidad
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para inducir angiogénesis, moldear la matriz extracelular y estimular la
migracion celular, algo que el tumor aprovecha para promover la invasién y
metastasis a tejidos secundarios. La adquisiciéon del fenotipo caracteristico de
los TAM esta promovida por la célula tumoral a través de la secrecion de
citoquinas y otras sefales (Biswas & Mantovani, 2010; Qian & Pollard, 2010;
Mantovani & Sica, 2010).

Una de las caracteristicas mas relevantes adquiridas por los macrofagos
tumorales es una elevada capacidad inmunosupresora. Mediante la expresion
de diversas moléculas de superficie, los macréfagos tumorales pueden inhibir
de manera directa la inmunidad contra el tumor. Por ejemplo, mediante la
expresion de HLA-C (Human Lencocyte Antigen C), HLA-G y HLA-E, unida a
membrana o de forma soluble, pueden interferir en la activacion de células
NK vy de linfocitos T (Carosella et al., 2017). Los macréfagos tumorales
también expresan los ligandos de los receptores PD-1 (Programmed Cell Death
Protein 1) vy CTLA4 (Cytotoxic T Limphocyte Antigen 4) (PD-L1 y B7-1,
respectivamente) la activacién de los cuales inhibe la sefializacion a través de
los receptores TCR y BCR (Thibult, et al.,, 2012), inhibe la proliferacién y
activacion de linfocitos T y la funcién citotoxica de los linfocitos T
CD8 (Cluster Differentiation 8). Estos macréfagos, ademas, pueden inhibir la
inmunidad contra el tumor de manera indirecta a través de la expresion de
enzimas, citoquinas y quimiocinas. Enzimas como NOS2 o Arginasa 7, esta
ultima considerada un marcador clisico de activacién alternativa, consumen
grandes cantidades de L-arginina en el microambiente tumoral. La L-arginina
es un aminoacido esencial para el funcionamiento de los linfocitos T, y su
deplecion inhibe la re-expresion de la cadena CD3 T durante la activacion del

TCR (revisado en Noy & Pollard, 2014).
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Otra via mediante la cual los macréfagos ejercen inmunosupresion indirecta
es a través del reclutamiento de linfocitos T reguladores (Treg) al
microambiente tumoral. Los Treg son un subtipo de linfocitos T CD4"
caracterizados por una elevada expresion de la protefna de superficie CD25 y
del factor de transcripcion FoxP3 (Forkbead box P3). Estas células modulan el
sistema inmunitario para mantener una tolerancia hacia antigenos propios y
asi prevenir enfermedades auto-inmunitarias (Whiteside, 2009). En el
contexto tumoral, se ha observado que en pacientes con diversos tipos de
cancer, se produce una acumulacién de Tregs en circulacion que finalmente
infiltran el tumor. Ademas, existe una correlaciéon entre una mayor presencia
de Treg y un peor prondstico en la enfermedad (Wolf et al., 2003); (Deng et
al., 2010). Una vez que han infiltrado el tumor, los Treg pueden suprimir la
respuesta inmunitaria mediante la expresion de receptores de superficie como
CTLA4 y PDL-1, o mediante la secreciéon de factores supresores solubles
como TGFp o IL-10 (Schmidt, Oberle, & Krammer, 2012). Los macréfagos
tumorales tienen la capacidad de reclutar Tregs al ambiente tumoral mediante
la secrecion de las quimiocinas CCL17 (CC chemokine ligand 17) y CCL22 que
actuan a través del receptor CCR4 (CC chemokine receptor 4) en la superficie de
los linfocitos. A nivel clinico la presencia de CCL17 y CCL22 en el ambiente
tumoral correlaciona con un aumento de la presencia de células Treg (Curiel
et al., 2004); (Ishida & Ueda, 20006); (Mizukami et al., 2008). Iz vitro, podemos
inducir la expresion de CCL17 y CCL22 en macréfagos activados por IL-4 y
GM-CSF (Granulocye Monocyte Colony Stimmulating Factor) (Martinez et al., 2009;
Lacey et al., 2012).

Aunque generalmente consideramos que los macréfagos asociados a tumor
presentan un fenotipo alternativo, la realidad es mas compleja pues hay una

gran variedad de subtipos de macréfagos dentro del tumor, cada uno de los
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cuales ejerce un papel determinado en funcién de la zona del tumor que
ocupe o del estadio del desarrollo tumoral en el que se encuentre (figura 3)
(Qian & Pollard, 2010). En este contexto, se ha observado en ratén que
diferentes subpoblaciones de macréfagos tumorales con diferente expresion
de la molécula MHC de clase 11 (MHC II'" y MHC II'*™) muestran un
distribucién espacial marcadamente distinta. Curiosamente, las células MHC
I estan enriquecidas en 4reas hipoxicas del tumor, tienen un fenotipo
alternativo y una elevada capacidad angiogénica zz wivo. En contraste, los
macréfagos MHC 11" se localizan en regiones normoxicas, presentan un
fenotipo pro-inflamatorio y una reducida capacidad angiogénica. Ambas
poblaciones tienen una baja capacidad de presentacion antigénica y una
clevada capacidad para suprimir la inmunidad. Ademas, expresan las
quimiocinas CCL17 y CCL22, a pesar de que la poblacién MHC 1™ las
expresa a niveles mucho mas elevados (Movahedi et al, 2010). Se ha
demostrado que el fenotipo de estas subpoblaciones esta influenciado por
distintos factores de crecimiento. Asi, mientras el fenotipo de la poblacion
MHC IV esta moldeado por M-CSF (Macrophage Colony Stimulating Factor), el
factor de crecimiento GM-CSF no tiene ningun efecto sobre esta sub-
poblacién pero en cambio afina el fenotipo de la subpoblacién MHC 11"

(Van Overmeire et al., 2016).
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Figura 3. Distintos fenotipos de los macréfagos tumorales. Se muestran seis funciones
pro-tumorales realizadas por los macréfagos. Cada una de estas funciones es realizada por un
subtipo determinado de macréfago. Todos estos subtipos tienen en comun la expresion de
los matcadores CD11b, F4/80 y CFS-1R (CFS-1 receptor), asi como la ausencia de Ly6G
(Lymphocyte Antigen 6 G). Sin embargo, son educados por el microambiente para adquirir un
fenotipo determinado para realizar las funciones determinadas como las mostradas (p.ej.
invasion, angiogénesis, inmunosupresion). *poblaciones cuyo transcriptoma ha sido analizado

(Qian & Pollard, 2010).
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2. VIAS DE SENALIZACION DE IL-4 Y GM-CSF

Como hemos discutido en el capitulo anterior, el microambiente tumoral es
determinante en el comportamiento del tumor durante su desarrollo. La
abundancia o carencia de ciertas citoquinas regula el comportamiento y/o
fenotipo de las células del infiltrado leucocitario, como es el caso de los
macréfagos tumorales. Parte de este trabajo se ha centrado en el estudio de la
regulacion de las quimiocinas CCL17 y CCL22 en macréfagos activados por
IL-4 o GM-CSF, dos citoquinas presentes en el microambiente tumoral y que
juegan un papel relevante en la regulaciéon de los macréfagos asociados a

tumor.

2.1 Via de sefializacion de IL-4

Aunque inicialmente hubo aproximaciones experimentales en las que Ia
expresion de IL-4 en el tumor podia favorecer su rechazo, con el paso del
tiempo se han acumulado sobradas evidencias de que esta es una citoquina

promotora del tumor (Li et al., 2009).

Como ya se ha expuesto en el capitulo anterior, generalmente los macrofagos
asociados a tumor muestran un fenotipo de activacion alternativa. El fenotipo
de estos macréfagos viene determinado, en parte, por la presencia de I1L-4 en
el microambiente tumoral, que es producida por células T CD4"y por las

propias células tumorales (Gocheva et al., 2010)(Coussens et al., 2013).
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IL-4 es reconocida por la célula a través de la cadena a del receptor de IL-4
(IL-4R), cadena que comparte con el receptor de IL-13. La unién de 1L-4 a
IL-4Ro induce la heterodimerizacion de esta ultima con otra cadena,

preferentemente con la cadena comun y (yc) (figura 4) (Nelms et al., 1999;

Miloux et al., 1997; Murata et al., 1998).
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Figura 4. Sefializacion a través del receptor de IL-4. I1.-4 media la heterodimerizacion de
IL-4Ra con la cadena I1.-2Ry y activa miembros de la familia de quinasas JAK que fosforilan
tirosinas en el dominio citoplasmatico de II.-4R. Las tirosinas fosforiladas sirven como lugar de
interaccién con otras moléculas de sefializaciéon como STATG6. STATG6 se une al dominio
fosforilado de I1-4R, es fosforilado por JAK quinasas y abandona el receptor en forma de
homodimero con una segunda molécula de STATG6. Este complejo transloca al nicleo y se une
a los promotores de los genes de respuesta a IL.-4. Otra via que se activa es la mediada por IRS-
1/2 (Insulin Receptor Substrate 1/2), induciendo respuestas proliferativas a través de la activacién
de PI3K (Phosphatidil Inosito! 3 Kinase) y RAS-MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase) (Varin &
Gotrdon, 2009).
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La unién agonista-receptor activa los miembros de la familia de las JAK
(Janus activated kynases) quinasas JAK-1y JAK-3, induciendo la fosforilacién de
residuos de tirosina en el dominio citoplasmatico del receptor. Entonces,
STATG6 (Signal transducer and activator of transcription 6) se une a los residuos
fosforilados del receptor y es, a su vez, fosforilada en residuos de tirosina en
su extremo c-terminal por las quinasas JAK activadas (Velazquez et al., 1992)
(Darnell et al, 1997). Una vez fosforilado, STATG se separa del receptor y
forma homodimeros mediante los residuos de tirosina fosforilados en su
extremo c-terminal. Este complejo transloca hacia el nucleo y alli se une a los
promotores de los genes de respuesta a 1L-4 (Delphin & Stavnezer, 1995;
Kaplan et al, 1996; Reichel et al., 1997; Ryan et al., 1996; Shimoda et al.,
1990).

2.2 Via de sefializacion de GM-CSF

En el contexto tumoral, GM-CSF induce inmunidad anti-tumoral en modelos
animales, lo que ha llevado al desarrollo de vacunas anti-tumorales basadas en
GM-CSF. Sin embargo, ensayos clinicos con este tipo de vacunas no han
dado resultados positivos (Becher et al, 2016). A nivel de macrofagos
tumorales, se ha visto que GM-CSF afina el fenotipo pro-inflamatorio de un
subtipo de macréfagos localizados en regiones normoxicas del tumor (Van
Overmeire et al., 2016), ademas se ha demostrado que células de cancer de
mama tipo mesenquimales inducen el fenotipo pro-tumoral de los
macréfagos tumorales mediante la secrecion de GM-CSF (Su et al., 2014). En
ambos casos, un hecho caracteristico es la induccién de CCL17 y CCL22 en

los macréfagos tumorales.
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El receptor de GM-CSF esta formado por la cadena o (GM-CSFRa) y la
cadena § comun (Bc) que comparte con los receptores de 1L-3 e IL-5 (figura
5) (Sato et al, 1993). En la membrana existen complejos Pc preformados que
en ausencia de GM-CSF estan disociados de GM-CSFRa.. GM-CSF se une a
GM-CSFRa. con baja afinidad, lo que induce la dimerizacion de ésta ultima
con la cadena Bc. Esto lleva a la formacién de un hexamero formado por dos
moléculas de GM-CSF, dos GM-CSFRa y dos Bc que aumenta la afinidad de

la uniébn a GM-CSF. Posteriormente, dos hexameros dimerizan, lo que
permite la trans-activacion de Jak2. Jak2 fosforila varios residuos de tirosina
en la cadena Pc que sirven de punto de anclaje para diversas proteinas que
inducen sus respectivas cascadas de sefializaciéon (STATs, PI3K, MAPK vy
NFkB), mediante las cuales GM-CSF es capaz de regular una gran variedad
de funciones celulares, incluyendo apoptosis, ciclo celular, mielopoyesis, y
multiples funciones de activaciéon y movilidad celular. De todas las cascadas
activadas por GM-CSF, la via JAK2-STATS5, es capaz de regular el perfil de

diferenciacion y el inflamatorio. (Hercus & Thomas, 2009; Laar et al., 2012).

2.3 El factor de transcripcion IRF4

Los IRF (Interferon Regulatory Factor), son una familia de factores de
transcripciéon que comprenden nueve miembros, IRF1-9, (Taniguchi et al,
2001) que ejecutan un amplio rango de funciones reguladoras del sistema

inmunitario (Ikushima et al., 2013).
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Figura 5. El receptor de GM-CSF. Iniciacién de la transduccién de sefal de GM-
CSF. En ausencia de GM-CSF, dimeros preformados c asi como cadenas de GM-CSFRa
estan presentes en la membrana. La unién de baja afinidad de GM-CSF a GM-CSFRa. causa
la asociacion de ésta ultima con el dimero Pe. Esto conduce a la formacién de un heximero
de dos moléculas de GM-CSF, dos cadenas GM-CSFa y dos cadenas fc, que permite la
unién de alta afinidad entre GM-CSF y GM-CSFRao. Dos de estos hexameros dimerizan lo
que lleva las subunidades fc lo suficientemente cetca como para permitir la trans-activacion
de JAK2, iniciando asf la subsiguiente sefializaciéon. JAK2 activada fosforila varios residuos

de tirosina en Pc que sirven de punto de anclaje para diversas proteinas patticipantes en la

transduccion de sefales (STATs, MAPK, PI3K e IKK) (Laar et al., 2012).
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Inicialmente, la expresion de IRF4 se restringi6 a la linea linfoide, donde es
esencial para el desarrollo de células Th2. Se demostré que durante este
proceso, la rapida activacién de STATG por IL-4 no explica la amplia gama de
efectos biolégicos de esta citoquina. Se observéd que la activacion de STAT6
por 1L-4 induce la expresiéon de una primera oleada de genes de entre los que
se encuentra IRF4, que posteriormente regula otro grupo de genes tardio,
incluyendo la propia 1L-4 (Gupta et al, 1999; Rengarajan et al., 2002; Lohoff
et al., 2002). Posteriormente se ha demostrado que la expresion de IRF4 no
esta restringida al linaje linfoide, sino que también se observa en macrofagos
de ratén, en los que se induce por IL4, al igual que en monocitos humanos
estimulados con IL-4 y GM-CSF. También se ha visto la inducciéon de IRF4
durante la diferenciacién de monocitos a macrofagos y células dendriticas,
siendo especialmente potente la induccién en estas ultimas (Rosenbauer et al.,
1999; Lehtonen et al, 2005; El Chartouni et al, 2010). Existe alguna
evidencia de que la inducciéon de IRF4 por GM-CSF puede estar dirigida, en
parte, por STAT5. Sin embargo no se ha podido demostrar que haya
reclutamiento de STAT5 en el promotor de IRF4 lo que sugiere que STAT5
debe regular la expresiéon de un factor de transcripcion que medie la

induccién de IRF4 por GM-CSF (Esashi et al., 2008; Sebastian et al., 2008).

Para regular la expresiéon de sus genes diana, IRF4 reconoce y se une a
regiones en el ADN con la secuencia 5-GGAAnnGAAA-3, llamadas EICEs
(ETS-IRFE consensus motif elements). Sin embargo, esta uniéon al ADN es débil
debido al dominio c-terminal de IRF4, que ejerce una funcién auto-
inhibitoria. Mediante la unién cooperativa con otros factores de
transcripcién, IRF4 se libera de esta auto-inhibicién y estabiliza su unién al
ADN (Brass et al., 1996). Se ha demostrado que IRF4 actda en cooperacion

con diversos factores de transcripcion que incluyen PU.1, STAT3, AP1,
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KLF4 (Krupple Like Factor 4), BATE (Basic Leucine Zipper Transcription Factor),
NFAT1 (Nuclear Factor of Activated T cell T) y NFAT2 (Kwon et al., 2009; P. Li
et al., 2012; Rengarajan et al., 2002; Lee et al., 2009).

La convergencia de las vias de senalizacién de 1L-4 y GM-CSF en IRF4, con
las implicaciones que esto puede tener en la regulaciéon de la biologia de los
macréfagos asociados a tumor, hacen de este factor de transcripciéon una

diana farmacoldgica interesante en la regulacion del microambiente tumoral.

3. RECEPTORES NUCLEARES

Los receptores nucleares son una familia de factores de transcripcion
dependientes de agonista que participan en una gran diversidad de procesos
fisiologicos, por ejemplo desarrollo, diferenciaciéon celular, metabolismo,
proliferaciéon e inflamacién, a través de la regulacion, tanto positiva como
negativa, de la expresion génica a nivel transcripcional. Los agonistas
conocidos de los receptores nucleares normalmente son compuestos
lipofilicos, incluyendo las hormonas esteroidea, tiroidea, el acido retinoico,
vitaminas y derivados y productos del metabolismo lipidico (Figura 7) (Burris

etal, 2013).

En general, los receptores nucleares comparten una estructura conservada
(figura 6), con un dominio de activacién en el extremo n-terminal (AF-1), un
dominio de unién al ADN altamente conservado (DBD), una regién bisagra

y una regiéon de unién al agonista en el extremo c-terminal (LBD) que
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contiene un segundo dominio de activacion (AF-2). El dominio LBD le
confiere a cada receptor nuclear la especificidad por su agonista y contribuye
a su homo- o hetero-dimerizacion. Dentro de esta region, el dominio AF-2 es
el responsable del contacto entre el receptor nuclear y moléculas co-
reguladoras de la transcripcion. El dominio DBD permite la unién al ADN a
través de elementos de respuesta especificos para cada receptor nuclear

(Glass & Ogawa, 2000).
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Figura 6. Estructura comuin de los receptores nucleares. La mayoria de los miembros
de los receptores nucleares poseen una estructura comun que consiste en un dominio
activador localizado en extremo amino-terminal (AF-1), un dominio central de unién al
ADN y un dominio C-terminal de unién al agonista (LBD). E1 LBD confiere la especificidad
por el agonista y determina la interaccién con moléculas co-reguladoras mediante cambios
alostéricos en el dominio AF-2. LBD también contribuye a la dimerizacién con otros

receptores nucleares (Glass & Ogawa, 2000).
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Figura 7. La familia de los receptores nucleares. LLos receptores nucleares estan divididos
en tres subfamilias. Primero, receptores endocrinos, constituido por receptores nucleares
activados por hormonas: ER, receptor de estrégeno; PR, receptor de progesterona; AR,
receptor de andrégenos; GR, receptor de glucocorticoides; MR receptor de
mineralocorticoides; RAR receptor de acido retinoico; TR, receptor de hormona tiroidea;
VDR, receptor de vitamina D. Segundo, receptores “huérfanos” cuyo agonista atin no ha
sido descubierto: LRH-1, Jiver receptor homolog-1; DAX-1, dosage-sensitive sex reversal, adrenal
hypoplasia critical region, on chromosome X, gene 1; SHP, small beterodimer partner, TLX, homologo
del receptor Tailless de drosoéfila; PNR, photoreceptor cell-specific nuclear receptor; NGFI-B, nerve
growth factor 1-B like receptor; ROR, RAR-related orphan receptor; ERR, estrogen related receptor;
GCNF, germ cell nuclear factor; TR 2,4, receptor testicular; HNF-4, bepatocyte nuclear factor 4y
COUP-TF COUP transcription factor. Tercero, receptores “huérfanos adoptados”, que son
receptores “huérfanos” cuyo agonista ya ha sido descubierto, tratindose en general de
intermediarios lipidicos: RXR, Retinoid X Receptor; PPAR, peroxisome proliferator-activated receptor;
LXR, Liver X Receptor; FXR, Farnesoid X Receptor; PXR/SXR, pregnane X receptor; CAR,
constitutive adrosante receptor; SEF-1, steroidogenic factor-1; RVR, Rev-erb (revisado en Doan et al,,

2017).
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3.1 Liver X Receptors

Los liver X receptors (LXR) son factores de transcripciéon dependientes de
agonista, miembros de la familia de los receptores nucleares que estan
involucrados en la regulacién del metabolismo lipidico y glucidico, asi como
en el control de la inflamacién y la proliferacion (revisado en Pascual-Garcia
& Valledor, 2012). Los agonistas endégenos de los LXR son formas oxidadas
del colesterol, llamadas oxisteroles, como el 25-hidroxicolesterol o el 27-
hidroxicolesterol (Janowskiet al., 1996; Lehmann et al., 1997). Ademas se han
desarrollado diversos agonistas sintéticos altamente especificos y con gran
afinidad por los LXR. De estos, hay dos compuestos, el T1317 y el GW3965,
que son habitualmente usados en la investigacion de las funciones bioldgicas

de los LXR (Collins et al., 2002; Schultz et al., 2000).

