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1. Introduccién
1.1 - Generalidades

La estructura tridimensional de las proteinas esta definida en gran parte por su
secuencia aminoacidica, que es caracteristica de cada proteina en funcion al
entorno fisico-quimico en que se encuentra. Los estudios in vitro de plegamiento
de proteinas previamente desnaturalizadas han sido considerados un buen
modelo para entender el mecanismo por el cual una cadena polipeptidica
adquiere una Unica estructura tridimensional dentro de la célula. Esta estructura,
resultante de factores intrinsecos y extrinsecos, tales como pH, fuerza idnica,
temperatura, presencia de otros componentes, entre otros, representa una

estructura termodinamicamente estable para las condiciones dadas.

A partir de trabajos clasicos en el estudio del plegamiento proteico in vitro se han
descrito modelos de plegamiento post-traduccional, tal como el modelo del
“glébulo fundido”. Este modelo establece que la desnaturalizacion de proteinas
se produce a través de consecutivos estados conformacionales intermedios,
donde las estructuras secundarias serian las mas resistentes a la
desnaturalizacién. Estos estados intermedios, previos a la desnaturalizacion
completa son llamados estados metaestables, a partir de los cuales es aun
posible la renaturalizacion y la posible recuperacién de funcionalidad. (Basharov,
2003)

Si bien el plegamiento de las proteinas es explicado en parte por estos modelos
in vitro, las condiciones del medio celular, caracterizado por una alta
concentracion de proteinas y otras macromoléculas, hacen que el plegamiento
in vivo posea caracteristicas particulares. Se ha mostrado que en el plegamiento
in vivo intervienen otros mecanismos moleculares y es condicionado por el
contexto celular. En este sentido se ha visto la importancia de la accion de
chaperonas asociadas al ribosoma que se unen a la cadena polipeptidica
naciente y la posterior cooperacion con chaperonas citosolicas tales como la
HSP60, HSP70 y HSP90 para el correcto plegamiento de las proteinas. Una
caracteristica de las chaperonas es la unién transitoria a estructuras
intermediarias de plegamiento, que, al unirse a regiones hidrofébicas, evitan la

generacion de agregados e interacciones no apropiadas (Deuerling et al., 2004).



Otro factor que ha sido propuesto, y que podria estar involucrado en el
plegamiento, es la velocidad de traduccion de las cadenas polipeptidicas.
(Kramer et al, 2009).

Por un lado, las variaciones en la velocidad de traduccién pueden resultar de la
estructura secundaria del mRNA, ya que estructuras locales estables del mMRNA
podrian alterar el avance de la traduccion (Kramer et al, 2009).

Por otro lado, se ha descrito el efecto de la presencia de codones lentos o raros
en el plegamiento y funcionalidad de la proteina resultante. En este sentido, son
ilustrativos los estudios en Escherichia coli donde se ha mostrado que la
eficiencia de plegamiento de una proteina multidominio (Sufl) es alterada por la
introduccidn experimental de sustituciones sinénimas de codones raros por otros
cuya abundancia relativa de tRNAs es mayor (Zhang et al., 2009). Asimismo, se
ha visto que los codones raros estan asociados predominantemente a regiones
que codifican limites entre dominios y elementos de la estructura secundaria
especificos, tales como las hojas B (Thanaraj et al., 1997). A pesar de
encontrarse evidencias de este fendmeno en procariotas y en menor medida en
eucariotas, no es del todo claro el rol del uso de codones en estos ultimos, por
lo que el rol de la velocidad de traduccion en el plegamiento proteico en
eucariotas aun se encuentra bajo estudio.

Todas estas observaciones sugieren que diversos mecanismos de plegamiento
tanto co-traduccionales como post-traduccionales, interacciones con ligandos,
otras proteinas y modificaciones post-traduccionales se ven involucrados en la
estructura tridimensional de las proteinas dando lugar a diversos estados y
variantes conformacionales en las mismas. La importancia de dichas
conformaciones tridimensionales radica en su potencial de modulacién de la
actividad biolégica de las proteinas, por lo que el entendimiento de los factores
gue subyacen a la generacion de cambios y variantes conformacionales, asi
como su caracterizacion, se torna crucial para el estudio de muchas

manifestaciones de salud.



