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Figure S4. 
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Supplemental Figure Legends 

Fig S1. Verification of expression in engineered mammary fibroblasts, tumorsphere and flow 

cytometry subset analysis of post‐co‐culture SUM1315 cells.   

A. Immunoblots from cleared cell lysates from control hairpin (shC), Tiam1‐silencing hairpin (shTiam), 

pBabe control (+C), and pBabe‐Tiam1‐expressing (+Tiam) mammary fibroblasts, each loaded in duplicate 

lanes, incubated with Tiam1 antibody (top blot) or GAPDH antibody (bottom blot).  B. Representative 

light microscope images of tumorspheres from SUM 1315 breast cancer cells isolated from mixed cell 

co‐cultures with indicated mammary fibroblasts and quantitated as in figure 3A and 3B.                             

C. Representative flow cytometry data from SUM1315 breast cancer cells isolated from mixed cell co‐

cultures and assayed as in figure 3C and 3D.  D. Quantitative RT‐PCR for OPN mRNA from mammary 

fibroblasts containing control retroviral silencing hairpin and lentiviral luciferase silencing hairpin vectors 

(shC shLuc); Tiam1 and luciferase silencing hairpins (shTiam shLuc); Tiam1 and OPN silencing hairpins 

(shTiam shOPN).   Results indicate mean +/‐ SD for triplicate samples.   

 

Fig. S2. Effect of Tiam1 expression on EMT on SUM159 cells isolated from 3D co‐cultures. 

A. Quantitative RT‐PCR for mRNA of indicated proteins relative to GAPDH control from SUM159 breast 

cancer cells isolated from 3D spheroid co‐culture with control (shC) or Tiam1‐deficient (shTiam) 

mammary fibroblasts.  B. Quantitative RT‐PCR for mRNA of indicated proteins from SUM159 breast 

cancer cells isolated from 3D spheroid co‐culture with control (+C) or Tiam1‐over‐expressing (+Tiam) 

mammary fibroblasts.  For A and B, results represent mean +/‐ SD for duplicate experiments; * indicates 

p < 0.05.   



Fig. S3. Differential secretion of OPN from SUM1315 compared with RMF.  A. Quantitative RT‐PCR for 

osteopontin mRNA relative to GAPDH control from equal numbers of SUM1315 breast cancer cells and 

control RMF cells.  B. Transwell migration of SUM1315 toward control (shC) or Tiam‐deficient (shT) RMF 

seeded in bottom well.  Some cells were treated with control IgG or OPN antibody before and during the 

assay (SUM1315 treated by indicated top well Ab; RMF treated by indicated bottom well Ab.  Results 

represent mean cell counts +/‐ S.D. averaged across 9 high power fields for biologic triplicates. 

 

Fig S4. Direct effects of Agelastatin treatment on cells in 2D culture.  A and B. Cells were cultured in 2D 

with indicated concentrations of Agelastatin A.  A. Mammary fibroblasts, mean +/‐ SD for triplicate wells. 

B. SUM1315 cells, values indicate single wells and are representative of duplicate experiments.  * = p  

0.2; ** = p  0.001 by Chi‐square test.  C. Quantitative RT‐PCR for OPN mRNA from fibroblasts treated 

with 48 hours of vitamin D and Agelastatin A as indicated. Results indicate mean +/‐ SD and are 

representative of duplicate experiments, each in triplicate.  

 

Fig S5. Agelastatin A effects on Tiam1‐deficient fibroblast‐mediated increase in invasion into matrix 

and migration of post‐co‐culture breast cancer cells.  A. Number of projections/spheroid of mixed cell 

co‐cultures with SUM1315 breast cancer cells and control or Tiam1‐deficient fibroblasts incorporating 

Agelastatin A in indicated concentrations.  Results indicated number of spheroids with indicated 

projections as percent of total spheroid population; at least 180 spheroids were counted for each 

condition.  B. Transwell migration of SUM1315 after isolation from mixed cell spheroid co‐cultures with 

control or Tiam1‐deficient fibroblasts incorporating Agelastatin A in indicated concentrations.  Cell 

counts were averaged across 9 high power fields for biologic triplicates.    



Fig S6. Agelastatin A effects on Tiam1‐deficient fibroblast‐mediated increase in tumorsphere 

formation and CD44+/CD24‐/ESA+ population in post‐co‐culture breast cancer cells.  

A.  Quantification of tumorspheres formed by SUM1315 cells after isolation from mixed cell spheroid co‐

cultures with control or Tiam1‐deficient fibroblasts incorporating Agelastatin A in indicated 

concentrations.  Results indicate mean for biologic triplicates.  B. Flow cytometry quantification of sub‐

populations in SUM1315 cells after isolation from mixed cell spheroid co‐cultures with control or Tiam1‐

deficient fibroblasts incorporating Agelastatin A in indicated concentrations.   

 

Fig S7.  Effects of chemotherapy on invasion and migration of SUM1315 cells in 3D co‐cultures.  A.  

Number of projections/spheroid of mixed cell co‐cultures with SUM1315 breast cancer cells and control 

or Tiam1‐deficient fibroblasts incorporating cyclophosphamide (Cyc), docetaxel (Doc), doxorubicin (Dox) 

or control media (C) as indicated.  Results indicated number of spheroids with indicated projections as 

percent of total spheroid population; at least 150 spheroids were counted for each condition.  B. 

Transwell migration of SUM1315 after isolation from mixed cell spheroid co‐cultures with control or 

Tiam1‐deficient fibroblasts incorporating indicated drug as in A.  Cell counts were averaged across 9 high 

power fields for biologic triplicates.    

 

Fig S8.  Effects of chemotherapy on tumorsphere formation and cell sub‐populations in post‐co‐

culture SUM1315 cells.  SUM1315 cells isolated from mixed cell spheroid co‐cultures with control or 

Tiam1‐deficient fibroblasts incorporating indicated drug as in Fig S10 were assayed for A. tumorsphere 

formation under ultra‐low adherent conditions, and B. CD44+/CD24‐/ESA+ sub‐populations by flow 

cytometry.  Results represent mean +/‐ SD for biologic triplicates. 
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