Los LXR estan representados por dos miembros, a y f, expresados desde
genes diferentes independientes con mas del 75% de homologia en la
secuencia de los dominios DBD y LBD. LXRa se expresa principalmente en
macréfagos, higado, tejido adiposo, intestino, pulmon, rifén, bazo y glandula
mamaria, mientras que LXRf se expresa de manera ubicua (Repa et al., 2000;
Svensson et al., 2004; Ali et al., 2004). Ademas, los agonistas de LXR inducen
la expresion de LXRa en macréfagos humanos, generando un bucle de
regulacion positiva (Whitney et al., 2001; Laffitte et al., 2001). También se han
observado diversas modificaciones post-traduccionales que pueden modular
la actividad de los LXR, que incluyen acetilacién, ubiquitinizacion,
fosfolilacién, sumoilaciéon y O-gly-acilacion. (Anthonisen et al.,, 2010; Chen,
Bradley, Beaven, & Tontonoz, 2006; Ghisletti et al., 2007; Kim et al., 2009; X.
Li et al., 2007; Torra et al., 2008; Venteclef et al, 2010; Watzlawik et al., 2000).

48



Para regular positivamente la expresion de sus genes diana, los LXR deben
formar un heterodimero obligatorio con otro receptor nuclear, el rezinoid X

receptor o RXR, definido en la figura 7. RXR estd representado por tres

isoformas a, B y y. El agonista endégeno de RXR es el acido 9-cis retinoico
(Laudet & Gronemeyer, 2002). El heterodimero LXR-RXR se une a
elementos de respuestas llamados LXRE, ubicados en el promotor o en
regiones enhancer de sus genes diana. Estos elementos estan formados por
dos repeticiones directas espaciadas por 4 nucleétidos (DR4) y que
habitualmente siguen la secuencia consenso
G/T/A)G(G/TT(C/T)Annnn/C/A/T/)G(G/T)(T/G)CA, donde “n”

significa un nucleétido al azar (Edwards et al, 2002).

En ausencia de agonistas, el heterodimero LXR-RXR se encuentra unido al
ADN y asociado a moléculas co-represoras, como NCoR (Nuclear Receptor Co-
repressor) o SMRT (Stlencing Mediator of Retinoic acid and Thyroid hormone receptor),
bloqueandose la transcripcion de los genes diana (Chen et al., 1995; Hotlein
et al, 1995). En presencia del agonista, LXR-RXR sufre un cambio
conformacional que provoca la liberaciéon del co-represor y permite el
reclutamiento de moléculas co-activadoras, activaindose la transcripcion de los

genes diana (figura 8) (Glass & Rosenfeld, 2000; Wagner et al., 2003).
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Figura 8. Mecanismo molecular de la activacion de la transcripcion por LXR. LXR se
une a secuencias especificas en el ADN, llamadas LXRE, formando un heterodimero con
RXR. La unién al agonista induce la disociacién del complejo co-represor y el reclutamiento

del complejo co-activador (Jakobsson et al., 2012).

3.2 Liver X Receptors en la regulacion del metabolismo

Los LXR son ampliamente conocidos como sensores del colesterol y
reguladores del metabolismo lipidico mediante la induccién de diversos genes
diana. Cuando la concentracién de colesterol en sangre aumenta, lo hace
también la cantidad de colesterol oxidado, y por lo tanto, la formacién de
agonistas endogenos que activan los LXR. La activacion de LXR induce la
expresion de varios transportadores de esteroles de la familia de las ATP-
binding cassete (ABC), como ABCA1 y ABCG1, con funciones esenciales en el
transporte reverso de colesterol. Estos transportadores promueven el flujo de
colesterol hacia las lipoproteinas HDL (high density lipoprotein), para que estas lo
transporten al higado y desde ahf sea excretado en forma de acidos biliares en

las heces (Repa et al., 2000; Venkateswaran et al., 2000). A la vez, los LXR
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limitan la absorcién de colesterol en el intestino mediante, por ejemplo, la

induccioén de los transportadores ABCG5 y ABCGS8 (Baldan et al., 2008).

Ademas de promover el transporte reverso de colesterol, los LXR reducen la
incorporacion de colesterol en las células mediante la induccién del gen Idol
(inducible ~ degrader of LDL. receptor), una ubiquitina ligasa que induce la
degradacion de diversos miembros de la familia del receptor de LDL (fow
density lipoprotein) (Zelcer et al., 2009). De esta manera, los LXR limitan la

entrada de colesterol en la célula.

LXR también regula la lipogénesis mediante la inducciéon de SREBP1c (szero/
regulatory element-binding protein 1¢) y de ChREBP (carbohydrate responsive element-
binding protein), dos de los principales reguladores de la sintesis de acidos
grasos, asi como diversas enzimas implicadas en lipogénesis como FAS (faty
acid syntase) , acetil-CoA carboxilasa y estearoil-CoA desaturasa 1 (Cha &
Repa, 2007; DeBose-Boyd et al., 2001; Sean B. Joseph et al., 2002; Repa et al.
& Mangelsdorf, 2000; Schultz et al., 2000; Talukdar et al. 2006; Wang et al.,
2004).

De hecho, los agonistas de los LXR han mostrado efectos terapéuticos en
modelos experimentales murinos de aterosclerosis (Joseph et al., 2002). Sin
embargo, su actividad lipogénica ha limitado hasta el momento su uso
terapéutico pues elevados niveles de triglicéridos son considerados un factor

de riesgo en enfermedades cardiovasculares.

LXR también participa en la regulaciéon del metabolismo de la glucosa. En el

higado, LXR reprime la expresion de genes implicados en la gluconeogénesis,

incluyendo, PGC-1a (PPAR co-activator 1), fosfoenolpiruvato carboxilasa y la
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glucosa-6-fosfatasa. Los agonistas de LXR también inducen la expresion de
glucoquinasa en el higado, lo que promueve el catabolismo de glucosa, y el
transportador de glucosa GLUT4 en tejido adiposo, que media la
incorporacion de glucosa (Laffitte et al., 2003). Finalmente, se ha demostrado

en modelos de ratén que los agonistas de LXR aumentan la sensibilidad a la

insulina (Dong et al., 2015).

3.3 Papel anti-inflamatorio de los Liver X Receptors

A parte del papel que juegan en la regulacion del metabolismo, los LXR
reprimen selectivamente la expresion de genes inflamatorios a través de
diferentes mecanismos, incluyendo la transrepresion. Generalmente se
considera que este proceso implica interacciones del receptor nuclear con
otras proteinas unidas a los promotores de genes inflamatorios en vez de
interaccionar directamente con el ADN. En los ultimos afios se han descrito
efectos anti-inflamatorios de los agonistas de LXR en diversos modelos

experimentales (Pascual-Garcfa & Valledor, 2012).

En macréfagos, los agonistas de LXR transreprimen un grupo de genes que
participan en la respuestas inflamatorias inducidas por LPS/TLR4 (To// Like
Receptor 4), TNF-a, 1L1-B, acido poliinosinico:policitidilico (via TLR3) o por
IFN-y (figura 9) (Joseph et al., 2003; Ghisletti et al., 2007; Pascual-Garcia et
al., 2013). Ejemplos de genes inflamatorios reprimidos por los agonistas de
LXR son COX2, NOS2, IL.-6, MMP9, TNF-a. o IL1-f entre otros (revisado
en Pascual-Garcia & Valledor, 2012). Ademas de la represion de genes

inflamatorios, en células del sistema inmunitario, LXR también inhibe la
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expresion de las proteinas de fase aguda en el higado (Blaschke et al., 2000;
Venteclef et al., 2010).

Los efectos anti-inflamatorios de los LXR parecen diferir dependiendo del
tipo celular y del estimulo inflamatorio concreto, y ademas, el mecanismo
exacto de transrepresion aun no es comprendido en su totalidad. En ausencia
de estimulos inflamatorios los genes inflamatorios estan activamente
reprimidos por un complejo co-represor que se une a sus promotores
(Ogawa et al., 2004). Tras el estimulo inflamatorio, la transcripciéon de estos
genes necesita un paso inicial para eliminar el complejo co-represor y asi
permitir el reclutamiento del complejo transcripcional que contiene la ARN
polimerasa II (Ghisletti et al., 2009). Algunos de los componentes del
complejo co-represor son susceptibles de sufrir ubiquitinizacién y
degradacion dependiente de proteasoma en respuesta a estimulos
inflamatorios (Hoberg, Yeung, & Mayo, 2004). Es interesante que NCoR y
SMRT forman parte del complejo co-represor que media la represion basal
de genes inflamatorios en ausencia de estimulos. Existen algunas evidencias
de que un posible mecanismo de transrepresiéon de la sefial de LPS mediado
por los receptores nucleares, incluyendo los LXR, es la interferencia con la
eliminacién de proteinas represoras (Ghisletti et al, 2007; Pascual et al.,

2005).
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Figura 9. Papel de los LXR en el sistema inmunitario. Los LXR ejercen represién de
sefiales pro-inflamatorias en células inmunitarias y en el higado. En concreto, en macréfagos,
los LXR transteptimen genes inflamatorios activados por LPS, TNF-a, IL1-f o IFN-y.
Ademas, LXR aumenta la fagocitosis de cuerpos apoptdticos (adaptado de Jakobsson et al.,

2012).

Modificaciones post-traduccionales especificas en los LXR estarfan
involucradas en el mecanismo de transrepresion. En macréfagos y
hepatocitos se ha descrito que LXR sufre sumoilacién de manera ligando-
dependiente y que esta modificacién post-traduccional es necesaria para la
transrepresion (Ghisletti et al., 2007; Venteclef et al., 2010). En macréfagos,

por ejemplo, la sumoilacién de LXR es necesaria para que el receptor nuclear
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interfiera sobre la liberacion del complejo co-represor del promotor de genes.
La activacién de LXR también interfiere con la via de IFN-y mediante la
inhibicién del reclutamiento de STATI1 al promotor de algunos genes
inflamatorios. En este contexto, la sumoilacién del receptor nuclear también

es necesaria, al menos, para la represion sobre el promotor de NOS2 (figura

10) (Pascual-Garcia et al., 2013).

También hay estudios recientes en los que la represion de genes inflamatorios
mediada por LXR estarfa provocada por la induccién de la transcripcion de
genes diana como ABCA1 1 SREBP1c, vinculando su funcién reguladora del
metabolismo con su papel anti-inflamatorio. En estos estudios, los LXR
inhiben la sefializacion a través de los TLR 2, 4 y 9 mediante la induccién de
ABCA1, que provoca cambios en la organizacién lipidica de la membrana
que interfieren en el reclutamiento de MyD88 y TRAFG6 (Ito et al., 2015). Por
otro lado, SREBP1c regularia la expresion de enzimas encargadas de la sinteis

de 4cidos grasos anti-inflamatorios (Oishi et al., 2010).
Dado su papel anti-inflamatorio, los LXR son una potencial diana terapéutica

a tener en cuenta a la hora de disefar estrategias farmacolégicas para atacar la

inflamacion asociada al cancer.
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Figura 10. Mecanismo de transrepresion de genes inflamatorios mediado por
LXR. Los genes inflamatorios, en general, estain basalmente reprimidos por complejos
co-represores en ausencia de estimulos inflamatorios. Estos complejos tipicamente
contienen NCoR o SMRT, TBL1 (zransducin (beta)-like 1 X-linked), TBLR1 (TBL1-relatea
protein) y la deacetilasa de histonas 3 (HDACS3). La induccién de la transcripcién mediada
por la sefial inflamatoria (por ejemplo, LPS) necesita la previa liberacién del complejo co-
represor. La sumoilacién de LXR en presencia de su agonista, previene la liberacién del
complejo co-represor del promotor, inhibiéndose la transactivacién de la transcripcion.
La molécula que interacciona con LXR sumoilado, varia en funcién del tipo celular (p.ej.
GPS2 en higado y CORO2A en macréfagos) (Figura adaptada de Pascual-Garcia &
Valledor, 2012).
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3.4 LXR en la regulacién de otras funciones del sistema inmunitario

Aparte de su papel en la represion de genes inflamatorios, los LXR regulan
positivamente la expresion de otros genes importantes en la actividad del

sistema inmunitario.

Se ha demostrado que los LXR protegen a los macréfagos de la apoptosis
inducida por la infeccion de wvarios patdgenos, incluyendo Listeria
monocytogenes (Joseph et al., 2004), Bacillus antracis, Escherichia coli y
Salmonella Typhimurium, asi como de la apoptosis inducida por diversas
formas de estrés celular, como la privacion de factores de crecimiento
(Valledor et al., 2004). Estos efectos se relacionaron con la represion de
diversos miembros de la familia de las caspasas y otros factores pro-
apoptoticos, y con la induccion del gen AIM (Apoptosis inhibitor secreted by
macrophages), diana especifica de LXRa, y de los genes anti-apoptoticos Bel2ll
y NAIP (Neural Apoptosis Inhibitory Protein) (Sean B. Joseph et al., 2004;
Valledor et al., 2004).

Otros estudios, han demostrado el papel de LXR en la regulaciéon positiva de
la fagocitosis de células apoptéticas (figura 9). Hace anos de observé que la
expresion de ABCA1 favorece la formaciéon de fagosomas mediante la
modificacién de la composicién de fosfolipidos en la membrana (Hamon et
al., 2000). Posteriormente, se identificé Mertk (¢c-Mer Tyrosine Kinase) como una
diana directa de LXR (A-Gonzalez et al., 2009). Mertk es miembro de la
familia de receptores tirosina kinasa MER/AXL/TYRO3 que actia como
receptor de Gas6, una proteina que se une a la membrana de las células
apoptoticas, favoreciendo la fagocitosis y eliminacion de estas células (Scott

et al, 2001). Ademas, se ha observado que la fagocitosis de células
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apoptoticas activa los LXR, con lo que las propias células apoptoticas estarfan
promoviendo su eliminaciéon (mediante la inducciéon de ABCA1 y MertK) (A-

Gonzalez et al., 2009).

Finalmente, estudios recientes han descrito una via mediante la cual la
activaciéon de los LXR limita la infeccion de macréfagos por Salmonella
Typhimurium. LXR induce la expresion del ectoenzima CD38, cuya actividad
se traduce en una reduccion de los niveles intracelulares de NAD. Estos
cambios metabdlicos limitan la capacidad de la bacteria para invadir al

macréfago (Matalonga et al., 2017).

3.5 LXR en el control de la proliferaciéon

Diversos investigadores han descrito la capacidad de los LXR para ejercer
funciones anti-proliferativas en diversos tipos celulares, incluyendo células
primarias del sistema inmunitario y lineas celulares tumorales (Barba et al.,
2009; Chuu et al., 2007; Pascual-Garcia et al., 2011; Vedin et al., 2009). Los
mecanismos que median los efectos anti-proliferativos de los LXR son
variados en funcién del tipo celular. En linfocitos T, la inhibicién de la
proliferacion se darfa mediante la reduccion de colesterol intracelular a través
de un mecanismo dependiente de la induccion de ABCG1 (Bensinger et al.,
2008). Por el contrario, los LXR inhiben la proliferacién en macréfagos de
manera independiente a ABCG1. En estos estudios, los agonistas de LXR
ejercen efectos anti-proliferativos en un modelo 7z vivo de peritonitis inducida
por concanavalina-A. Los analisis 7z vitro demostraron que en macréfagos, los
agonistas de LXR inducen cambios en los niveles de proteina de miembros

de la familia de las ciclinas y de las ciclinas dependientes de kinasa (figura 11)
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(Pascual-Garcia et al, 2011). Otros estudios realizados en osteoclastos
demostraron que el factor de transcripcion MAFB (1 =maf musculoaponenrotic
fibrosarcoma oncogene homolog B) es necesario para regular la proliferaciéon en este
tipo celular. Los osteoclastos derivados de ratones con una deficiente
expresion de MAFB mostraron una mayor capacidad proliferativa comparada
con células que expresan niveles normales de MAFB. Curiosamente, este
factor de transcripcion es inducido por los agonistas de LXR a través de la

induccién previa de SREBP1c (Menéndez-Gutiérrez et al., 2015).

Por otro lado, los LXR también inhiben la proliferacion de una gran variedad
de lineas tumorales de multiples tejidos, incluyendo prostata, mama, higado,
pulmon, cérvix, epidermis, melanoma, hueso, carcinoma escamoso y leucemia
de células T (Chuu et al,, 2010). A pesar de la variedad de mecanismos
implicados en la capacidad anti-proliferativa de los LXR, la inhibicién de la
expresion de la ubiquitina ligasa SKP2 (§-Phase Kinase associate Protein 2),
parece ser una via recurrente en varias de estas lineas tumorales como LNCaP
(prostata), PC-3 (prostata), H1299 (pulmén), MCF-7 (mama), HepG2
(higado) y HelLa (cérvix) (Chuu et al, 2010; Chuu et al., 2007). La actividad de
SKP2 resulta en la ubiquitinacién del inhibidor del ciclo celular p27/Kipl,
que se encarga de parar el ciclo celular en la transicion de la fase G1 a la fase
S del ciclo (Carrano et al., 1999). La ubiquitinacién de p27/Kipl supone la
degradacion de esta proteina a través del proteasoma, reduciendo asi la
capacidad de la misma de controlar negativamente el ciclo celular. Por tanto,
la disminucién de la expresiéon de Skp2 mediada por LXR resulta en un
incremento en la vida media de p27 y un mayor control negativo de la

progresion a través del ciclo celular.
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De los muchos tipos de cancer en los que LXR parecen tener un papel
antitumoral relevante, son interesantes los tesultados obtenidos en lineas
tumorales de cancer de mama (Vedin et al, 2009). En este trabajo la
capacidad proliferativa de las lineas celulares MCF7 y T47D se ve reducida
por los agonistas de LXR, mientras que en las lineas MB-MDA-231 y SK-
BR3 los agonistas tienen pocos o nulos efectos sobre la proliferacion.
Curiosamente, las lineas MCEF7 y T47D expresan en el receptor de estrogenos

(ERa) mientras que MB-MDA-231 y SK-BR3 son negativas para ERa.