1.2- Receptor de Estrégenos alfa

El Receptor de Estrégenos alfa (ERa) es un factor de transcripcion miembro de
la superfamilia de receptores nucleares inducibles por ligandos, la cual incluye a
los receptores hormonales esteroideos (receptor de glucocorticoides,
mineralocorticoides, receptor de progesterona, receptor de androgenos y ERS),
receptores de hormonas tiroideas y retinoides, receptor de la vitamina D y otros
cuyos ligandos son desconocidos, llamados receptores huérfanos (Fox et al.,
2004)

El ERa es una molécula de gran importancia en procesos biolégicos normales
de homeostasis, proliferacion y diferenciacion celular y se expresa en un amplio
rango de tipos celulares y tejidos, principalmente en la glandula mamaria, Gtero,
epididimo, glandula tiroides y adrenales, tejido 0seo, higado, rifiones, algunas
regiones del cerebro y corazén (Cheung et al, 2003). El ERa, junto con los
estrogenos, en particular el estradiol (E2) son esenciales para diversas funciones
fisiologicas, entre ellas el desarrollo sexual y la funcién reproductiva y juegan un

rol esencial en el desarrollo y funcion normales de la glandula mamaria.

1.3- Estructura del Receptor de estrogenos alfa

El ERa al igual que el resto de los receptores nucleares, posee una estructura

modular conservada con diferentes dominios, nombrados de A a F (Figura 1)
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Figura 1. Estructura del Receptor de estrégenos a. Abreviaturas: AF1,
funcién de transactivacion 1; NLS, sefial de localizacidon nuclear; DBD,
dominio de unidn al ADN; LBD, dominio de unién al ligando; AF2,
funcién de transactivacion 2. Tomado y modificado de May 2014.

El ERa esta codificado por el gen ESR1 ubicado en el brazo largo del cromosoma
6 y su ARN mensajero posee 8 exones, el cual se traduce a su isoforma mas
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abundante, de 595 aminoacidos y con un peso molecular de 66 kDa, siendo la
isoforma que presenta mayor peso molecular aparente de las descritas en la
literatura (Fox et al., 2004).

La isoforma de 66 kDa presenta todos los dominios caracteristicos de los
receptores nucleares. EI domino A/B del ERa estd compuesto por los 180
aminoacidos del extremo amino terminal y contiene la funcion de transactivacién
1 (AF-1) que es una region independiente de ligando involucrada en
interacciones proteina-proteina y en la activacion transcripcional de sus genes
diana. Posee, ademas, una sefial de localizacion nuclear (NLS). Los detalles
estructurales de AF-1 no son bien entendidos ya que se ha observado que la
region N- terminal es una region intrinsecamente desordenada en solucion

acuosa (Warnmark et al., 2001; Lavery et al., 2005)

El dominio A/B es seguido por el domino C que presenta el dominio de union al
ADN (DBD) abarcando desde el aminoécido 181 al 263. Este dominio es el mas
conservado entre los miembros de los receptores nucleares. Posee dos
estructuras de dedos de zinc que, actuando de forma colaborativa, son cruciales
para la dimerizacion y union especifica al ADN, asimismo este dominio posee
una segunda NLS (May et al., 2014). Ubicadas en los dedos de zinc, se
encuentran las llamadas P-box y D-box, dos secuencias aminoacidicas cortas,
la primera situada dentro del dedo de zinc hacia el amino terminal, y la segunda
en el dedo que se ubica hacia el carboxilo terminal. Estas cortas secuencias
permiten el reconocimiento especifico de los sitios de elementos de respuesta a
estrogenos (ERES) siendo la P-box la secuencia que permite la union sitio
especifica y la D-box, la que estabiliza la unién DBD-ERE al formar parte de la
superficie de dimerizacion (Ruff et al., 2000). Los EREs son secuencias
palindromicas, lo cual explica que la dimerizacion del receptor sea importante
para la union estable al ADN (Fox et al., 2004).

Entre el DBD y el sitio de unién a ligando (LBD) se encuentra una regién bisagra,
el dominio D (desde el aminoacido 264 al 302), que posee funciones regulatorias,
y puede tener modificaciones post-traduccionales. En dicha region bisagra en
ausencia de ligando se encuentra unida una proteina chaperona, la Hsp90
confiriéndole estabilidad en su estado inactivo y regulando asi la activacién de
ERa (Fox et at., 2004).



La region correspondiente al extremo carboxilo terminal (dominio E/F) contiene
un dominio globular, el dominio de union a ligando (LBD), comprendido desde el
aminoacido 303 a 552. Este es el dominio de mayor tamafio y el menos
conservado entre los miembros de la familia de receptores nucleares. El LBD
contiene regiones responsables de la unidn a ligandos especificos, regiones
implicadas en la dimerizacion, regiones de reclutamiento de
coactivadores/correpresores y la funcion de transactivacion 2 (AF-2)
dependiente de ligando (Kerdivel et al., 2013).