Ademas, la presencia de un inhibidor de ERa reduce los efectos anti-
proliferativos de los agonistas de LXR. En estas células, los efectos anti-

tumorales de los LXR estan mediados por la represion tanto de SKP2, como

de las ciclinas A2 y D1.
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Figura 11. Moléculas del ciclo celular afectadas por los LXR. Los LXR inhiben la
progresion del ciclo celular a través de la represion de diversas moléculas reguladoras del
ciclo. En macréfagos reducen la expresion proteica de las ciclinas D1y Bl y de las CDK2 y
4. En células de cancer de mama ER positivas reprimen la expresion de las ciclinas D1y A2,
y en multiples lineas tumorales aumentan los niveles de p27 a través de la represién de SKP2

(Pascual-Garcia et al., 2011; Vedin et al., 2009; Chuu & Lin, 2010).

In vivo, los efectos anti-tumorales de los LXR han generando resultados
contrapuestos dependiendo del modelo utilizado. En el modelo de ratén de
cancer de mama MMTV-PyMT, el tratamiento con el agonista de LXR
GW3965 reduce el volumen del tumor primario, pero exacerba la formacion
de focos metastaticos en el pulmén (Nelson et al., 2013). En cambio, estudios
en melanoma revelan que el tratamiento con GW3965 reduce tanto el
crecimiento tumoral primario como la formacién de metastasis a través de un
mecanismo que implica la inducciéon de ApoE (Apolipoprotein E) (Pencheva et
al., 2014). Finalmente, estudios realizados con células tumorales humanas y de
ratéon (RMA, B16, LOVO, MR255 y MSR3) sugirieron un papel pro-tumoral
de los LXR. En estos estudios se propuso que los tumores producen ligandos
de LXR, y que la activacién del receptor nuclear reprime la expresion del
receptor CCR7 en la superficie de las células dendriticas. Como consecuencia,

se reduce la migracion de las células dendriticas a los nédulos linfaticos y se
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compromete la respuesta inmunolégica anti-tumoral, aumentando el
crecimiento del tumor. En estos estudios, en los animales en los que los
tumores expresan la enzima SULT2B1b, que inactiva a los agonistas de LXR,
se recupera la migracién de células dendriticas hacia nédulos linfaticos y el

sistema inmunitario es capaz de controlar el crecimiento del tumor

(Villablanca et al., 2010).
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4. HIPOTESIS

En este trabajo queremos extender el analisis del papel de los LXR en la
regulaciéon de diferentes aspectos relacionados con la biologfa tumoral.
Teniendo en cuenta los efectos anti-inflamatorios de los agonistas de LXR en
diferentes modelos, y considerando que los LXR juegan un papel clave en la
regulaciéon de la biologia del macréfago en diferentes contextos, nuestra
hipétesis es que los LXR ejercen funciones importantes en la regulacion del
microambiente tumoral. Para ello hemos investigado, por un lado, si los LXR
tienen un papel relevante en la regulacion del perfil metastatico de las lineas
celulares BM-1833 con preferencia a hueso y LM2-4175 con preferencia a
pulmén, y en su capacidad proliferativa, y por otro lado si los LXR ejercen

algiin papel relevante sobre la biologia de los macréfagos asociados a tumor.
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Obijetivos

1. Estudio del papel de los /Jiver X receptors sobre la

proliferacion de células tumorales

2. Estudio del papel de los /iver X receptors sobre el perfil

de expresion génica de células metastaticas.
3. Estudio del papel de los Ziver X receptors sobre la

expresion de quimiocinas en macrofagos asociados a

tumor.
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Materiales y Métodos
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1. Proteinas recombinantes y agonistas

Las protefnas recombinantes GM-CSF e IL-4 fueron adquiridas en
PreproTech (Roky Hill, NJ, EE.UU.). Como agonistas sintéticos de LXR se
utilizaron T101317 de Cayman Europa (Tallin, Estonia) y GW3965 de
GlaxoSmithKline (Research Triangle Park, North Carolina, EE.UU.).

2. Animales

Los ratones C57BL/6 fueron adquitidos de Harlan. Los ratones deficientes
en LXR (Repa et al.,, 2000) fueron cedidos por el Dr. David Mangelsdorf
(UT Southwestern Medical Center, Dallas, TX, EE.UU.). Estos ratones se
encuentran en entorno genético C57BL/6 por mas de diez generaciones. Las
médulas 6seas procedentes de ratones deficientes en IRF4 fueron cedidas por
Magdalena Huber (Institute for Medical Microbiology and Hospital Hygiene,
University of Marburg, Marburg, Alemania). Las médulas 6seas procedentes
de ratones deficientes en JunD 6 JunB fueron cedidas por Erin Wagner,

(CNIO, Madrid, Espana).

Todos los protocolos que requieren manipulacién animal fueron aprobados
por los comités éticos de experimentacion con animales del Parc Cientific de

Barcelona y de la Universidad de Barcelona.
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3. Cultivos celulares

Las lineas celulares BM-1833 y LM-4175 fueron cedidas por el Dr. Joan
Massagué (Memorial Sloan Kettering Cancer Center, New York, EE.UU). Se
mantuvieron en medio DMEM (BioWest, Nuaillé, Francia) suplementado
con un 10 % de suero fetal bovino (FCS)(Sigma) inactivado por calor y un 1
% de penicilina/estreptomicina (BioWest, Nuaillé, Francia), a 37 °C y 5 % de
CO,.

Los macréfagos derivados de médula 6sea se obtuvieron a partir de médulas
de ratones de entre 6 y 10 semanas de dedad extraidas del fémur, tibia y
humero. Estas fueron diferenciadas a macréfagos con DMEM suplementado
con 20 % de FCS inactivado por calor, 1 % de penicilina/estreptomicina y 30
% de medio condicionado L-Cell como fuente de M-CSF. El medio L-Cell
fue obtenido a partir del sobrenadante de células 1.929 incubadas en DMEM

suplementado con un 10 % de FCS inactivado por calor.
La linea celular de tumor de pulmén 3LLR de ratén C57BL/6 fue mantenida

en medio RPMI con L-Glutamina (BioWest Nuaillé, Francia) suplementada

con 10 % de suero y 1 % de penicilina/estreptomicina.
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4. Generacion de transfectantes estables de las lineas LM-24175 y BM-
1833 que expresan LXRa

La transfeccion de las células BM-1833 y LM-4175 con el plasmido pcDNA-
3xFLAG-LXRa (cedido por Christopher K. Glass, UCSD, CA, EE.UU) se
realiz6 en placas de cultivo celular de 60 mm al 50 % de confluencia
utilizando el reactivo Superfect (Qiagen, Hilden, Alemania) segun las
instrucciones del fabricante. Brevemente, 5 pg de plasmido se incubaron con
30 wl de Superfect y 150 pl de DMEM sin suero ni antibiéticos durante 20
minutos a temperatura ambiente para permitir la formacién de complejos de
plasmido y reactivo. Esta solucion se afiadié a la placa de cultivo con 1 ml de
medio completo y se incubé 2,5 h a 37 °C. Posteriormente se lavaron las
células, se les afladié medio de cultivo fresco (con suero y antibidticos) y se
incubaron a 37 °C durante 2 dias. En este punto afladimos geneticina 500
ug/ml (Life Technologies, Grand Island, NY, EE.UU.) e incubamos durante
3 dias para seleccionar positivamente las células que habian adquirido el
plasmido, y con él, el gen de resistencia a neomicina. Las células resistentes
fueron recolectadas, diluidas 1:10 y sembradas con geneticina 1 mg/ml
durante dfas hasta que la formacién de colonias es visible. Varios clones
fueron amplificados de los cuales se analiz6 la expresion de 3xFLAG-LXRa
mediante western blot utilizando un anticuerpo especifico contra la marca
Flag (anticuerpo monoclonal anti-Flag M2, Eastman Kodak). Se seleccioné
un clon que expresara LXRa a un nivel intermedio (figura 12) y se usé para
realizar los consiguientes experimentos. La expresion de LXRa y LXRp fue
finalmente confirmada por PCR cuantitativa. A partir de este punto, los
clones seleccionados fueron nombrados LM2-4175- LXRa y BM-1833-

LXRa, respectivamente.
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Figura 12. Obtencion de clones de BM-1833 y LM2-4175 que expresan de forma
estable FLAG-LXRa. A) Se extrajo la proteina total de 6 clones y la expresiéon de FLAG-
LXRa fue analizada por western blot usando un anticuerpo especifico contra FLAG. Se
seleccionaron el clon 5 de BM-1833 y el clon 3 de LM2-4175. B) Se determin6é mediante
qPCR la expresién de LXRa y f3 en el clon 5 de BM-1833 y en el clon 3 de LM2-4175 y se
compat6 con la expresion de LXRo y 3 de BM-1833 y LM2-4175 sin transfectar. Se muestra

el promedio de la expresion génica de entre 2 y 5 muestras.

74



5. Obtencion de TAMs

En algunos estudios, 3 x 10° células de la linea celular 3LLR fueron
inyectadas de manera subcutinea en el lomo de ratones C57BL/6 y se
dejaron proliferar durante 15 dfas. Tras 2 semanas, los tumores de varios
animales fueron extirpados y procesados conjuntamente para obtener una
suspension celular. Para ello, los tumores se trocearon mecanicamente con
tijeras y se incubaron con un céctel de enzimas digestivas (colagenasa tipo 1

10 U/ml, colagenasa tipo IV 400 U/ml y DNAsa tipo I 30 U/ml,
[Worthington, Lakewood, NJ, EE.UU.]) 25 minutos a 37°C. Los tumores
digeridos fueron filtrados con una malla con poros de 70 um de diametro
para generar la suspension celular. Esta suspension fue tratada con un
tampon de lisis de eritrocitos antes de realizar un gradiente de ficoll (Stemcell
Technologies, Vancouver, Canada) para enriquecer la poblacion de células
leucocitarias. La suspensién celular fue diluida a una concentracién de 10
células/ml e incubada con anticuerpos fluorescentes especificos para los
marcadores de superficie CD11b, Ly6G, Ly6C y MHCII (tabla 3)(Movahedi
et al. 2010). Para el aislamiento de TAMs separamos las poblaciones CD11b",
Ly6G, Ly6C y MHCII™ y CD11b", Ly6G,, Ly6C y MHCII™®", a los que
llamamos MHCIT"™TAM y MHCII""TAM respectivamente (figura 13),
mediante el separador celular FACSaria Fusion (BD Bioscience, San José,
EE.UU). El cultivo ex vvo de estos macrofagos se realizé en medio RPMI
con L-glutamina y hepes (BioWest) suplementado con piruvato sédico 10
mM (BioWest), aminoacidos no esenciales (1x) (BioWest) y 2-mercaptoetanol

(Sigma-Aldrich) 3,7 nM.
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Figura 13. Poblaciones de células mieloides presentes en el microambiente
tumoral. Ratones C57BL/6 fueron inyectados con 3x10¢ células 3LLR por via subcutinea
y se dej6 al tumor desarrollarse durante 15 dias. Posteriormente se extirpé el tumor y se
obtuvo una suspensién celular que fue incubada con anticuerpos acoplados a fluoréforo
contra los siguientes marcadores: CD11b, Ly6G, Ly6C y MCHIIL Se analizaron las
distintas poblaciones celulares mediante citomettia de flujo. En los recuadros se indican las
poblaciones mieloides (CD11b*) analizadas: Neutréfilos (CD11b* Ly6G*), Monocitos
inmaduros (CD11b* Ly6G- Ly6C* MHCIIMev), MHCIIYY TAM (Tumor asscociatea
macrophage) (CD11b* Ly6G- Ly6C- MHCII'ev), MHCIIHi¢h TAM ) (CD11b* Ly6G- Ly6C-
MHCIIMgY TADC (Tumor associated dendritic cell) ) (CD11b* Ly6G- Ly6C- MHCIIBright).
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Tabla 3. Anticuerpos unidos a fluor6foro utilizados en citometria y separacion

celular.
Anticuerpo Fluoro6foro Marca Clon
Anti-Ly6G APC BioRad ER-MP20
Anti-MHCII BV421 BD Bioscience M5/114.15.2
Anti-CD11b PE-Cyanine7 eBioscience M1/70
Anti-Ly6G PerCP/Cy5.5 Biolegend 1A8

6. Extraccion de ARN, generacion de ADNc y PCR cuantitativa a
tiempo real

Las células fueron lavadas con PBS vy la extraccion de ARN total se realizo
con el reactivo TriReagent (Sigma-Aldrich) segun las instrucciones del
fabricante. Para la generaciéon de ADNc, se realiz6 la transcripcion reversa de
1 ug de ARN total utilizando el enzima M-MLV RNAse (H-) Point Mutant
(200 unidades) (Promega, Madison, WI), Oligo(dT);; (500 ng) (Biotools,
Espafia) y una mezcla de oligonucleétidos para PCR (0,5 mM) (Promega). El
analisis de expresion génica se llevd a cavo mediante PCR cuantitativa a
tiempo real (qQPCR). Para ello, por cada reaccién utilizamos 2 ul de ADNc
diluido 1/8, primer forward y reverse 0,3 mM y Power SYBR Green diluido
1/2 (Applied Biosystems, Foster city, CA, EE.UU.) . El programa de PCR
fue de 30 segundos a 95°C para la desnaturalizacion, 30 segundos a 60°C para
la hibridacién y 30 segundos a 72°C para la elongacion. La especificidad de
los primers fue comprobada mediante una curva de disociacion. La secuencia
de los primers utilizados se muestra en la tabla 4. La amplificaciéon y

monitorizacién se llevd a cabo con el termociclador ABI Prism 7900 HT
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Sequence Detection System (Applied Biosystems). Los datos se muestran

como expresion relativa de ARNm normalizados con la expresion del gen

LL14 para los genes de ratén y ciclofilina A para los genes humanos.

Tabla 4. Primers usados para el analisis de la expresion génica.

Gen

Primer Forward

Primer Reverse

CASP1
CTGF
CXC11
CXCR4
CYCLOPHILIN A
EREG
FGF5
ID1
1L-11
KNYU
LXRx
LXRB
MAFB
MMP1
SKP2
SPANX1B
p21
PMEPA1
TNC
VCAM1
Argl
Cell7
Cel22
Inf4
Jmyd3
L14
Lxra
Lrf8
Mgll
Mre?
Ym1

5-ATTTTCCGCAAGGTTCGATTT-3'
5-CTTGCGAAGCTGACCTGGAA-3'
5'-GCCCAAACCGAAGTCATAGC-3'
5"AGGTAGCAAAGTGACGCCGA-3'
5'"ACGGCTCCCAGTTCTTCATCAC-3'
5CCATCTTCTACAGGCAGTCCTC-3'
5"TCCATGCAAGTGCCAAGTTCAC-3'
5-GTATCTGCTTCGGGCTTCCA-3'
5-GCTGCACCTGACACTTGACT-3'
5"ATTTTGCCTGCTGGTGTTCC-3'
5'-CGCACTACATCTGCCACAGT-3'
5-CTGCAGCACAGACTGGGTCA-3'
5CATAGAGAACGTGGCAGCA-3'
5-CGAATTTGCCGACAGAGATGAA-3'
5CATTTCAGCCCTTTTCGTGT-3'
5-GGCCACTGCGAAGATTCAAA-3'
5-CCTCATCCCGTGTTCTCCTTT-3'
5-GCACAGTGTCAGGCAACGG-3'
5'-CACAGCCACGACAGAGGC-3'
5-GCTGCTCAGATTGGAGACTCA-3'
5"TTGCGAGACGTAGACCCTGG-3'
5"TGCTTCTGGGGACTTTTCTG-3'
5-CCTTCTTGCTGTGGCAATTCAG-3'
5“ATTGGAGCACAGAGAGGCTT-3'
5“CTGGTTCACTTCGGCTCA-3'
5" TCCCAGGCTGTTAACGCGGT-3'

5'CCTTCCTCAAGGACTTCAGTTACAA-3'

5-CATTGCGACTCCAGGACAAGA-3'

5"TGAGAAAGGCTTTAAGAACTGGG-3'
5-GGTTCACCTGGAGTGATGGTTC-3'

5"TGTTCTGGTGAAGGAAATGCG-3'

5-CTGCGCTCTACCATCTGGCT-3'
5-GCTCGGTATGTCTTCATGCTGG-3'
5GAGGCAAGCTTTCCGCC-3'
5“AGATGCGGTGGCTACTGGAG-3'
5"TATCCCGGCTGTCTGTCTTGGT-3'
5“AGTGTTCACATCGGACACCA-3'
5'-ACATACCACTCCCGCCCTGTTT-3'
5-AAACAGAATGGGCAAAGCGA-3'
5" TAAGATCTGGCTTTGGAAGGAC-3'
5“ACTCCGATCTCGCAGGTTTAAT-3'
5“TCTTCAGGCGGATCTGTTCT-3'
5“TTGCGCTCTGGTTCCTCTTC-3'
5"GTGTGCCCCAAGACAAAGTT-3'
5"TCTAGGGAAGCCAAAGGAGCTG-3'
5-GGGCAAATTCAGAGAATCCA-3'
5-CCTGCGGACACTGGATTGTT-3'
5'-GTACCACCCAGCGGACAAGT-3'
5"AGATGGTGGGTGGCAGGTC-5'
5'-CACAGCCACGACAGAGGC-3'
5-CGCTCAGAGGGCTGTCTATC-3'
5-CAAAGCTCAGGTGAATCGGC-3'
5'“CATCCCTGGAACACTCCACT-3'
5-CTCGGTTCTTGACGGTTATCA-3'
5“TGTAGGACATGACACCACCC-3'
5"GGCCTGGTACTGTGCGTATT-3'
5-GCGCTGGCTGAATGCTCTG-3'

5-CATGGCTCTGGAGAACTCAAAGAT-3'

5'-CCCAGATCTCGGACAGCAAG-3'
5'GACCACCTGTAGTGATGTGGG-3'

5-GTGGATTGTCTTGTGGAGCAGG-3'

5'CGTCAATGATTCCTGCTCCTGT-3'
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7. Analisis masivo de la expresion génica

El ARN total fue extraido utilizando TriReagent (Sigma-Aldrich). Las dianas
de hibridacién fueron preparadas a partir de 25 ng de ARN total, utilizando el
sistema de amplificacién isotermal SPIA Biotin System v2 (nuGEN
Thechnologies, Inc., San Carlos, CA). 2,2 ug de ADNc fueron hibridados en
cada array (GeneChip PrimeView Human Gene Expression Array)
(Affimetrix, Santa Clara, CA, EE.UU.). Los arrays fueron escaneados en un
GeneChip Scanner 3000 (Affymetrix). Se generaron archivos CEL a partir de
archivos DAT utilizando GCOS software (Affimetrix). Las estimaciones de
expresion fueron calculadas a partir de las intensidades de las sondas
utilizando el algoritmo WPP (Auer et al, 2007). Las estimaciones de
expresion generadas mediante WPP representan valores de log2. El promedio
de los valores de dos experimentos independientes fue utilizado para el
analisis. El mapa cromatico fue generado a través de CIMminer, programa
desarrollado por Genomics and Bioinformatics Group, Laboratory of
Molecular Pharmacology (LMP), center for Cancer Research, National
Cancer Institute (EE.UU.).

8. Extraccion de proteina y Western Blot

Las células fueron lavadas dos veces con PBS frio y lisadas con una solucién
al 1 % de Triton X-100, 10 % Glicerol, 50 mM HEPES, pH 7,5, 250 mM de
NaCl, 1 ug/ml aprotinina, 1 ug/ml leupeptina, 1 ug/ml iodacetamida, 1 mM
PMSF, 1 mM de ortovanadato sédico. El material insoluble fue descartado

por centrifugaciéon. Los lisados celulares (entre 50 y 100 ug) fueron
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calentados a 95°C en presencia de un tampoén de carga (con SDS y B-
mercaptoetanol), separados mediante SDS-PAGE y transferidos a una
membrana de nitrocelulosa mediante electroforesis (Hybond-ECL; GE
Healthcare Europe Gmbh, Munich, Alemania). Las membranas fueron
bloqueadas con una solucién de TBS-0,1 % Tween 20 (IBS-T) suplementada
con 5 % de leche desnatada durante 1 hora a temperatura ambiente y
posteriormente, incubadas con el anticuerpo primario durante toda la noche a
4°C. Para la detecciéon de FLAG utilizamos un anticuerpo primario anti-Flag
(M2, Eastman Kodak) producido en ratén. Para la deteccion de p27 se utilizo
un anticuerpo primario anti-p27 (C-19, Santa Cruz Biotechnologies)
producido en conejo. Tras la incubacién con el anticuerpo primario las
membranas fueron sometidas a tres lavados con TBS-T. Como anticuerpo
secundario utilizamos anti-IgG de ratéon o conejo (Sigma-Aldrich) que
incubamos durante 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente, realizamos la
detecciéon mediante quimioluminiscencia utilizando ECL (GE Healthcare

Europe) y exponiendo las membranas a films de rayos-X (Fujifilm Tokyo,

Japon).

9. Analisis del contenido de ADN por citometria de flujo

Las células (5x10°) fueron fijadas con etanol al 70 %, lavadas con PBS e
incubadas con una solucién de ioduro de propidio 5 ug/ml suplementada
con 0,05% de Triton X-100 y 0,5 ug/ml de RNAsa A (Sigma-Aldrich)
durante 1 hora a 37°C. La tincién con ioduro de propidio de un minimo de
15.000 células fue determinada con el citometro Coulter Epics XL Beckman

(Beckman Coulter, Fullerton, CA) y la distribucion de nucleos en el ciclo
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celular fue determinada con el programa multicycle (Phoenix Flow Systems,

San Diego, CA)(figura 14).
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Figura 14. Analisis del ciclo
celular mediante tinciéon con
ioduro de propidio y citometria
de flujo. El ioduro de propido tifie
el ADN y nos permite determinar el
porcentaje de nucleos en las fases
G1, S y G2 del ciclo celular en
funciéon de la cantidad de ADN

presente en la célula.

Para la determinaciéon de la proliferacion celular se utilizaron métodos

directos e indirectos. Como método directo, 5x10° células fueron sembradas

en placas de cultivo de 100 mm de diametro con medio DMEM

suplementado con 10 % de suero en presencia o ausencia de agonistas de

LXR y se dejaron proliferar. Al cabo de 1, 3 y 7 dias se recogieron mediante

tripsinizacion y se realizaron un minimo de 4 contajes por muestra usando un

hematocitémetro, descartando las células no viables mediante tincién con

azul de tripano (Sigma-Aldrich).
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Como método indirecto se determino la incorporacién de timidina-H?’. Para
ello, 100.000 células fueron incubadas en ausencia de suero durante 24h en
presencia o ausencia de agonistas de LXR. Afiadimos 10% de suero y L-
glutamina (0,3 g/1) e incubamos otras 24 horas. Postetiormente realizamos un
pulso con timidina-H> (1uCi/ml; ICN Pharmaceuticals, Costa Mesa, CA)
durante 6 horas. Las células se fijaron con metanol al 70 %, se lavaron con
acido tricloroacético al 10 % y se lisaron con una solucién de lisis (0,3M
NaOH, 1 % SDS; Sigma-Aldrich). La radioactividad fue cuantificada en
liquido de centelleo EcoLite™ (MP Biomedicals, Santa Ana, CA) utilizando
un contador 1400 Tri-Carb Packard (GMI, Minneapolis, MN). Cada muestra
se analizé por triplicado y los resultados se expresaron como la media de dpm

(descomposiciones por minuto) +/- la SEM de tres expetimentos.

11. Generacion de construcciones con elementos de uniéon a IRF4

En este estudio se llevd a cabo un analisis bioinformatico de datos de ChIP-
Seq publicados por Ciofani y colaboradores (Ciofani et al., 2012) en los que
se usaron anticuerpos contra IRF4 para determinar los sitios de unién de este
factor de transcripcién a lo largo del genoma durante la diferenciacion de
linfocitos Th17. Mediante este analisis, tres potenciales sitios de unién de
IRF4 fueron identificados en regiones colindantes del gen que codifica para
Ccl17. Estas regiones se encuentran fuera del promotor y representan
potenciales enhancers. Para el analisis de la actividad de estos tres enhancers
en macrofagos, clonamos estas regiones en el vector pGL3-promoter
(Promega) (figura 15). Las tres regiones, llamadas Ce/17 enbancer 1, Cell17

enhancer 2y Cel17 enbhancer 3, fueron amplificadas mediante PCR utilizando los
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primers que se muestran en la Tabla 5. Para ello, 100 ng de ADN genémico
de ratén fueron amplificados utilizando el preparado enzimatico
REDExtract-N-Amp PCR Ready Mix (Sigma-Aldrich) siguiendo las
indicaciones del fabricante. Los productos de PCR fueron separados
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 % y los fragmentos de interés
fueron escindidos y purificados usando el kit Ilustra GFX PCR DNA and
Gel Band Purification Kit (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK).

Tabla 5. Primers utilizados en la generacion de las construcciones Ccll7 enhancer 1, 2

y 3.
Nombre Forward primer Reverse primer
Ccl17 enhancer 1 5-GGTCGGTACCGCAGATGAAGAAACCAAGGG-3' 5-CGCCCTCGAGTTAACA AAAGAGAAAGG-3'
Ccl17 enhancer 2 5"GGCCGGTACCTAGCATCTTATTGCATAGCC-3' 5-CGCCCTCGAGCCTTAATATACACCTACGGC-3'
Ccl17 enhancer 3 5-ACATGACGACTGAAACATGG-3' 5-"AGCGTGCACTGATTCGTGGG-3'
pGL3 sequencing 5-C ATG TTGGCGTCTTC-3'

El producto de PCR de Ccl17 enhancer 3 fue clonado en el vector pCR2.1
utilizando el TA Cloning kit (Invitrogen, Carlsbad CA) siguiendo las
indicaciones del fabricante. El producto de esta ligacién fue amplificado
mediante la transformacioén de bacterias E.co/i competentes, la seleccion de
colonias positivas resistentes a ampicilina, el crecimiento de colonias positivas
en medio liquido con ampicilina y la purificacién del plasmido mediante un
protocolo de mini-prep. Para este ultimo paso, 1 ml de crecimiento
bacteriano fue resuspendido en tampoén I (50mM glucosa, 25mM TrisHCL
pH 6.0, 10mM EDTA) lisado durante 5 minutos en hielo con tampén II
(10% SDS, NaOH 10N) y neutralizado durante 5 minutos en hielo con
tampon 1T (75 mM acetato de potasio, 11,5% acido acético). Para separar el

plasmido se afadi6 un volumen 1:1 de cloropan (fenol 25:cloroformo
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24:isoamil alcohol 1). Una vez recuperada la fracciéon acuosa, el ADN fue
precipitado usando 2 volumenes de etanol frio y resuspendido en agua miliQ.
Se comprobé la presencia del inserto mediante la digestién con la enzima de
restriccion HindIII (Takara, Shiga, Japon) siguiendo las instrucciones del
fabricante y analizando el patrén de bandas mediante electroforesis en gel de
agarosa. Seleccionada una colonia positiva, se procedié al subclonaje del
inserto en el vector pGL3 promoter (Promega). Para ello, primero se obtuvo
ADN plasmidico de alta calidad mediante maxiprep utilizando el Kit Jet Star
2.0 (Genomed, St Louis, MO) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Posteriormente, 5 ug del vector pCR2.1-ccl17 enhancer 3 y 5 ug de pGL3
promoter fueron digeridos con las enzimas de restriccion Kpnl y Xhol. Las
bandas correspondientes al inserto y al vector pGL3 promoter linearizado,
fueron identificadas por electroforesis en gel de agarosa, purificadas con GFX
PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare, Buckinghamshire,
UK) y cuantificadas con Nanodrop (Thermo Scientific, Wilmington, DE). La
ligacién se llevé a cabo con una proporciéon molar inserto:vector de 3:1 con
130 U de ligasa de ADN T4 (Promega) durante 18 horas a 14 °C. La
transformacion de bacterias con el producto de ligacion, seleccion de clones y
posterior obtencién de plasmido a gran escala se realizé tal y como se ha
descrito mas arriba. Para la amplificaciéon por PCR de las regiones Ce/17
enhancer 1 y Cell7 enbhancer 2 se utilizaron primers (tabla 5) que afiaden dianas
de restriccion para Kpnl y Xhol en los extremos del amplicon. Tras purificar
los productos de PCR del gel de agarosa, estos fueron digeridos con las
enzimas Kpnl y Xhol (Takara) y ligados el vector pGL3 promoter
(Promega), previamente linearizado con las misma enzimas de restriccion. La
seleccion, amplificacion y comprobaciéon de clones positivos se realizé tal y
como se ha descrito para la region Ccll7 enhancer 3. Para cada una de las

construcciones definitivas, se realiz6 una comprobacion final mediante
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secuenciacion usando el Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems) utilizando el primer pGL3 sequencing que se encuentra en

la tabla 5 y el secuenciador de ADN ABI Prism 377 (Applied Biosystems).

P P"me,’acz“ NG Hind 1l Kont Sacl BamHI  Spel
EcoRV BstX | Not | Xho| Nsi | Xba | Apal
T7 Promoter M13 Forward (-20) Primer
Synthetic poly(A)
signal / transcriptional
— pause site
(for background
Amp' reduction)
\ Kpnl |5
f1ori Ccl17 enhancer 1
Ccll17 enhancer 2
or Ccl17 enhancer 3
‘ pGL3-Promoter Xhol |32
Vector Bglll |36
5010b
2202 |Sall £ P) SV40 Promoter
2196 [BamHI SV40 late
poly(A) signal Hindlll 245
(for luc+ reporter) luc+ Ncol 278
Hpal 2094
Xbal 1933 "_'/

Figura 15. Generacion de las construcciones Cd17 enhancer 1, 2 y 3. A) El fragmento
Cel17 enbancer 3 fue clonado en el vector pCR2.1 B) Las construcciones Ce/17 enbhancer 1, 2 y 3

fueron clonadas en el vector pGL3 promoter en las dianas de restriccién Kpnl y Xhol.
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12. Transfeccion transitoria y evaluacion de actividad enzbancer de la
transcripcion.

Células de la linea de macrofagos RAW264.7 fueron sembradas en placas de
12 pozos a razén de 100.000 células por pozo el dia anterior a la transfeccion.
Las células fueron a continuacién transfectadas con 100 ng de construccioén
(Cel17 enbancer 1, Cell7 enhancer 2 0 Cell7 enbhancer 3) o de pGL3 vacio (como
control de la actividad basal del promotor SV40 en ausencia de enbancer). Para
evaluar si la actividad de los enbancer es regulada por IRF4 co-transfectamos

las células con un plasmido pMIG-IRF4 que expresa constitutivamente IRF4
(So et al,, 2017). Ademas co-transfectamos 500 ng de pcDNA3-LXRa,

plasmido de expresion de LXRa, para asegurar una buena respuesta al
agonista de LXR y 10 ng de plasmido de expresion de renilla como control de
la eficiencia de transfeccion. Para realizar la transfeccion utilizamos Superfect
(Qiagen, Valencia, CA, EE.UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Después de realizar los estimulos pertinentes, las células fueron lavadas con

PBS y lisadas con un tampoén de lisis (Promega).

La actividad luciferasa fue evaluada utilizando el Dwual Luciferase Reporter Assay
(Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante en un luminémetro
Infinite M200 (Tecan, Méinnedorf, Suiza). Los valores de actividad luciferasa

fueron normalizados usando los valores de actividad renilla.
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13. Modelo 77 vivo para la evaluacion de los efectos de los agonistas de
LXR sobre la proliferaciéon tumoral y sobre el microambiente tumoral.

3 x 10° células de la linea celular 3LLR, a una concentracién de 15x10°/ml,
fueron inyectadas de manera subcutanea en el lomo de ratones macho WT
(C57BL/6) o de ratones deficientes en LXRa y f (LXRaf-/-; en entorno
genético C57BL/6. Al séptimo dia, una vez establecido el tumor, y durante
los siguientes 8 dias, los animales recibieron una dosis diaria del agonista de
LXR T1317 (15 mg/kg de animal) via intraperitoneal. Los animales control
recibieron una dosis equivalente de vehiculo (DMSO) diluido en PBS.
Durante este mismo periodo, se tomaron medidas de anchura (lado corto) y
largura (lado largo) diarias de los tumores utilizando un pie de rey. Al final del
experimento, el volumen tumoral se calculé utlizando la férmula
IV=mx (d°x D)/ 6dénde 1 es el volumen, 4 es la anchura y D la largura
(Casazza et al, 2013). El dia 15 de experimento, los animales fueron
sacrificados y los tumores extirpados. Para la deteccion de células mieloides y
obtenciéon de TAMs, los tumores fueron procesados individualmente
siguiendo el protocolo descrito en el apartado 5. Obtencién de TAMs.
Durante el procesado tumoral, antes del tratamiento con enzimas digestivas,
se apartaron 500 ul de sobrenadante para la cuantificacién de quimiocinas.
Los TAMs obtenidos tras la separacion celular fueron directamente lisados y
procesados para la obtencion de ARN. El analisis de la expresién génica en
estas células se llevé a cabo siguiendo los métodos descritos en el apartado 0.

Extracciéon de ARN generaciéon de ADNc y PCR cuantitativa a tiempo real.
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Estudio 1. Caracterizacién de los efectos de LXR sobre la proliferacion
y expresion de genes asociados a metastasis en células de cancer de
mama humanas

Para la realizaciéon de este estudio se escogieron como modelo las lineas
celulares de cancer de mama humanas LM2-4175 y BM-1833. Estas lineas
celulares se originaron a partir de la linea celular MDA-MB-231 y tienen la
particularidad de presentar una mayor capacidad para formar metastasis a
pulmén (LM2-4175) y hueso (BM-1833)(Minn et al., 2005; Kang et al., 2003).
Ademas de estas lineas celulares, para este estudio hemos generado las lineas

celulares LM2-4175-LXRa y BM-1833-LXRa, que fueron transfectadas
establemente con un plasmido que expresa LXRow (ver materiales y métodos).
También intentamos, sin éxito, generar lineas transfectadas con plasmido de
expresion de LXRP. Es posible que la sobreexpresion de LXRP no sea

compatible con la proliferacién de estas lineas celulares.

1.1 Estudio del papel de LXR sobre la proliferaciéon tumoral en células
de cancer de mama humanas.

Para empezar, realizamos analisis de proliferaciéon in vitro. Primero
analizamos si, en ausencia de agonistas sintéticos, habia diferencias entre las
lineas celulares que expresan establemente LXRa y las que no. Incubamos las
células en medio DMEM suplementado con FCS al 1% vy las dejamos
proliferar. Al cabo de 1, 3 y 7 dfas determinamos el nimero de células
mediante un hematocitémetro, descartando las células muertas con azul de
tripano. Los resultados de este ensayo (figura 16) demostraron que en las

células de metastasis a pulmoén no habia diferencias entre la linea que expresa
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establemente LXRa y la que no (figura 16A), mientras que si se observaron

diferencias entre las células BM-1833 y BM-1833- LXRa (figura 16B).
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Figura 16. Efectos de la expresion estable de LXRa sobre la proliferacion de las
células LM2-4175 y BM-1833. Las células con tropismo a pulmén (A) o hueso (B) fueron
sembradas en medio DMEM con un 1% de FCS y se dejaron proliferar. Al cabo de 1,3y 7
dias fueron recuperadas y contadas usando un hematocitémetro, descartando las células no
viables con azul de tripano. En cada experimento, cada condicion experimental fue llevada a
cabo por duplicado. El nimero de células en cada duplicado corresponde al promedio de
cuatro contajes. En el grfico se muestra el promedio de tres experimentos +/- SEM  para
las células de pulmén (A) y seis experimentos para las células de hueso (B). Para el andlisis

estadistico se realiz6 una prueba T-Student comparando los valores a dia 7. ** p-valor<0,01

92



Seguidamente estudiamos si el tratamiento con el agonista de LXR T1317
tiene efectos anti-proliferativos. Para ello estimulamos las células con
vehiculo (DMSO) o T1317 en dosis crecientes (1, 5 y 10 uM) vy

determinamos el numero de células al cabo de 1, 3 y 7 dfas.

En las figuras 17 y 18 se muestran los efectos del tratamiento con T1317 en la
proliferaciéon de las células metastaticas. De entrada, en las cuatro lineas
analizadas (LM2-4175, 1L.M2-4175-LXRa, BM-1833 y BM-1833-LXRa)
observamos una reduccién de la proliferacion que se produce de manera
dosis-dependiente. Ademas vemos que la sensibilidad al tratamiento con
T1317 aumenta si las células expresan establemente LXRa.. En las células que
no lo hacen, el tratamiento con T1317 a 1 uM no tiene ningun efecto, a
diferencia de las células que si expresan LXRa. establemente. Ademas, en

estas ultimas los efectos del tratamiento a 10 uM son mas potentes.