El LBD posee 12 hélices a (H1-H12) que, en presencia de estradiol u otro
ligando, se pliegan en tres capas formando una cavidad hidrofébica de union al

ligando y aportando superficies de dimerizacion (Figura 2)

Figura 2. Estructura tridimensional del dominio de unidn al ligando (LBD) del Receptor
de estrégenos a. a) Diagrama de hélices que conforman el LBD. b) Vistas
perpendiculares de estructura tridimensional del ERa en complejo con E2. Tomado de
Pike, 2006.

La union del ligando induce un cambio conformacional en el LBD, modulando su
actividad a través de la formacion de una superficie de unién a coactivadores
conformada por residuos de varias a hélices del dominio, siendo de especial
importancia la H-12 (hélice asociada a la funcion de transactivacion AF-2). La
estructura tridimensional resultante se vincula con los efectos agonistas o

antagonistas de cada ligando, exponiendo o enmascarando la superficie de



unién a coactivadores (Ruff et al., 2000). De la comparacién del tamafio de la
molécula de estradiol con el del bolsillo hidrofébico se ha deducido que el
estradiol no ocupa enteramente la cavidad y de esta forma se explica por qué el
ERa es capaz de unirse a una gran variedad de esteroides (Fox et al., 2004).

Por dltimo, la region F (una regibn muy poco conservada en la familia de
receptores nucleares) comprende parte de la AF-2 y se ha visto implicada en la
regulacion diferencial de la transcripcion en respuesta a estrogenos y

antiestrogenos de manera dependiente del tipo celular (Fox et al., 2004).

Ademas de la isoforma del ERa de peso molecular de 66 KDa se han descrito
otras variantes producto de splicing alternativo o uso de promotores alternativos.
Una gran variedad de ARN mensajeros coexiste en las células junto con el
correspondiente a la isoforma de 66 KDa y han sido identificados en tejidos
normales tales como endometrio, epitelio mamario, entre otros, asi como en
células tumorales de diversos tipos. La expresion de algunas de estas variantes
de splicing se ha asociado con la adquisicion del fenotipo independiente de
hormonas en algunos canceres de mama (Kerdivel, 2013)

Si bien se han reportado multiples variantes de splicing en diversos tejidos, pocas
isoformas de la proteina han podido ser caracterizadas a la fecha (Barone et al.,
2010). Se ha sugerido la presencia de isoformas de 39 y 46 kDa en ensayos de
inmunoprecipitacion usando anticuerpos monoclonales anti-ERa contra el
dominio LBD en osteoblastos primarios y células de la linea MCF-7 (Denger et
al., 2001). Si bien la proteina de 39 kDa no ha sido definitivamente confirmada
como una isoforma de ERa, si lo fue la isoforma de 46 kDa a través de ensayos
de inmunoblot en la linea celular MCF-7 utilizando anticuerpos policlonales tanto
como monoclonales (HC20 y H222, respectivamente) contra el extremo carbolixo
terminal de ERa (Flouriot et al., 2000). Posteriormente se encontré otra variante
de splicing de 36 kDa, la cual también fue correlacionada con la resistencia
enddcrina. Esta variante careceria de los dominios de transactivacion AF1y AF2
(Wang et al., 2005).

Existe evidencia de que estas isoformas podrian cumplir un rol significativo en
eventos de sefializacion. Por ejemplo, la isoforma de 46 kDa, que carece de los

primeros 173 aminoacidos correspondientes al AF-1, presenta una localizacion
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celular alterada que le confiere una respuesta de sefializacién mas rapida que la
isoforma 66 kDa. Si bien también se ha observado que esta isoforma opera como
un inhibidor competitivo al formar heterodimeros con la isoforma 66 kDa, y que
la proporcion de ambas isoformas tiene una correlacién con la proliferacion
celular en la linea celular MCF-7 de cancer de mama, la funcion y mecanismos
de accion de esta isoforma aun no han sido del todo dilucidadas (Flouriot et al.,
2000; Barone et al., 2010), si bien se ha propuesto su rol como inhibidor de la
progresion tumoral (Klinge et al., 2010)

Por otro lado, la isoforma de 36 kDa es expresada tanto en tumores de mama
ERa positivos como negativos. Esta isoforma carece de actividad transcripcional
intrinseca, pero suprime eficientemente la actividad del ERa-66 kDa. Similar a la
isoforma 46 kDa, esta isoforma se localiza en la membrana celular, donde media
cascadas de sefalizaciébn no gendmicas, estimulando la proliferacion celular.
Asi, la sobre expresion de esta isoforma se asocia con un peor pronostico en

casos de cancer de mama (Wang et al., 2015).