Posteriormente, evaluamos si los efectos anti-proliferativos observados
estaban causados por una alteracién en el ciclo celular. Para ello, estimulamos
las células LM-4175, LM-4175-LXRa, BM-1833 y BM-1833-LXRa. con
vehiculo (DMSO) o con concentraciones crecientes del agonista T1317 (1, 5
y 10 uM) durante 24 horas y analizamos el ciclo celular mediante marcaje con
ioduro de propidio y citometria de flujo (figura 19). Con esta tincioén
podemos determinar el porcentaje de nucleos que contienen una cantidad de
ADN equivalente a 2n (células en fase G1), el porcentaje de nucleos que
tienen una cantidad de ADN equivalente a 4n (fase G2) vy, finalmente,
aquellos nucleos que contienen una cantidad de ADN entre 2n y 4n, es decir,

aquellos que se encuentran en estado de replicaciéon del genoma (fase S)

(tigura 14).
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Figura 17. El tratamiento con T1317 reduce la proliferacion de las células LM-4175 de
manera dosis-dependiente. Las células LM2-4175 (A) y LM2-4175-LXRa (B) fueron
sembradas en DMEM suplementado con 1% de suero y estimuladas con dosis crecientes de
T1317 (1, 5 10 uM) o vehiculo (DMSO). Al cabo de 1, 3 y 7 dias se determiné el numero de
células con un hematocitometro descartando las células muertas con azul de tripano. Se
muestra el promedio +/- SEM de tres expetimentos independientes. Anélisis estadistico, test
de Anova a dfa 7 mds un test de comparaciones multiples de Bonferroni. **p<0,01,
#Hp<0,001, **p<0,0001 vs DMSO. ##p<0,01, ###p<0,001 vs T1317 1 uM.
&&&&p<0,0001 vs T1317 5 uM.
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BM-1833
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Figura 18. El tratamiento con T1317 reduce la proliferacion de las células BM-1833 de
manera dosis-dependiente. Las células BM-1833 (A) y BM-1833-LXRoa. (B) fueron
sembradas en DMEM suplementado con 1% de suero y estimuladas con dosis crecientes de
T1317 (1, 5 10 uM) o vehiculo (DMSO). Al cabo de 1, 3 y 7 dias se determiné el numero de
células con un hematocitémetro descartando las células muertas con azul de tripano. Se
muestra el promedio +/- SEM de tres expetimentos independientes. Analisis estadistico, test
de Anova a dfa 7 mas un test de comparaciones multiples de Bonferroni. *p<0,05,

#orkp <0,001, #%4p<0,0001 vs DMSO. #p<0,05, vs T1317 1 uM. &p<0,05 vs T1317 5 uM.
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En la figura 19 podemos ver el resultado del analisis del ciclo celular en las
células 1.M2-4175, LM2-4175-LXRa, BM-1833 y BM-1833-LXRa tratadas
con T1317. El tratamiento con agonista provoca una disminucién del
porcentaje de células en la fase S del ciclo celular y una acumulacién en la fase
G1, lo que se interpreta como una frenada del ciclo celular. Estos efectos se
producen de manera dosis-dependiente y adquieren una significancia
estadistica a la dosis mas alta (10 uM). Es importante mencionar que en estos
experimentos no se observo ningun incremento del porcentaje de células en
la fase sub-Gl1, por lo tanto descartamos que hubiera un incremento de la

muerte celular causada por el tratamiento con T1317.

Una vez determinados los efectos anti-proliferativos del agonista de LXR
T1317 sobre las lineas celulares LM2-4175, LM2-4175-LXRa, BM-1833 y

BM-1833-LXRa, analizamos posibles mecanismos mediante los cuales este
tratamiento podria ejercer los efectos observados. Recientemente ha sido
descrito que los LXR, mediante la induccién de la expresion de SREBPIc,
inducen la transcripcién del factor de transcripcion MAFB en osteoclastos,
una  molécula importante en el control de procesos de
diferenciacion/proliferaciéon (Menéndez-Gutiérrez et al, 2015). Por este
motivo analizamos si esta diana esta inducida por el tratamiento con T1317
en las lineas celulares de nuestro estudio. Curiosamente, el tratamiento con
T1317 no induce la expresion de MAFB (figura 20), por que lo descartamos

esta via como mecanismo anti-proliferativo en nuestro sistema.
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Figura 19. La activacion de LXR frena la progresion a través del ciclo celular. Las
células LM2-4175 (A) LM2-4175-LXRa (B) BM-1833 (C) y BM-1833-LXRa (D) se
incubaron en DMEM suplementado con un 1% de FCS y se estimularon con vehiculo
(DMSO) o con concentraciones crecientes (1, 5 y 10 uM) del agonista de LXR T1317
durante 24 horas. Posteriormente se fijaron e incubaron con ioduro de propidio y se analizé
el contenido de ADN por citometria de flujo. En las tablas se muestran el promedio del
porcentaje de células en cada fase del ciclo celular (G1, S y G2) de tres experimentos
independientes +/- SEM. Para el analisis estadistico se realizé un test de Kruskal-Wallis mas

un test de comparaciones multiples de Dunn. * p-valor<0,05 vs DMSO.
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Figura 20. El tratamiento con T1317 induce la expresion del gen MAFB. Las células
fueron sembradas en DMEM suplementado con un 1% de suero y estimuladas con vehiculo
(DMSO) o T1317 (5 y 10 uM) durante 24h. La expresiéon de MAFB fue evaluada mediante
extraccion de ARN total y PCR cuantitativa. El grafico muestra el promedio de 3-6
expetimentos +/- SEM. Para el anilisis estadistico se realizé un test de Anova més un test de

Bonferroni de comparaciones mualtiples. Se consideraron diferencias estadisticamente
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significativas si p<0,05 vs control.
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A continuacién, con el objetivo de identificar posibles vias mediante las
cuales LXR ejerce las funciones anti-proliferativas observadas, se realizé un
estudio masivo de la expresion génica mediante la utilizaciéon de un
microarray de expresion. A rafz de los resultados observados sobre la
proliferacién in vitro, se analizaron los efectos del agonista T1317 sobre la

linea LM-4175-LXRa.. Las células fueron incubadas en presencia de vehiculo

(DMSO) o T1317 (1uM) durante 24 horas. Dos muestras biolégicas
independientes fueron analizadas para cada condicién experimental. La
estimacion de la expresion de los diferentes genes se calculé a partir del
algoritmo WWP (Auer et al., 2007). Estas estimaciones generadas por WWP
representan valores de log2. A partir de estos valores se calcul6 el cambio de
la expresion de cada gen (fold change) entre las células tratadas y las células
control. Se consideraron genes afectados por el tratamiento con agonista,
tanto aquellos genes cuya expresion estaba inducida dos veces o mas, como
aquellos genes cuya expresion estaba reprimida un 30% o mas. Siguiendo este
criterio se observd que el tratamiento con T1317 afecta la expresion de 1296
genes, de los cuales 104 estan inducidos y 1192 reprimidos. En la figura 21 se
muestra un mapa cromatico generado mediante el programa CIMMiner a
partir de los valores de expresion (log2) de todos los genes afectados por el

tratamiento con T1317.
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Figura 21. Efectos del agonista de LXR sobre la expresion génica de las células LM-
4175-LXRo.. Los efectos de la activacion de LXR sobre la expresién génica fueron
evaluados mediante array de expresion génica. Las células fueron estimuladas con el agonista
T1317 (1uM) o con vehiculo (DMSO) en medio DMEM suplementado con 1% de FCS
durante  24h. Se calcul6 el promedio de la expresion de dos muestras bioldgicas
independientes para cada condicién experimental. A continuacién, para cada gen se
determiné el cambio de expresion génica (fold change) entre las células tratadas con T1317 y
las células control. Seleccionamos aquellos genes con una induccién por T1317 de dos veces
0 mas o una represion por T1317 del 30% o mas. El mapa cromatico muestra la expresion
en log2 de todos los genes seleccionados. El mapa cromatico se generé utilizando el
programa CIMMiner. La expresion de ABCA1 y ABCG1 se muestra como control de la

activacion de LXR.
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A continuacién, analizamos en qué procesos biologicos, determinados por el
consorcio de Gene Ontology (Ashburner et al., 2000), participan los genes
afectados por el tratamiento con T1317. Realizamos este analisis con el
programa DAVID 6.7 Functional Annotation Tool (National Institute of
allergy and infectious Diseases, NIAID) (Huang et al., 2009). Con este
programa pudimos analizar qué funciones bioldgicas estan estadisticamente
enriquecidas (p-valor<0,05) en la lista de genes afectados por el tratamiento
con agonista de LXR. Como podemos ver en la tabla 6, hay un
enriquecimiento de diversas funciones biolégicas asociadas a la regulacién de
la proliferacién y del ciclo celular. Ademas, hay una gran cantidad de genes
afectados por el tratamiento con agonista de LXR que participan en estas
funciones biolégicas asociadas a proliferaciéon. Esto nos indicarfa que el
tratamiento con T1317 posiblemente esté afectando la proliferacion de estas
células de manera compleja y por multiples vias. Nos llamé la atencién en
concreto la presencia del término G1/S transition of mitotic cell cycle ya que,
precisamente habifamos observado una bloqueo del ciclo celular en este
punto. De entre los genes asociados al término G1/S transition of mitotic cell cycle
(tabla 6), la ubiquitina ligasa SKP2 forma parte del conjunto de genes
reprimidos por T1317. Dado que SKP2 regula positivamente la degradacion
del inhibidor del ciclo celular p27, decidimos confirmar los efectos del

tratamiento con T1317 sobre la expresion de este gen.
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Tabla 6. Funciones bioldgicas enriquecidas entre los genes afectados por el
tratamiento con T1317 en las células LM2-4175-LXRa. A partir de los datos de
expresion génica obtenidos en el microarray, obtuvimos una lista de genes que se ven
afectados (inducidos o reprimidos) por el tratamiento con T1317. Esta lista fue analizada con
el programa DAVID 6.7 Functional Annotation Tool para obtener una lista de los procesos
bioldgicos sobre-representados en la lista de genes afectados por T1371. En la parte inferior
de la tabla se indican los genes asociados con el término de Gene Ontology G1/S transition of

mitotic cell c¢ycle. Todos los genes asociados a este término estuvieron reprimidos en el

microarray.

Término de Gene Ontology Numero de genes p-valor

cell cycle 77 1,30E-07
response to DNA damage stimulus 46 2,10E-07
DNA metabolic process 56 3,20E-07
DNA repair 36 2,90E-06
regulation of transcription 186 6,80E-06
DNA recombination 19 9,50E-06
cellular response to stress 54 4,00E-05
regulation of organelle organization 27 8,80E-05
M phase 35 1,60E-04
negative regulation of cell differentiation 25 5,00E-04
mitotic cell cycle 36 6,70E-04
chromosome organization 44 6,80E-04
cell cycle arrest 15 1,10E-03
regulation of RNA metabolic process 124 2,20E-03
regulation of cytoskeleton organization 17 2,30E-03
G1/S transition of mitotic cell cycle* 10 2,60E-03
regulation of centrosome duplication 4 2,60E-03
activation of protein kinase activity 15 2,90E-03
virus-host interaction 6 3,30E-03
M phase of meiotic cell cycle 13 5,70E-03
meiosis 13 5,70E-03
mRNA transport 12 6,20E-03
regulation of cell migration 18 8,60E-03
regulation of transferase activity 32 8,70E-03
nucleocytoplasmic transport 17 8,30E-03

*Genes asociados al término G7/S transition of mitotic cell cycle:

DBF4, SKP2, CAMK2G, CUL5, CDKN3, EGFR, INHBA, ITGB1
NPAT, PPP3CA
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En la figura 22 vemos los efectos del tratamiento con T1317 sobre la
expresion de SKP2 en las células LM2-4175, LM2-4175-LXRa,, BM-1833 y
BM-1833-LXRa.. Este tratamiento reprime la expresion de SKP2,
confirmando los resultados obtenidos en el array de expresion en las células

LM2-4175-LXRo.
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Figura 22. El tratamiento con T1317 reprime la expresion del gen SKP2. Las células
fueron sembradas en DMEM suplementado con un 1% de suero y estimuladas con vehiculo
(DMSO) o T1317 (5 y 10 uM) durante 24h. La expresién de SKP2 fue evaluada mediante
extraccion de ARN total y PCR cuantitativa. El grafico muestra el promedio de 3-6
experimentos +/- SEM. Para el analisis estadistico se realizé un test de Anova mas un test de

Bonferroni de comparaciones multiples. *p<0,05 vs control.
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Seguidamente analizamos si la represion de la expresion de SKP2 se traducia
en un aumento de los niveles de p27. Sorprendentemente, al tratar las células

con T1317 los niveles de proteina de p27 no aumentaron (figura 23).

BM-1833 BM-1833-LXRa LM2-4175 LM2-4175-LXRa

Figura 23. El tratamiento con T1317 no incrementa los niveles de p27 en las células
BM-1833, BM-1833-LXRa., LM2-4175 y LM2-4157- LXRa.. Las células fueron incubadas
en DMEM suplementado con un 1% de FCS y estimuladas con T1317 5 uM durante 24
horas. Se extrajo proteina total y la expresion de p27 fue analizada por western blot usando

un anticuerpo especifico contra p27. Se muestra una imagen representativa. Se realizaron 4

experimentos independientes.

Dado que los niveles de p27 no fueron alterados con el tratamiento con
T1317 decidimos tratar de identificar otras dianas que pudieran explicar los
efectos anti-proliferativos observados. Con este objetivo analizamos los datos
del array de expresion realizado en las células LM2-4175-LXRa y centramos
nuestra atencién en aquellos genes que experimentan una represion mayor
por el agonsita de LXR y que, segun la literatura, pudieran tener una

implicacién relevante en la capacidad tumoral de estas células. Uno de los
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genes que mas nos llamo la atenciéon fue TMEPAI/PMEPA1. PMEPA1
(reprimido un 50% aproximadamente en el microarray) es un gen inducido
directamente por el factor TGFB (Brunschwig et al., 2003) que participa en
un bucle de control negativo de la intensidad y la duracién de la senalizacion
por TGFf (Bai et al, 2014). PMEPA1 también es inducido por otros
factores, por ejemplo, el andrégeno o el factor EGF (Epidermal Growth Factor)
(Vo Nguyen et al., 2014). PMEPAT1 esta constitutivamente sobre-expresado
en una gran variedad de canceres (colon, mama, pulmoén y rifién entre otros)

y suele asociarse con un mal prondstico de la enfermedad (Brunschwig et al.,

2003; Giannini et al., 2003).

Curiosamente, estudios realizados en la linea celular MDA-MB-231, de la cual
se derivan las lineas celulares metastaticas utilizadas en este trabajo,
demuestran que PMEPAT1 convierte a TGFf de un factor supresor de tumor
a un factor promotor de tumor en cancer de mama (Singha, et al., 2010).
Dada la relevancia de esta molécula, analizamos la expresion de PMEPA1
tanto en las células LM2-4175-LXRa. como en las BM-1833-LXRa. después
de haber sido tratadas con el agonistas T1317. Como vemos en la figura 24,

el tratamiento con T1317 claramente reprime la expresion de PMEPAT en las

células LM2-4175-LXRoa y BM-1833-LXRa.
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Figura 24. El tratamiento con T1317 reprime la expresion del gen PMEPAIL. Las células
fueron sembradas en DMEM suplementado con un 1% de suero y estimuladas con vehiculo
(DMSO) o T1317 (5 y 10 uM) durante 24h. La expresién de PMEPA1 fue evaluada mediante
extraccion de ARN total y PCR cuantitativa. El grafico muestra el promedio de cuatro
expetimentos +/- SEM. Para el andlisis estadistico se realizé un test de Anova més un test de

Bonferroni de comparaciones multiples. *p<0,05, ***p<0,001.

En un trabajo realizado en lineas de cancer de prostata negativas para el
receptor de andrégeno, se describe una via mediante la cual PMEPAIL, a
través de la represion del inhibidor del ciclo celular p21, induce la
proliferaciéon celular (R. Liu et al., 2011). Por este motivo analizamos la
transcripcion de p21 en las células LM2-4175-LXRa y BM-1833-LXRa. en

las que habiamos observado la represion de PMEPAT (figura 25).
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Figura 25. El tratamiento con T1317 induce del gen p2l. Las células fueron sembradas
en DMEM suplementado con un 1% de suero y estimuladas con vehiculo (DMSO) o T1317
(5 y 10 uM) durante 24h. La expresion de p21 fue evaluada mediante extraccién de ARN
total y PCR cuantitativa. El grafico muestra el promedio de 4 experimentos +/- SEM. Para
el analisis estadistico se realiz6 un test de Anova mas un test de Bonferroni de

comparaciones multiples. *p<0,05.

En la figura 25 podemos ver como el tratamiento con T1317 aumenta la
expresion de p21 a nivel de mRNA. De forma conjunta, estos datos sugieren
que la represion de PMEPA1 y el aumento transcripcional de p21 podrian
representar un nuevo mecanismo a través del cual LXR ejerce sus efectos

anti-proliferativos.
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1.2 Estudio del papel de LXR sobre el perfil de expresion génica
asociado a metastasis de células de cancer de mama hacia pulmoén o
hueso.

Como se ha mencionado anteriormente, las lineas celulares de cancer de
mama humanas LM2-4175 y BM-1833 poseen una especial virulencia
metastatica especifica hacia pulmoén y hueso, respectivamente, y esa virulencia
ha sido asociada a un perfil de expresion génica definido (tablas 1 y 2) (Minn

et al., 2005; Kang et al., 2003).

Para evaluar los efectos de los agonistas de LXR sobre el perfil de expresion
génica asociada a metastasis, analizamos los datos del microarray realizado
con las células LM2-4175-LXRa, esta vez centrindonos solamente en
aquellos genes presentes en el perfil de expresion génica asociado a metastasis
a pulmoén (tabla 1). Fijamos nuestra atencién en dos tipos de efectos: a)
efectos negativos (minimo un 15% de represion) del agonista de LXR sobre
la expresion de genes cuya induccién se asocia al perfil metastatico a pulmén
(Minn et al., 2005); b) efectos positivos (aumento de dos veces o mas) del
agonista de LXR sobre genes cuya represion esta asociada a la adquisicion del
perfil metastatico de las células de cancer de mama a pulmén (Minn et al.,

2005).

Teniendo en cuenta las restricciones en el nivel de cambio mencionadas
arriba, ninguno de los genes cuya represion esta asociada a metastasis a
pulmén experimenté una de-represion sustancial en las células LM2-4175-
LXRa estimuladas con agonista. Por el contrario, la activaciéon de LXR
resulté en la represion moderada de seis genes cuya induccién ha sido
asociada al perfil pro-metastatico (figura 26), lo que representa un 11% del

conjunto de genes del perfil metastatico.
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Genes asociados a metastasis a pulmon
Gen Y% represion por T1317
KYNU 33
CXCL1 19
ID1 19
EREG 16
TNC 16
Log2 VCAM1 16
- 12,21
10,99
9,73
8,51
7,29
6,07
4,81
3,59

ABCA1l
ABCG1

Figura 26. La activacion de los LXR modifica levemente el perfil de expresion génica
asociado a metastasis a pulmoén. A) Los efectos de la activacion de LXR sobre el perfil
de expresion de metdstasis a pulmoén fue evaluado mediante array de expresion génica. Las
células fueron estimuladas con el agonista T1317 (1uM) o con vehiculo (DMSO) en medio
DMEM suplementado con 1% de FCS durante 24h. Para cada condiciéon se calculé el
promedio de los niveles de expresion de dos experimentos independientes. Con estos valores
se realizé el mapa cromatico. B) Para calcular el porcentaje de represion por T1317, para
cada gen se sustrajo el valor de la expresion (en log 2) en las células tratadas con vehiculo al
valor de la expresion en las células tratadas con T1317. As{ se obtuvo un valor de cambio de
la expresion génica (fold change) en log2 al que posteriormente se le aplico el anti-logaritmo.

Se considero represion, reducciones de la expresién mayores del 15%.
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Para confirmar los resultados observados en el microarray, se seleccionaron
los genes reprimidos, y su expresion fue analizada mediante qPCR en células
que fueron estimuladas durante 24 horas con concentraciones crecientes de
T1317 (1, 5 y 10 uM) (figura 27). De los genes de los cuales habiamos
observado represion en el microarray, solamente EREG, CXCL1 y VCAMI1
mostraron represion estadisticamente significativa en el analisis por qPCR.
Ademas, se extendi6 el analisis a otros genes que no habian superado el filtro
de seleccion en el estudio con microarrays de expresion. SPANX1B y CASP1

resultaron estar moderadamente reprimidos en estos analisis.

En paralelo, se estudié también el efecto de los agonistas de LXR sobre el
perfil de expresion génica asociado a metastasis de hueso de las células BM-
1833-LXRa. (tabla 2). En este caso, seleccionamos y analizamos la expresion
de genes de este perfil, con especial atencién en aquellos genes con relevancia
biolégica en la induccién de metastasis a hueso por su papel determinante en
el direccionamiento (CXCR4), la invasion (MMP1), la angiogénesis (FGFE5,
CTGF) y la osteolisis (IL-11), cuya expresion estda aumentada esta en la linea
celular BM-1833-LXRa en comparaciéon con la linea celular parental MDA-
MB-231 (Kang et al., 2003). Para ello incubamos las células BM-1833-LXRa
en medio DMEM suplementado con un 1% de FCS en presencia de vehiculo
(DMSO) o del agonista de LXR T1317 en concentraciones crecientes (1, 5y
10 uM) durante 24 horas (figura 28). De los genes analizados, solamente

observamos represion significativa (de alrededor del 50%) sobre el gen

CTGF.
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Figura 27. LXR regula negativamente la expresion de un subconjunto de genes
asociados a metastasis a pulmoén en las células LM2-4175-LXRa. Las células fueron

estimuladas con T1317 a concentraciones crecientes (1, 5 o 10 uM) o con vehiculo
(DMSO) durante 24h en DMEM con un 1% de FCS. La expresién fue evaluada mediantes
extraccion de ARN total y PCR cuantitativa. Los niveles de expresién de cada gen fueron
normalizados usando los niveles de expresién de ciclofilina. Los graficos muestran el
promedio de 3-4 experimentos +/- SEM mediados por T1317. Se indican los porcentajes
de represién En el analisis estadistico se realiz6 Anova de un factor mas el test de

Bonferroni de comparaciones multiples. * p<0,5; ** p<0,01.
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Figura 28. El tratamiento con agonista de LXR ejerce efectos represores discretos
sobre la expresion de genes relevantes biologicamente en la induccion de metastasis
a hueso. Las células BM-1833-LXRa. fueron estimuladas con T1317 a concentraciones
crecientes (1, 5 0 10 uM) o con vehiculo (DMSO) durante 24h en DMEM con un 1% de
FCS. La expresion fue evaluada mediante extraccion de ARN total y PCR cuantitativa. Los
graficos muestran el promedio de 4 expetimentos +/- SEM. En el anilisis estadistico se

realiz6 Anova de un factor mas el test de Bonferroni de comparaciones maltiples. *p<0,05.
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Los resultados obtenidos en el analisis de expresiéon génica realizado en las
células LM-4175-LXRa (pulmoén) y BM-1833-LXRa (hueso) nos indican que
los LXR ejercen efectos represores moderados sobre un subconjunto de

genes del perfil asociado a metastasis a pulmon.
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Estudio 2. Papel de LXR sobre la expresion de quimiocinas en
macroéfagos asociados a tumor.

En este estudio hemos analizado el efecto de la activaciéon de LXR sobre un
modelo de crecimiento tumoral en ratones inmunocompetentes. Para realizar
estos estudios escogimos la linea tumoral 3LLR (Lewis lung carcinoma)(Mayo
JG, 1972), que inyectada de manera subcutinea forma tumores solidos

facilmente medibles.

Al igual que en las lineas tumorales estudiadas en el capitulo anterior, el
tratamiento con los agonistas de LXR ejerce efectos anti-proliferativos 7 vitro
sobre la linea celular 3LLR. En estos experimentos, estimulamos las células
con vehiculo (DMSO) o con concentraciones crecientes (1, 5y 10 uM) de los
agonistas de LXR T1317 o GW3965 durante 24 horas y, posteriormente,
evaluamos la capacidad proliferativa de las células midiendo la incorporacion
de timidina tritiada durante la sintesis del ADN. En la figura 29A observamos
que tanto el tratamiento con T1317 como el tratamiento con GW3965
inhiben la proliferaciéon 7z vitro de las células 3LLR de manera dosis-

dependiente.

Posteriormente, realizamos los estudios de desarrollo tumoral 7z vive. Para
ello, inoculamos las células 3I.LILR de manera subcutinea en ratones WT o
LXRaf-/- y dejamos establecer el tumor durante 7 dias. A partir del séptimo
dia y hasta el quinceavo dfa, se inyecté una dosis diaria de T1317 via

intraperitoneal y se analiz6 la progresion del tumor.
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Como se puede apreciar en la figura 30, el tratamiento con T1317 redujo

significativamente el crecimiento tumoral en los ratones WT pero no en los

ratones LXRoB-/-. Cabe destacar que a pesar de que el raton es deficiente en
LXR, las células 3LLR inoculadas expresan LXR (figura 29B). Por lo tanto,
estos datos sugieren que al margen del efecto anti-proliferativo que los LXR
ejercen sobre la propia célula tumoral, y que hemos demostrado en los
ensayos iz vitro (figura 29A), la activacion de LXR afecta el crecimiento
tumoral /7 vive a través de mecanismos que requieren la expresion de LXR en
otras células del microambiente tumoral. Por este motivo decidimos estudiar
el papel de en células del microambiente tumoral que afectan el desarrollo del

tumor.
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Figura 29. Los agonistas de LXR inhiben la proliferaciéon de las células 3LLR de
manera dosis-dependiente. A) Las células 3LLR fueron incubadas en medio RPMI en
presencia de los agonistas de LXR T1317 o GW3965 o de vehiculo (DMSO) y privadas de
nutrientes afadidos (Control) durante 24 horas. Posteriormente suplementamos el medio
con un 10% de suero y L-glutamina (0,3 g/1) para inducir la proliferacion de las células
durante otras 24 horas. A continuacion se afiadié timidina-H3 durante 6 horas y finalmente
se midi6 la sintesis de ADN mediante la cuantificacién de la incorporaciéon de la timidina—
H3. El grifico muestra el promedio +/- SEM de tres experimentos independientes. Como
analisis estadistico se realizé un test de Anova mas el test de comparaciones multiples de
Tukey. *p<0,05 comparado con Control. #p<0,05, ####p<0,0001 comparado con
DMSO. B) La expresion de LXR o y B fue comprobada mediante qPCR. Se muestra el

promedi6 de la expresion de cuatro muestras biolégicamente independientes.

116



wT
2000~ - DMSO
-= Ti1317
'a\
g 1500+
&
*%
g 1000
g
2
S 500
>
C ] ] L] L] L] L] L
7 8 9 10 11 12 13 14 15
Dia
B
LXRofp-/-
2500 -e- DMSO
-= T1317
& 2000
g
\E, 1500
=]
7]
& 1000
2
=
> 500
0

Figura 30. La activaciéon de LXR inhibe el crecimiento tumoral in vivo. Ratones
macho C57BL/6 WT A) y LXRaf-/- B) fueron inoculados con 3x10° células 3LLR por
inyeccion subcutanea y se dejo establecer el tumor durante 7 dias. Desde el dia 7 hasta el
dia 15 se trataron los ratones con vehiculo (DMSO) o T1317 (15 mg/kg) diariamente
via intraperitoneal y se tomaron medidas de anchura y altura del tumor con las que se
determiné el volumen. El grifico muestra el promedio del volumen tumoral +/- SEM
de 14 individuos por grupo experimental en WT;y 8 (DMSO) y 9 (T1317) individuos en
LXRap-/-. Anova de dos factores con mediciones repetidas, ** p-valor < 0,01 vs

DMSO.
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Por un lado, evaluamos si el tratamiento con T1317 altera la abundancia de
algunas poblaciones de células del sistema inmunitario en el tumor, con
especial interés en la principal poblacion leucocitaria en el microambiente
tumoral, los macréfagos. Para ello, inoculamos las células 3LLR en ratones
WT y dejamos establecer el tumor durante 7 dias. A partir del séptimo dfa y
hasta el dia 15 se administré T1317. A dia 15, los animales fueron
sacrificados. Se extirparon los tumores y se procesaron para obtener una
suspension celular. Se analizé la presencia de diferentes poblaciones mieloides
por citometria de flujo usando anticuerpos contra los marcadores CD11b,

Ly6G, Ly6C y MHCIL.

De las células CD11b" diferenciamos entre las que son Ly6G'™ que
representan granulocitos, basicamente neutréfilos, y las que son Ly6G™ que
corresponden al linaje monocitico. En esta poblacion CD11b" Ly6G
analizamos la expresion de Ly6C y MHCII y diferenciamos 4 poblaciones. La
poblacién Ly6C™" MHCIT™", que corresponde a monocitos inmaduros; las
poblaciones Ly6C**” MHCIT™™ y Ly6C" MHCII"®" que corresponden a dos
poblaciones diferentes de macréfagos tumorales (TAM) MHCIT™" TAM y
MHCII™" TAM respectivamente; y finalmente una poblacion Ly6C*"
MHCII*™" con una expresién de MHCII mayor que los MHCIT"™" TAM que
corresponde a células dendriticas asociadas a tumor (TADC) (figura 13). En
la figura 31 podemos observar que el tratamiento 7z vivo con T1317 no altera

significativamente los porcentajes de las poblaciones mieloides analizadas.

118



Por otro lado, nos preguntamos si los LXR podrian estar alterando la
produccion de mediadores inmunitarios por parte de las células del sistema
inmunitario presentes en el tumor. Estudios realizados anteriormente en
nuestro laboratorio nos habian revelado que los LXR tienen la capacidad de
reprimir la expresion de las quimiocinas Ccll7 y Ccl22 en macrofagos
derivados de médula 6sea activados por 1L-4 (Ledn, 2013). Curiosamente, los
macréfagos asociados a tumor producen elevadas cantidades de estas
quimiocinas, lo que promueve el reclutamiento de linfocitos Treg que
inducen un ambiente inmunosupresor que favorece el desarrollo tumoral. En
particular, los MHCII™" TAM expresan abundantes niveles de Ccll7
(Movahedi et al., 2010).

Por este motivo estudiamos si el tratamiento con T1317 podia reducir la
expresion de Ccll7 y Ccl22 en los macréfagos asociados a tumor, y por ende,
la concentracién de estas quimiocinas en el microambiente tumoral. Para ello,
tras extirpar y disgregar los tumores de animales tratados con vehiculo
(DMSO) o con TI1317, obtuvimos muestras de sobrenadante vy,
posteriormente, incubamos la suspension tumoral con anticuerpos unidos a
fluoréforo contra los marcadores CD11b, Ly6G, Ly6C y MHCII. Siguiendo
la estrategia de gating que se muestra en la figura 13, seleccionamos las
poblaciones MHCIT*™ TAM y MHCIT"™®" TAM vy las aislamos mediante un
separador celular. Posteriormente realizamos el analisis de la expresion génica

de Ccl17 y Ccl22 mediante qPCR.
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Figura 31. La activacién de LXR no afecta a los porcentajes de poblaciones mieloides
presentes en el microambiente tumoral. Ratones machos C57BL/6 WT fueron
inyectados con 3x109 células por via subcutinea y se dejo establecer el tumor durante 7 dias.
Desde el dia 7 hasta el dia 15 se trataron los ratones con vehiculo (DMSO) o T1317 (15
mg/kg) diariamente via intraperitoneal. Postetiormente se extirpé el tumor y se obtuvo una
suspensién celular que fue incubada con anticuerpos acoplados a fluoréforo contra los
siguientes marcadores: CD11b, Ly6G, Ly6C y MCHIIL. Se analizaron las distintas
poblaciones celulares mediante citometria de flujo. Los graficos muestran el promedio del
porcentaje de células de 9 ratones por grupo experimental. Se realizé un test U de Mann-

Whitney y se consideraron diferencias significativas von un p-valor<0,05.
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En la figura 32A podemos apreciar como el tratamiento 7 vivo con el agonista
T1317 reprime significativamente la expresion de Ccll7 en las células
MHCII™" TAM. Esta represiéon se observé en un segundo experimento
realizado independientemente (datos no mostrados). En cambio, en los
MHCII"™" TAM deficientes para LXR el tratamiento con T1317 no reprime
la expresion de Ccll7 en las células MHCIT™" TAM (figura 32B). Ademas,
observamos una tendencia de represion de Ccll7 en las células MHCIT™"

TAM y del gen Ccl22 en las células MHCIT™®" TAM (figura 32A).

Tal como mencionamos mias arriba, el tratamiento con T1317 afecta en
menor medida a la exprsién de Ccll7 en los MHCII™ TAM que en los
MHCII™" TAM. Cabe destacar que las células MHCI™™ TAM se
encuentran habitualmente ubicadas en regiones hipéxicas del tumor vy, por lo
tanto, podrfan estin menos expuestas al agonista administrado por via
intraperitoneal. Por este motivo, aislamos MHCIT™ TAM de tumores de dos
semanas de edad y los estimulamos ex w0 durante 18 horas con T1317.
Posteriormente evaluamos la expresion de Ccll7 y Ccl22. En la figura 33
vemos que el tratamiento con LXR reprime significativamente la expresion

de ambas quimiocinas en los MHCIT*Y TAM.
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Figura 32. LXR reprime in vivo la expresion de CCL17 en MHCIIHigh TAM. Ratones
macho C57BL/6 WT A) y LXRaB-/-B) fueron inoculados con 3x106 células 3LLR por via
subcutanea y se dejo establecer el tumor durante 7 dfas. Desde el dfa 7 hasta el dia 15 se
trataron los ratones con vehiculo (DMSO) o T1317 (15 mg/kg) diariamente via
intraperitoneal. Posteriormente se extirp6 el tumor y se gener6 una suspension celular que se
incub6 con anticuerpos unidos a fluoréforo contra los marcadores CD11b, Ly6G, Ly6C y
MHCII y se aislaron las poblaciones MHCII'>v TAM y MHCIIHigh TAM mediante un
separador celular. Se purificé el ARN total y se cuantific6 la expresion de CCL17 y CCL22
mediante PCR cuantitativa. Los valores de expresién de estas quimiocinas se normalizaron
por los valores de expresion del gen L.14. Los graficos muestran el promedio de la expresion
relativa de Ccll7 y Ccl22 7-8 ratones. Para el analisis estadistico se realizé una prueba T. *p-

valor<0,05.
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Figura 33. La activacién de LXR ex vivo reprime la expresion de Ccll7 y Ccl22 en
MHCII™ TAM. Los tumores de 15 dias de edad de ocho ratones fueron extirpados y
procesados conjuntamente para generar una suspension celular de la que se separaron los
macréfagos tumorales mediante un separador celular. Estos macréfagos fuero incubados en
medio ME (ver materiales y métodos) y estimulados con vehiculo (DMSO) o T1317 (1 uM)
durante 18 horas. Se extrajo ARN total y se cuantificé la expresiéon génica mediante PCR
cuantitativa. Los datos fueron normalizados con la expresion de L14. Los graficos muestran
el promedio +/- SEM de 3 experimentos independientes. Se realiz6 un test T-Student. * p-

valor<0,05 vs DMSO.

Ademas, mediante ELISA, cuantificamos la concentracién de Ccll7 en los
sobrenadantes obtenidos de cada tumor. Como se aprecia en la figura 34 el
tratamiento 7z vivo con T1317 redujo significativamente la concentraciéon de

CCL17 en el microambiente tumoral.
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Figura 34. La activacion de LXR reduce la concentracion de CCL17 en el
microambiente tumoral. Ratones macho C57BL/6 WT fueron inoculados con 3x106
células 3LLR por via subcutinea y se dej6 establecer el tumor durante 7 dias. Desde el dia 7
hasta el dia 15 se trataron los ratones con vehiculo (DMSO) o T1317 (15 mg/kg)
diariamente via intraperitoneal. Posteriormente se extirp6 el tumor y se disgregd en medid
RPMI. Se obtuvo una muestra de sobrenadante de la que se cuantifico la concentracién de
CCL17 mediante ELISA. El grafico muestra el promedio de la concentracion de CCL17
normalizada por el peso del tumor de 14-15 ratones. Se realiz6 un test U de Mann-Whitney,

*H4p<0,001 vs DMSO.

Llegados a este punto, nos parecié interesante explorar los mecanismos
involucrados en el control de la expresion de Ccll7 y Ccl22 en los
macréfagos. Las dos poblaciones de macréfagos estudiadas (MHCIT™ TAM
y MHCII"™®" TAM) tienen fenotipos distintos, siendo los MHCII™™ TAM
cercanos a los macréfagos activados de manera alternativa y los MHCIT™"
TAM cercanos a un perfil clasico o pro-inflamatorio. De hecho, en el

microambiente tumoral existen abundantes niveles de IL-4, uno de los
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estimulos por excelencia para la induccién del fenotipo alternativo, y de GM-
CSF, citoquina que afina fenotipo pro-inflamatorio de los MHCIT"®" TAM
(Van Overmeire et al.,, 2016). En experimentos realizados con macréfagos
derivados de médula 6sea hemos observado la inducciéon de Ccl22 y Ccll7
tanto en respuesta a IL-4 como a GM-CSF. Ademis, la co-estimulacién con
ambas sefales conlleva una induccién sinérgica de la expresiéon de dichas

quimiocinas (figura 35).
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Figura 35. IL-4 y GM-CSF inducen la expresion de Ccll7 y Ccl22. Macréfagos de
médula 6sea fueron incubados en DMEM suplementado con un 10% de FCS y estimulados
con 1L-4 (10 ng/ml) y/o GM-CSF (5ng/ml) durante 8 horas. Se extrajo ARN total y se
midié la expresién génica mediante PCR cuantitativa. El grfico muestra el promedio +/-
SEM de 3-4 experimentos independientes. Se realiz6 un test de Anova mas un test de

Bonferroni de comparaciones multiples. * p-valor<0,05, **** p-valor<0,0001.
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Como ya hemos mencionado, en trabajos realizados con anterioridad a esta
tesis descubrimos que los LXR tienen la capacidad de reprimir la induccion
por IL-4 de las quimiocinas Ccll7 y Ccl22, resultados que han sido

confirmados en este trabajo de manera independiente (figura 30).
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Figura 36. Los agonistas de LXR reprimen la induccién por IL-4 de la expresién de
Ccll7 y Ccl22. Macréfagos derivados de médula 6sea fueron cultivados en medio DMEM
suplementado con 10% de suero y pre-estimulados con los agonistas de LXR T1317 o
GW3965 (1uM) durante 18 horas. Postetriormente se afiadié 1L-4 (10 ng/ml) durante 24
horas. La expresion génica se midié por PCR cuantitativa normalizando con el gen L14. Los
graficos muestran el promedio +/- SEM de 3-4 experimentos independientes. Se realiz6 un

test de Anova mas un test de comparaciones multiples de Bonferroni. **** p-valor<0,0001

vs DMSO., ## p-valor<0,01, ### p-valor<0,001, #### p-valor<0,0001 vs IL-4.
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Ademas, nos preguntamos si los LXR también tendrfan la capacidad de
reprimir la induccién de estas quimiocinas por GM-CSF. Incubamos con
GM-CSF macrofagos pre-tratados con los agonistas de LXR y evaluamos la
expresion de las quimiocinas. De manera similar a lo que ocurre con la
induccién por 1L-4, los agonistas de LXR reprimieron la induccién por GM-

CSF de Ccl17 y Ccl22 (figura 37).
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Figura 37. Los LXR reprimen la inducciéon por GM-CSF de la expresion de Ccll7 y
Ccl22. Macréfagos derivados de médula 6sea fueron incubados en medio DMEM
suplementado con un 10% de FCS y pre-tratados con los agonistas de LXR T1317 y
GW3965 (1uM) durante 18 horas. Posteriormente se afiadié6 GM-CSF (5 ng/ml) durante 24
horas. Se extrajo el ARN total y se cuantificé la expresion génica mediante PCR cuantitativa.
Los graficos muestran el promedio +/- SEM de 3-4 expetimentos. Se realizé un test de
Anova mas un test de Bonferroni de comparaciones multiples. * p-valor<0,05,

#REE p-valor<0,0001 vs control; # p-valor<0,05 vs GM-CSF.