Aumentando aun mas la diversidad estructural y funcional del ERa, se ha
descrito la existencia de variantes conformacionales del ERa a partir de ensayos
de traduccion in vitro en diferentes sistemas de traduccion eucariéticos, lo cual
sugiere la influencia del contexto celular en las propiedades estructurales y
funcionales del ERa resultante (Horjales et al., 2007).

1.4- Mecanismos de accion del receptor de estr6genos alfa

La amplia distribucion del ERa y su participacion en una gran variedad de vias
de sefalizacion y mecanismos de accién hacen que los estrégenos tengan un
gran numero de efectos pleiotropicos haciendo que se encuentren involucrados

en una cantidad de procesos fisiologicos tanto normales como patologicos.

Como el mediador de los estrogenos, en especial del estradiol (E2), la union de
eéstos genera cambios conformacionales que permiten su activacion como
regulador transcripcional. El ERa se encuentra secuestrado en las células en su
forma inactiva en un complejo que incluye las proteinas de shock térmico HSP

70 y HSP 90, entre otras. La unién de alta afinidad a los estrégenos provoca la



disociacion del complejo (May, 2014) dando lugar a la dimerizacién del receptor
y Su posterior accion.

El ERa puede mediar sus acciones tanto a través de la accion genémica como
de la no gendmica (Figura 3).

En el primer caso, la unién a su ligando promueve la union al ADN, ya sea
directamente a través de elementos de respuesta a estrogenos (ERES)
presentes en los promotores de los genes blanco o a través de la interaccién con
factores de transcripcion tales como proteina especifica Sp1, proteina activadora
1 (Apl) o el factor nuclear kapa (NFkB), ya unidos al ADN. Los cambios
conformacionales asociados a la activacion del ERa también permiten el
reclutamiento de, ademas de la ARN polimerasa Il, coactivadores o corepresores
transcripcionales tales como CBP/p300, SRC y NCOA1 por lo que el perfil de
activacion transcripcional de ERa depende en gran medida tanto del contexto

celular como el de los promotores.
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Figura 3. Esquema de acciones gendmicas y no gendomicas de Era.
Tomado de Kerdivel et al., 2013.

Otros mecanismos de accion del E2 se producen a través de acciones no

genomicas. A través de la activacion de una subpoblacion de moléculas de ERa
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unidas a la membrana celular o ubicadas en el citosol, se activan vias de
sefalizacion intracelular tales como MAPK y PI3K, a través de la interaccion con
proteinas adaptadoras tales como MNAR o a través del entrecruzamiento con
diversas vias de sefializacion que involucran receptores de factor de crecimiento
por ejemplo el receptor del factor de crecimiento insulinico (IGFR), el receptor
del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y receptor del factor de crecimiento
epidérmico humano 2 (HER2). La activacion de estas vias resulta en la
fosforilacion y activacién de varios factores de transcripcion, incluyendo el mismo
ERa y sus cofactores (Kerdivel et al., 2013).

Se ha observado la expresion del ERa en un 70% de los casos diagnosticados
de cancer de mama (tumores ERa positivos), los cuales se correlacionan con un
fenotipo de proliferacion dependiente de E2 (Kerdivel et al., 2014). En células
ERa positivas, la presencia de E2 estimula la proliferacion y supervivencia
estimulando genes anti-apoptoticos y promitéticos (Kerdivel et al., 2013) sin
embargo aun en presencia de estrogenos muestran generalmente ser menos
invasivas y mas diferenciadas que las células ERa negativas. Esto se ha
asociado a un rol del ERa de mantenimiento del fenotipo epitelial (Kerdivel et al.,
2013). La proliferacion dependiente de E2 hace que los tumores ERa sean
sensibles a las terapias hormonales anti-estrogenos, tales como el tamoxifeno,
y por este motivo la expresion del ERa se encuentra asociada con un mejor
prondstico. Sin embargo, con cierta frecuencia, los tumores ERa positivos
desarrollan resistencia a los tratamientos hormonales. Este fendmeno
denominado “escape hormonal” implica un cambio de fenotipo dependiente de
E2 a uno independiente de E2 y se lo ha asociado a la pérdida del fenotipo
epitelial y la adquisicién de un fenotipo mesenquimal.