127



En los estudios previos sobre el papel de los LXR sobre la activacion
alternativa de macréfagos, ya se habia empezado a explorar los mecanismos
de regulacion de la expresion de Ccll7 y Ccl22, y qué papel pueden estar
jugando los LXR en esta regulacién. Tres datos importantes obtenidos en ese
trabajo nos han ayudado a proseguir con nuestra investigaciéon. Primero, que
la induccién de Ccl17 y Ccl22 por IL-4 es totalmente dependiente de STATO,
pues esta induccion se pierde completamente en el ratén Stat6-/-. Segundo, la
represion de la induccién de las quimiocinas por IL-4 que se muestra en la
figura 36 es dependiente de LXR, pues se pierde en el ratén LXRafB-/-. Y
tercero, se descarté que la represion mediada por LXR se produzca a través

de la alteracion de la fosforilacion de STATG (Ledn, tesis doctoral, 2013).

En la via de sefializaciéon de 1L-4, STATO regula la expresion de una primera
oleada de genes. Algunos de estos genes tempranos son factores de
transcripciéon que regularan a continuacién la expresion de un segundo
subconjunto de genes de respuesta a IL-4. Uno de los genes inducidos de
forma temprana es el factor de transcripcion IRF4 (Gupta et al., 1999). Por lo
tanto, de entrada decidimos evaluar si la induccién de Cell7 y Ccl22 por 11-4
dependia del factor IRF4. Para ello, estimulamos con IL-4 macréfagos
derivados de médula 6sea procedentes de ratones WT y ratones deficientes
en IRF4 y determinamos la expresion de estas quimiocinas. En las figura 38A
podemos ver como en los ratones 7/ -/- se pierde la induccién por IL-4 de
Ccl17 y Ccl22, lo que indica que IRF4 es imprescindible en la regulacién por
IL-4 de la expresion de estas dos quimiocinas. A continuacién nos
preguntamos si la inducciéon de Ccll7 y Ccll2 por GM-CSF también serfa
dependiente de Irf4. Para ello, tratamos macréfagos derivados de médula
6sea de ratones WT'y ratones Itf4-/- con GM-CSF y evaluamos la expresion

de las quimiocinas mediante PCR cuantitativa. Como se puede apreciar en la
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figura 38B, la induccién es dependiente de IRF4 pues se pierde en los
macrofagos Irf4-/-. IRF4 es un factor de transcripcion que puede regular la
expresion génica a través de su uniéon con otros factores de transcripcion que
actuan comoco-reguladores, como algunos miembros de la familia Jun (P.Li
et al., 2012). No obstante, mediante la utilizacion de ratones deficientes para
JunD y JunB, descartamos que la induccién de Ccll7 y Ccl22 por I1L-4 o GM-
CSF esté mediada por estos factores de transcripcion (figura 38C, D, E y ).
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Figura 38. La inducciéon de Ccll7 y Ccl22 por IL-4 o GM-CSF es dependiente de
IRF4 e independiente de JunD y JunB . Macréfagos derivados de médula 6sea de ratones
WT, ratones IRF4 -/-, ratones JunD-/- y ratones JunB-/- fueron incubados en medio
DMEM suplementado con un 10% de FCS y estimulados con IL-4 (10 ng/ml)(A,C y E) o
GM-CSF (5ng/ml)(B, D y F) durante 24 horas. Se extrajo ARN total y se cuantifico la
expresiéon génica mediante PCR cuantitativa, normalizando con el gen L14. Los graficos
muestran el promedio de 2-5 experimentos independientes +/- SEM. Se realizo un test de
Anova mas un test de comparaciones multiples de Bonferroni. * p-valor<0,05, ** p-valor

<0,01, *#** p-valor<0,001, **+* p-valor<0,0001.
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Dado que Irf4 resulté ser un regulador comun en la induccién de las
quimiocinas por IL-4 y GM-CSF, la siguiente pregunta que nos planteamos
fue si LXR estarfa actuando a través de IRF4 para reprimir la induccién de
Ccl17 y Ccl22. En primer lugar, decidimos evaluar si los LXR afectan la
induccién de Irf4. Por un lado, estimulamos los macrofagos con I1L-4 durante
diferentes tiempos en presencia o ausencia de un pre-tratamiento con T1317
o vehiculo (DMSO) y evaluamos la expresion de Irf4 (figura 39). Los
resultados obtenidos indican que, el maximo de induccién por IL-4 de Irf4
tiene lugar pronto, entre las 2 y 4 horas. Sorprendentemente, el pre-

tratamiento con T1317 reduce significativamente la induccién de Irf4.
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Figura 39. T1317 reprime la induccion por IL-4 de la expresion de Itf4 por IL-4.
Macréfaos derivados de médula ésea fueron pre-estimulados con T1317 (1uM) durante 18
horas y, a continuacién, estimulados con IL.-4 (10 ng/ml) durante 2, 4, 8 y 24 horas. Se extrajo
ARN total y se cuantificé la expresién génica mediante PCR cuantitativa. El grafico muestra el
promedio +/- SEM de 3 expetimentos independientes. Se realiz6 un test de Anova de dos

factores mas un test de Bonferroni de comparaciones multiples. ** p-valor<0,01.
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A continuacién evaluamos si sucede lo mismo cuando estimulamos las células
con GM-CSF. Como podemos ver en la figura 40, GM-CSF induce la

expresion de Irf4 y los agonistas de LXR reprimen esta induccion.
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Figura 40. Los agonistas de LXR reprimen la induccién por GM-CSF de la expresion
de Irf4. Macréfagos derivados de médula 6sea fueron incubados en medio DMEM
suplementado con un 10% de FCS y pre-tratados con los agonistas de LXR T1317 y
GW3965 (1uM) durante 18 horas. Posteriormente se afiadié GM-CSF (5 ng/ml) durante 8 6
24 horas. Se extrajo el ARN total y se cuantific la expresion génica mediante PCR
cuantitativa. Los graficos muestran el promedio +/- SEM de 4 expetimentos. Se tealizé un
test de Anova mas un test de Bonferroni de comparaciones multiples. **** p-valor<0,0001

vs control; # p-valor<0,05 vs GM-CSF.
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Recientemente se ha descrito que GM-CSF aumenta la expresion de IRF4 en
monocitos humanos a través de la inducciéon de la demetilasa JMJD3
(Achuthan et al., 2016). Sin embargo, en macréfagos murinos la activacion de
LXR no reprime la induccién de Jmjd3 en respuesta a GM-CSF o IL-4
(figura 41), de manera que descartamos que los efectos inhibidores de LXR

sobre Irf4 se estén produciendo de forma indirecta a través de Jmjd3.
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Figura 41. Los LXR no reprimen la expresion de Jmjd3. Macréfagos derivados de
médula 6sea fueron incubados en medio DMEM suplementado con un 10% de FCS y pre-
tratados con T1317 (1uM) durante 18 horas. Posteriormente se afiadi6 GM-CSF (5 ng/ml) o
IL-4 (10 ng/ml) durante 2 horas. Se extrajo el ARN total y se cuantificé la expresion génica
mediante PCR cuantitativa. Los graficos muestran el promedio +/- SEM de 3 (GM-CSF) y 6
(IL-4) experimentos. Se realiz6 un test de Anova mds un test de Bonferroni de

comparaciones multiples. * p-valor<0,05, ** p-valor<0,01 vs control.
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Estos resultados sugieren que, LXR podrtia reprimir la induccion de Ccll7 y
Ccl22 mediante una inhibicién de la expresion de Irf4. En los estudios
previos a esta tesis mencionados anteriormente (tesis doctoral, Ledn, 2013) se
determiné que el tratamiento con los agonistas de LXR no afectaba la
induccién por IL-4 de ciertos marcadores tipicos de activacion alternativa. En
base a esas observaciones, analizamos si Irf4 participa en la regulacion de
marcadores de activacién alternativa no afectados por los agonistas LXR.
Como se puede apreciar en la figura 42, la induccién por IL-4 de Ym1, Mgll,
Mrcl y Argl es independiente de Irf4. Estos resultados refuerzan la idea de
que los LXR, a través de la represion de la induccion de Irf4, inhiben de
forma selectiva la expresion de Ccll7 y Ccl22. Para confirmar esta hipotesis,
llevamos a cabo estudios de actividad de regiones reguladoras en la cercania
de los genes que codifican para Ccll7 y Ccl22. En primer lugar, analizamos
datos de ChIPseq contra IRF4 disponibles en la literatura en los que se habia
analizado la unién de IRF4 a lo largo del genoma en linfocitos T (Ciofani et
al., 2012). Centramos nuestra atenciéon en la regiéon genémica en la que se
encuentran los genes que codifican para Ccll7 y Ccl22. En la figura 43 se
muestra una region de aproximadamente 200 kb localizada en el cromosoma
8 murino en la que se localizan estos dos genes, separados entre si
aproximadamente por 62 kb. Se muestran tres pistas de ChIPseq en las que
se aprecia el reclutamiento de IRF4 en linfocitos T WT sin estimular (ThO) y

tras la diferenciaciéon a Th17, pero no en linfocitos T 1tf4 -/-.
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Figura 42. La induccién por IL-4 de Ym1, Mgll, Mrcl y Argl es Irf4 independiente.
Macréfagos detrivados de médula 6sea de ratones WT y ratones IRF4 -/- fueron incubados
en medio DMEM suplementado con un 10% de FCS y estimulados con IL-4 (10 ng/ml)
durante 24 horas. Se extrajo ARN total y se cuantifico la expresién génica mediante PCR
cuantitativa, normalizando con el gen L14. Los graficos muestran el promedio de 4
experimentos independientes +/- SEM. Se realizo un test de Anova mds un test de
comparaciones multiples de Bonferroni. * p-valor<0,05, ** p-valor 0,01, *** p-valorz0,001,

*Rx p-valor<0,0001.
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En las muestras WT podemos apreciar tres regiones o picos, que hemos
llamado Ccll7 enhancer 1, 2 y 3, en las que se producen un reclutamiento de
IRF4 cerca de la regiéon genémica que codifica para Ccll7 durante la
transiciéon de ThO a Th17. Este reclutamiento es especifico y desaparece en
los linfocitos 1rf4-/-. Las regiones Ccll7 enhancer 1 y 2 estdn separadas entre
si por 850 pares de bases y se encuentran a una distancia de
aproximadamente 6,5 kb #pstream del punto de inicio de la transcripcion de
Ccll7. Por otro lado, la regién Ccll7 enhancer 3 se encuentra
aproximadamente 24 kb downstreams de Ccll7. Estas tres regiones enhancer
comprenden unas 500 bp cada una y en su secuencia encontramos multiples
sitios potenciales de unién a IRF4 (CTTT o GAAA) (figura 44). Estas
regiones fueron clonadas en el vector pGL3 promoter, que contiene el gen de
la luciferasa bajo el control del promotor SV40 y que esta indicado para el

estudio de la actividad de regiones enhancer (ver materiales y métodos).
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Ccll17 enhancer 1

TGACTTTGATCCTAAGAAGTGCCACCACCCATTAATGGTACACAAGAATCCCAAGCCA
GGCACCCAGCTTACCCACTGCTCCAAACTCTTCTGCTGCACAGAGCACATGGACTTTG
CATCGTCTAGAGAGTTATGCTCAAGGGGTAAACTATGCCAGGAATGAAAGGGACAGC
CCCAGCCACCCAGAGGCAGAAGGACATGGAGAGCCGGTGTTGTCAGCTTTTCTAACC
GAGTGACACATGCCTGGGAGAAACATGTTAAGGGGGAAGGGCTTAGTGTAGCTTAG
GTTTTCAGTGTGTTGACTCAGATCTGTGTTAAGTCATAAAGGCATGACAGAGGGACAT
GGTGGAGCAAGGTTGCTTGTCTCACAGAGGGAACGATGCAGAGGAAGTGAGATAAG
ATAGTTTTACAAGACATACCTCCCCCCTCCCCCCCAGGGATCCACTTCCTTTACACAGGC
CCCATTTTCGCAGAGCCCATGTAGTACAAATTCATCAGTGGACAGACCTAAGAATGAA
GTTAGCACCCTTAGGA

Ccl17 enhancer 2

GTCCCAAGCTTTTAATCCCCCTTCCTCAACCTCTTAGATATAACAGGTATAGCCTTGTA
TACAGGCTAGGTAGCAGTAGGAGAAAGTTCCCAGGAGGAAGTGGGCCCCATGGGTT
GGATTGTGTGGGTGGAAAGGAAAAGATTGAGGTAGTGGAATGAGGAGGAGGTGAG
GACAAGTGACTGAGCAGAGCCTCTGTCTGATGACGTGTGGGGGAAGCAGGCCAGGA
ATGAGTCAAGGGCAGAGCTTCAGACTGGGTGGTGACAGGGAGGTGAGAGCGATGCT
GGGGTGAGGAAAAAGGGGGAAGCCGGTTGGAGAGGGAGCTCGGTCCTGAGGCTGA
ATGGATGCAGAGGGCATGACATTCTGTCTTTCGGGAACATATCCATCCATTCATTAAC
GGGACAACCTCACAGTTACCAGATGGCAGCGAGGGGAAGGGTTGAGGAACTCACAG
ATAGACAGGTGAATGAGCGAGAAGCAGCCGGGTCCCTGAGGTCAGCATC

Ccl17 enhancer 3

ACATGACGACTGAAACATGGGAAAACAGTAACAGGCAGAATGAGAAATGA
GCACACAGACATGCACACAATTTTTTAGGCAGAAGAAACACAGGTTTTGT
GTTTAAGCATCTAAACAGGACGTATCCTGGAGGGTGTTCCACCAAAATCA
GACCAACAGGTCCTGTGGTTACGGCTCTGACAGAACATTACAGTAACATC
TACAGGGGCTGCAGCAAGGGAGTGAGGAGGAGCAGGTACAGTGATGTACA
TGAAAAGGTCATGACAAAAACCCTTTTTTCTGTATGAGTGTCATGTATGA
AAATGCTATCACCGTTGTGAGGTCTCCTGAGGGCAAACCCATCCATCCTC
CCAGGGCCTGAGAGACTTCATCAACTGAAGAAATGACTCAGGCAGTCCTC
CCCGCCACCCTCCCCGCCCACACACAGAAGAGTACCCCCAGCTGGTCTTA
CCTGAAGAAGACTTCTTGTTGGGAAGCTTTAGCTGGCTAGAAGAACCCAC
TTCAAAGTTTGGCTTCTTGCCAGTGACACGGACTGAGCGCAGGCTGTCAC
TGTGGTAGCCCAGGTGCTCCTGCACGGACTGTACCTCCTCAGGGCTTAAG
GCCTCCCTCTGCAACTGCAATTGAAGACATCCCACGAATCAGTGCACGCT

Figura 44. Secuencia de las regiones Ccll7 enhancer 1, 2 y 3. Se muestran en

rojo los lugares de unién putativos para IRF4.
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Para realizar los estudios de actividad de promotor, transfectamos la linea
celular de macréfagos RAW264.7 con los plasmidos que contienen las
secuencias Ccl17 enhancer 1, 2 6 3. Una vez transfectadas, las células fueron
pre-tratadas durante 18 horas con vehiculo (DMSO) o con los agonistas
T1317 o GW3965 y posteriormente, incubadas con 1L-4 durante 24 horas
manteniendo la presencia de los agonistas de LXR. Finalmente se evalu6 la
actividad luciferasa. En estos estudios no detectamos actividad de las regiones
Ccl17 enhancer 1 o Ccll7 enhancer 3 (datos no mostrados). Sin embargo, si
que observamos una fuerte induccién de la actividad luciferasa en el plasmido
que contenfa la region Ccll7 enhancer 2 (figura 45). También se puede
apreciar como el tratamiento con los agonistas T1317 o GW3965 reprime
significativamente la induccién por IL-4 de la actividad del enhancer. Para
comprobar si que los efectos represores de los LXR se dan a través de la
represion de la expresion Irf4, co-transfectamos las células con un plasmido
(pMIG-IRF4) que expresa de forma constitutiva Irf4. En estas condiciones, la
sobreexpresion de Irf4 induce la actividad de la regién Ccll7 enhancer 2 en
ausencia de la estimulacién por I1-4, confirmando que este enhancer se regula
por Irf4. Ademas, la expresion constitutiva de Irf4, impide que los agonistas

de LXR puedan de reprimir la actividad de la region Ccll7 enhancer 2.
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Figura 45. Los agonistas de LXR reprimen la actividad de la regién Ccll7 enhancer 2.
Células RAW 264.7 fueron transfectadas con el plasmido que contiene la secuencia Ccll7
enhancer 2 +/- un plaismido pMIG-IRF4 que expresa IRF4 de forma constitutiva. Ademas co-
transfectamos las células con un plismido de expresion de LXRa y con un plismido de
expresion de renilla. Tras la transfeccidn, las células fueron incubadas en medio DMEM
suplementado con un 10% de FCS y pre-tratadas con los agonistas de LXR T1317 o GW3965
(1uM) durante 18 horas. Posteriormente afiadimos IL-4 (10 ng/ml) durante 24 horas.
Finalmente evaluamos la actividad luciferasa. El grifico muestra el promedio +/- SEM de la
actividad luciferasa normalizada por la actividad renillatenilla de 7 (-pMIG IRF4) y 3 (+pMIG-
IRF4) experimentos independientes. Realizamos un test de Anova mds un test de
comparaciones multiples de Bonferroni. **** p-valor<0,0001 vs control (sin estimulo ni

sobreexpresion de IRF4); ## p-valor<0,01, ### p-valor<0,001 vs I1.-4.
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En base a estas conclusiones, analizamos también la expresion de Irf4 en

macréfagos tumorales tratados con T1317 (figura 46).
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Figura46. Los LXR reprimen la expresion de Irf4 en macrofagos tumorales. Se evalu6 la
expresion de Irf4 por PCR cuantitativa en macréfagos aislados de tumores. (A) Se dejo
establecer el tumor en ratones WT y LXRop-/-hasta el dia 7 y desde el dia 7 hasta el 15 se
trataron los ratones con vehiculo (DMSO) o T1317 (15 mg/kg) diatiamente via intra-
peritoneal. Se aislaron macréfagos tumorales tal y como se describe en materiales y métodos.
El grafico muestra el promedio de 7-8 ratones. (B) Se aislaron macréfagos a partir de tumores
de 15 dias de edad y se estimularon ex »ivo con vehiculo (DMSO) o T1317 (1 uM) durante 18
horas. El grifico muestra el promedio +/- SEM de 3 expetimentos independientes en los que

cada muestra procede de un pool de 8 animales. Tanto en A como en B se realizé una T-

Student. * p-valor<0,05 vs DMSO.
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Como podemos apreciar en la figura 45A, en los macréfagos MHCIT™"
tratados 7z wvivo con T1317, se aprecia una tendencia de represion de la
expresion de Irf4, aunque esta no adquiere significancia estadistica. Esta
tendencia se pierde en los macréfagos MHCIT"" LXR-/-. Por otro lado,
cuando tratamos macréfagos MHCIT™Y ex wivo con T1317, se reprime
significativamente la expresion de Irf4 (figura 45B), datos que correlacionan
con los efectos inhibidores de T1317 sobre la expresion de Ccll7 y Ccl22
(tiguras 32y 33).

En su conjunto, este estudio indica que existe circuito mediado por LXR e

IRF4 para la regulacién negativa de quiomicinas importantes para el

establecimiento de un entorno inmunosupresor en el tumor.
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Los LXR representan una potencial diana terapéutica de gran interés ya que,
por un lado, participan en la regulacién de una gran diversidad de procesos
fisiologicos y celulares y, por el otro, pueden ser activados de manera
eficiente mediante el uso de agonistas sintéticos con elevada especificidad y
afinidad hacia ellos. En esta tesis nos hemos centrado en estudiar efectos de
los agonistas de en el contexto del cancer desde diferentes opticas. En una
primera parte hemos estudiado el rol de los LXR sobre la propia célula
tumoral, centrandonos, por un lado, en los efectos sobre la capacidad
proliferativa y, por el otro, sobre la expresiéon de genes que favorecen la
metastasis. En la segunda parte de la tesis hemos evaluado el papel que los
LXR ejercen sobre un aspecto importante del microambiente tumoral, la
producciéon de quimiocinas mediada por macréfagos tumorales y cuya
actividad es importante para el establecimiento de wun entorno

inmunosupresor.

Desde que Fukuchi y colaboradores realizaron los primeros estudios sobre
los efectos de los agonistas de los LXR en células de cancer de préstata
(Fukuchi, et al., 2004), el interés por estudiar el papel anti-tumoral de este
receptor tumoral es cada vez mayor. Varios estudios realizados durante la
ultima década han demostrado que los LXR afectan la proliferacion de
diversas lineas tumorales (revisado en C. Lin & Gustafsson, 2015) y aun hoy
en dia los mecanismos subyacentes siguen siendo objeto de estudio (Youlin et
al., 2017; Zhang, et al. 2016). En este trabajo hemos evidenciado que los
agonistas de LXR también inhiben la capacidad proliferativa de dos lineas
tumorales de cancer de mama, las lineas LM2-4175 y BM-1833.

Curiosamente, la concentracién a la que los agonistas de LXR inhiben la
proliferaciéon en estas lineas tumorales (5-10 uM) es relativamente alta en

comparacion con las dosis a las que se obtiene una inhibicién efectiva del
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crecimiento celular en macréfagos primarios (1 uM) (Pascual-Garcia et al.,
2011). De hecho, en la mayor parte de los estudios realizados hasta la fecha
con células tumorales iz wvitro se han usado dosis elevadas de ligandos
(Fukuchi et al., 2004; Vedin et al., 2009; Rough et al., 2010). Es interesante
que, si transfectamos las células con un plasmido de expresion de LXRa, la
sensibilidad de estas células al tratamiento aumenta, lo que nos sugiere que
los efectos antiproliferativos se dan a través de la activacién especifica de los
LXR. Sin embargo, no podemos descartar que al menos el agonista T1317
esté actuando, en parte, a través de la activacién de otros receptores nucleares

como los farnesoid X receptor (FXR) y los pregnane X receptor (PXR).

El analisis del ciclo celular nos ha revelado que el tratamiento con T1317
bloquea el paso de la fase G1 a la fase S. Mediante analisis masivo de
expresion génica hemos determinado que el tratamiento con T1317 reprime
la expresion de Skp2, resultado que fue posteriormente confirmado por PCR
cuantitativa. La represién de este gen puede explicar el bloqueo de la
transicion G1 = S, pues Skp2 regula positivamente la degradacion del
inhibidor del ciclo celular p27. Este mecanismo fue descrito anteriormente en
células de cancer de prostata y de ovario entre otras (Fukuchi et al., 2004,
Rough, et al.,, 2010). Sin embargo, en las células LM2-4175 y BM-1833 los
niveles de proteina p27 no se vieron afectados por el tratamiento con
agonista. Estos resultados apoyan otros trabajos publicados en células de
cancer de mama en los que los agonistas de LXR reprimen Skp2 pero no
afectan los niveles proteicos p27 (Vedin et al., 2009). Otro trabajo realizado
en cancer de mama propone que los LXR bloquean la proliferacién mediante
la represion de E2F (Nguyen-Vu et al.,, 2013). En nuestros datos de expresion
génica, este gen no aparecio afectado por el tratamiento con T1317. También

hemos descartado que los LXR induzcan la expresion del gen MafB, que en
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osteoclastos es responsable de la regulacion negativa de la proliferaciéon y
cuya expresion esta regulada, en parte, por los LXR a través de la induccion

de SREBP1C (Menéndez-Gutiérrez et al., 2014).

El andlisis de Gene Ontology de nuestros datos de expresion génica nos ha
revelado que el tratamiento con T1317 esta afectando la expresion de decenas
de genes involucrados en el control del ciclo celular. Por lo tanto, es muy
probable que los LXR estén regulando la proliferacion de estas células por

multiples vias.

En nuestro trabajo, hemos detectado que el tratamiento con T1317 reprime
la expresion del gen PMEPA1. Curiosamente, este gen esta sobre-expresado
en una gran variedad de canceres, incluyendo tumores de mama , y suele ser
un marcador de mal prondstico (Vo Nguyen et al., 2014; Giannini et al.,
2003). Ademas, en las células MDA-MB-231, este gen es responsable del
papel pro-tumoral de la citoquina TGFf (Singha et al., 2010). Creemos que
un estudio mas a fondo sobre los efectos de la represion de Pmepal en
células tumorales e incluso en células primarias podria ser de interés para
entender los mecanismos anti-proliferativos del receptor nuclear LXR. En
este sentido, el grupo pretende ampliar una linea de investigaciéon en esta

direccion.

Otra cuestion que hemos abordado en este trabajo es estudiar si los efectos
de la activaciéon de LXR sobre la expresiéon génica asociada a metastasis en
las células LM2-4175 y BM-1833. Nuestra hipotesis de partida era que los
LXR, a través de los mecanismos de represion de sefiales inflamatorias
descritos con anterioridad (revisado en Pascual-Garcia & Valledor, 2012),

podrian modular la expresiéon de una bateria de genes que conforman los
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perfiles de expresion génica pro-metastaticos caracteristicos de estas lineas
celulares, y de esta manera modular su capacidad metastatica. Nuestros
resultados, sin embargo, nos han revelado que los LXR tienen discretos
efectos sobre dichos perfiles de expresion, tanto en las células BM-1833
como en las células LM2-4175. No obstante, el papel de los LXR sobre la
modulaciéon de la metastasis es un tema candente. Durante el desarrollo de
esta tesis se han publicado trabajos con resultados contrapuestos sobre el
papel que los LXR ejercen sobre la metastasis en diferentes modelos
tumorales. Por un lado, en el modelo de cancer de mama PyMT, a pesar de
que el tratamiento con el agonista GW3965 retrasa el desarrollo del tumor
primario, incrementa significativamente la metastasis a pulmén (Nelson et al.,
2013). En cambio, en diferentes subtipos de melanoma LXRf tiene la
capacidad no solo de suprimir 7z vivo el desarrollo tumoral, sin6 de inhibir la
formacion de focos metastaticos en pulmoén y cerebro. En estos estudios, se
demostr6 que la induccién de ApoE por LXRf es suficiente para proteger a
los ratones (Pencheva et al, 2014). Estos estudios han sido muy
prometedores y, basandose en ellos, actualmente se estan realizando ensayos
clinicos para determinar la eficacia de un nuevo agonista de LXR, llamado

RGX-104, para el tratamiento y la prevencion de la metastasis derivada de

melanoma (Kurth, 2016).

En el estudio 2 hemos analizado los efectos de la activacién de LLXR sobre el
microambiente tumoral, centrandonos en la produccién de quimiocinas
relevantes para el establecimiento de un entorno inmunosupresor. De
entrada, en animales inmunocompetentes, el agonista T1317 ejerce efectos
anti-tumorales, con una disminucién significativa del crecimiento tumoral.
Cabe destacar que la administraciéon del agonista de LXR fue llevada a cabo

una vez ya se habfa establecido el tumor, aspecto que refuerza la relevancia
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terapéutica del tratamiento con el agonista. Ademas, el efecto anti-tumoral
requiere de la expresion de los LXR en células del microambiente tumoral
diferentes de las propias células tumorales. Esta conclusion se deriva de los
resultados obtenidos en ratones LXRafB-/- portadores de tumores WT, en
los que el tratamiento con el agonista T1317 post-establecimiento del tumor
no resulta en una disminucién del crecimiento tumoral primario. Estas
observaciones nos indican también que los efectos negativos observados 7
vitro sobre la proliferacion de las propias células tumorales 3LLR no explican
completamente el frenado del crecimiento tumoral en los ratones WT. De
hecho, en estudios realizados en melanoma, también se ha observado una
combinacion de efectos sobre las células tumorales y sobre las células del
microambiente por parte de los agonistas de LXR En este sentido, la
inducciéon de ApoE mediada por LXR e implicada en los efectos protectores
contra la metastasis, ejerce acciones sobre la propia célula tumoral y también
suprime el reclutamiento y migraciéon de células endoteliales (Pencheva et al.,

2014).

En nuestros estudios hemos analizado las proporciones de diferentes
poblaciones mieloides en el tumor. No hemos visto cambios inducidos por el
tratamiento con agonista en los porcentajes de neutréfilos, monocitos o
macréfagos, aunque si una tendencia a la reduccion del porcentaje de células
dendriticas. En un trabajo publicado anteriormente, se ha descrito la
produccion de agonistas de LXR enddgenos por parte de algunos tumores.
En dichos modelos, la expresion de LXRou era necesaria para reprimir la
expresion del receptor CCR7 en células dendriticas y suprimir su migracion
hacia los ganglios linfaticos como mecanismo de inmuno-evasiéon. En dichos
estudios, se propuso que la activacion de LXR constituiria, por tanto, un

mecanismo utilizado por el tumor en su propio beneficio, el cual frenaria la
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capacidad de las células dendriticas de activar al sistema inmunitario
adaptativo. Nuestros resultados, sin embargo, discrepan con este modelo, ya
que la estimulacién con un agonista sintético de LXR no supone una
acumulacion de células dendriticas en el microambiente tumoral ni tampoco

favorece el crecimiento del tumor. (Villablanca et al., 2010).

En el presente trabajo, el agonista de LXR es capaz de reprimir 7z vivo la
produccion de la quimiocina Ccll7. Estos resultados se correlaciona con una
represion de la expresion de Ccll7, a nivel de ARN, en la poblacién
MHCI™" TAM, que es gran productora de esta quimiocina en el
microambiente tumoral. También hemos observado una tendencia de
represion de la expresién de Ccl22 en los MHCIT™®" TAM . Que los efectos
del agonista sean més evidentes en los MHCII"™" TAM podria explicarse por
el hecho de que este subtipo de macréfagos se ubica en las regiones
norméxicas del tumor, y por lo tanto, recibe un aporte de sangre mayor que
los MHCIT"™ TAM, localizados en las regiones hipdxicas del tumor
(Movahedi et al., 2010). Es posible en estas circunstancias que los MHCIT™"
TAM tengan menos disponibilidad de ligando tras una administraciéon del
mismo via intra-peritoneal. En este sentido, cuando hemos analizado la
expresion de Ccll7 y Ccl22 en macréfagos tumorales tratados ex vivo con
T1317, hemos constatado los efectos represores de los LXR sobre la

expresién de estas quimiocinas también en los MHCIT™ TAM.

Las implicaciones de la represion de Ccll7 y Ccl22 en el microambiente
tumoral pueden ser importantes. Niveles intra-tumorales elevados de Ccll7
estan asociados con menor supervivencia en pacientes con carcinoma
hepatocelular (Zhu, et al., 2016). De entrada, los macréfagos tumorales

secretan elevadas cantidades de Ccll7 y Ccl22 que, a través del receptor
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CCR4, reclutan linfocitos Treg al microambiente tumoral. Estos ultimos se
encargan de generar un ambiente inmunosupresor que favorece el desarrollo
tumoral (revisado en Tanchot et al., 2013). Experimentos 7 vivo demuestran
que la reduccién de Ccl22 en el microambiente tumoral previenen la
migracion de Tregs hacia el tumor y reducen el crecimiento tumoral (Anz et
al., 2015; Myers et al., 2017). Ademas, la presencia de estas quimiocinas en el
tumor puede tener otras implicaciones. Experimentos realizados en ratones
atimicos, que carecen de linfocitos T, demostraron que la sobre-expresion de
CCR4 en las células tumorales MDA-MB-231 exacerba el desarrollo de
tumores de mama al igual que la metastasis de estos tumores hacia el pulmoén
(Yuet al., 2012). Estos experimentos sugieren que Ccll7 y Ccl22 podrian
actuar directamente sobre las propias células tumorales. En este sentido, la
activacion del eje Ccl22-CCR4 en la célula tumoral, promueve la migracion e
invasion de células de cancer de prostata (Maolake, et al., 2017). Por lo tanto,
para saber si los cambios de concentracién de quimiocinas observados en
nuestro modelo tienen un efecto directo o indirecto sobre el desarrollo del
tumor, seran necesarios experimentos para evaluar el reclutamiento de Tregs
y la activacion de linfocitos T citotéxicos en el tumor asi como la actividad

migratoria de las propias células tumorales.

Los subtipos de macréfagos analizados en este estudio son fenotipicamente
distintos, siendo los MHCIT' TAM maés cercanos modelos de macréfagos
con activaciéon alternativa (fenotipo comunmente asociado a los TAM en
general) y los MHCIT"™" TAM mas préximos a macréfagos con fenotipo
pro-inflamatorio (Movahedi et al, 2010). Mientras que la activacién
alternativa de los macréfagos esta tipicamente dirigida por IL-4, se ha

demostrado que GM-CSF se encarga de afinar el fenotipo caracteristico de
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los MHCII"™" TAM, siendo responsable de la induccién de Ccll7 en estas

células (Van Overmeire et al., 2010).

Utilizando macréfagos derivados de médula 6sea, hemos demostrado que los
LXR tienen la capacidad de reprimir la expresion de Ccll7 y Ccl22 tanto en
respuesta a IL.-4, como en respuesta a GM-CSF. La busqueda del mecanismo
subyacente, nos ha permitido constatar que las vias de sefalizacién activadas
por GM-CSF 6 IL-4 convergen en la induccion de la expresion del factor de
transcripcion IRF4. Ademas la inducciéon de Ccll7 y Ccl22 por GM-CSF 6
IL-4 depende de la actividad de este factor de transcripciéon ya que en
macréfagos deficientes en IRF4 observamos una pérdida total de la induccién
de las quimiocinas en cuestion. Nuestros resultados estan en consonancia con
un estudio reciente en el que se demostré que la induccién de Cell7 por GM-
CSF depende de la expresion de IRF4 (Achuthan et al., 2016). Curiosamente,
en nuestro modelo, la actividad de IRF4 no es necesaria para la induccién de
una baterfa de genes asociados a la adquisiciéon de un fenotipo de activacion
alternativa por parte de los macréfagos, en particular Ym1, Argl, Mrcl y
Mgll. De forma interesante, la estimulacién con el agonista de LXR reprime

significativamente la induccién de IRF4 en respuesta a GM-CSF 6 I1L-4.

Mediante analisis de los datos de ChiPseq publicados por otros autores
(Ciofani et al., 2012), hemos localizado una region de reclutamiento de IRF4
en la cercanfa de las regiones codificantes para Ccll7 y Ccl22. El analisis de la
actividad enhancer de esta region, nos ha permitido constatar que se trata de
una regiéon funcional especificamente inducida por IRF4. Ademas, los
agonistas de LXR reprimen la actividad de esta region, efecto que se pierde
cuando IRF4 se encuentra sobreexpresado de forma constitutiva en los

macréfagos. Estas observaciones sugieren que la reduccion de la expresion de
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IRF4 mediada por LXR serfa suficiente para reducir la actividad de dicho
enhancer. Finalmente, la activaciéon de LXR también reprime la expresion de

Irf4 en los macréfagos tumorales.

De forma conjunta, los datos presentados en este trabajo sugieren que la
activaciéon de la via LXR ejerce efectos represores sobre la produccion de
quimiocinas importantes en el microambiente tumoral a través de un
mecanismo indirecto que implica la inhibicién de la expresion del factor de
transcripcion IRF4. Futuros estudios deberan ser dirigidos a evaluar si estos
efectos se traducen en un impacto sobre la actividad del sistema inmunitario
adaptativo contra las células tumorales y/o si tienen implicacién directa sobre

la migracién de las propias células tumorales.

Otra cuestion que nos queda abierta es la de identificar si algin factor de
transcripcién actia como co-activador en la regulaciéon de Ccll7 y Ccl22
mediada por IRF4. Hasta la fecha hemos podido evaluar la inducciéon de estas
quimiocinas en macrofagos deficientes en JunB y JunD, factores de
transcripcion que han sido descritos anteriormente como co-activadores en la
regulacion de la transcripcion de genes diana de IRF4 (P. Li et al,, 2012). Sin
embargo, nuestros datos revelan que la deficiencia de estos genes no afecta la
induccién de las quimiocinas objeto de estudio. No podemos descartar, no
obstante, que otros factores de transcripcion (por ejemplo BATF, KLF4 o

STAT3) cooperen con IRF4 en la regulacion de esta via.
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La activacion de LXR inhibe la proliferaciéon de las lineas celulares
BM-1833 y LM2-4175, interfiriendo sobre la transicién de la fase G1
a la fase S del ciclo celular. A pesar de que el agonista de LXR inhibe

la expresion de SKP2, los niveles de p27 no se ven afectados.

La activacion de los LXR reprime la expresion del gen PMEPAT en
las lineas celulares BM-1833 y LM2-4175, efecto que se correlaciona

con un aumento de la expresién del inhibidor p21 a nivel de mARN.

La activacién de los LXR ejercen un impacto represor moderado
sobre la expresion de un subconjunto de genes asociados al perfil

metastatico hacia pulmoén en la linea celular LM2-4175.

El agonista de LXR T1317 inhibe el crecimiento tumoral de la linea
3LLR in vive. La expresion de LXR en el microambiente tumoral es

necesaria para estos efectos.

Los LXR reducen la concentraciéon de Ccll7 en el microambiente
tumoral. Estos efetos se correlacionan con una represion de la
expresion de Ccll7 a nivel de mARN en los macréfagos asociados a

tumor.

La induccién por IL-4 y GM-CSF de la expresion de Cell7 y Ccl22 en

macréfagos depende de la induccién del factor de transcripcion IRF4.

. JunB y JunD no intervienen como co-reguladores en la regulacién de

la expresion de Ccll7 y Ccl22 por IRF4.
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Los LXR reprimen la induccién por IL-4 y GM-CSF de la expresion
de Ccll7 y Ccl22 en macréfagos a través de la represion de la
expresion de Irf4. También reprimen la expresiéon de Irf4 en los

macréfagos asociados a tumor.
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