1.5- Transicidn epitelio-mesenquimal

La transicion epitelio-mesenquimal (EMT) es un proceso normal y esencial en el
desarrollo y permite la reprogramacion de células epiteliales polarizadas hacia
un fenotipo mesenquimal con motilidad. Durante el desarrollo embrionario es
esencial para los grandes movimientos celulares requeridos por ejemplo en la
gastrulacion y la organogénesis, ademas de estar involucrado en la regeneracion

normal de tejidos en adultos (Mani et al, 2008)



La desregulacion de la EMT da lugar a condiciones patolégicas y en el caso de
tumores no metastasicos que atraviesan la EMT se genera un aumento en la
capacidad migratoria e invasiva de las células tumorales, pudiendo dar lugar a
metéstasis. Se ha asociado el fenotipo adquirido de células que sufren EMT con
el de células madre cancerosas (CSC), un tipo de célula tumoral con alta
capacidad tumorigena que presenta caracteristicas de autorenovacion y
regeneracion de la heterogeneidad del tumor primario. Existen profundos
cambios fenotipicos asociados a la EMT que involucran la expresion de factores
de transcripcién que dirigen la expresion alterada de genes involucrados en la
adhesion celular, motilidad y la reorganizacion del citoesqueleto, con la
concomitante pérdida de polaridad apicobasal (May et al., 2011).

Un evento critico en la EMT es la pérdida de uniones intercelulares mediadas
por E-cadherinas, un componente de las uniones adherentes.

Entre otros mecanismos, la pérdida de estas uniones celulares y por lo tanto la
EMT, estan asociadas a activacion del gen MKL1 el cual juega un rol importante
en la progresién del cancer, ya sea como promotor tumoral o supresor,
dependiendo del contexto celular. El rol pro-metastatico de MKL1 es
generalmente explicado por su efecto en la expresion de genes involucrados en
funciones motiles (Scharenberg et al., 2010; Flouriot et al., 2014; Kerdivel et al.,
2014)

Asimismo, durante la EMT se ha descrito una reducciéon de la expresion de ERaq,
asi como del receptor de progesterona (PR) y de HER2, generandose un fenotipo
triple negativo (ERa-, PR- y HER2-) que exhibe caracteristicas mas agresivas y
con pérdida de respuesta a los estrogenos. Este cambio fenotipico también se
ha asociado con la activacion del gen MKL1 (Kerdivel et al., 2014).
Concomitantemente, en la EMT, los niveles de actividad de sefalizacion de
receptores de factores de crecimiento- tales como EGFR o IGFR- se
incrementan. De este modo, la sobreexpresion o aumento de la actividad de los
componentes pertenecientes a las vias de receptores de factores de crecimiento
son potenciales mecanismos de proliferacion y supervivencia alternativa de las
células tumorales (Barone et al., 2010) y explican en parte la proliferacién
independiente de estrégenos en células que cursan la EMT.

Ademas de la alteracion de la expresion de ERa existe alteraciéon de su actividad

durante la progresion tumoral, lo cual se refleja en la expresion y actividad de
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ERa en distintos contextos celulares. Diversos mecanismos moduladores
pueden influir en el proceso de pérdida de respuesta a estrogenos. Estos
mecanismos se han observado a distintos niveles (figura 4), y algunos de estos
incluyen accion diferencial de co-reguladores de ERa debido a modificaciones

post-traduccionales tanto del receptor como de proteinas coactivadoras.
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Figura 4. Mecanismos involucrados en la modulacion de la expresion y
actividad del ERa durante la progresion tumoral. Tomado de Kerdivel
et al., 2013.

Se ha encontrado que una de las causas de estas modificaciones post-
traduccionales es la activacion de distintas vias de sefalizacion de factores de
crecimiento por lo cual es clave comprender los cambios a nivel conformacional
de ERa en el fendmeno de pérdida de respuesta a estrégenos. Dichos cambios
conformacionales serian generados por la activacion de vias de sefializacion de
receptores de crecimiento, cuyos mensajeros intermediarios se encuentren

relacionados con las vias de sefializacion de ERa (Kerdivel et al., 2013)
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1.6- Gen MKL-1y via de sefalizacion Rho/actina/MKL1

El gen MKL1 (leucemia megacariobléstica 1, también nombrado como MRTF-A,
MAL o BSAC) es un factor de transcripcion, que primeramente fue descrito como
un coactivador transcripcional del factor de respuesta al suero (SRF) en el control
de funciones celulares contractiles o moviles (Cen et al., 2003). El gen MKL1
humano codifica una proteina de 931 aminoacidos, y es miembro de la familia
de genes MRTF (factor de transcripcion relacionado con miocardina) con los que
comparte una homologia de méas del 60 % en una serie de dominios
conservados. Una de las regiones altamente conservadas es el dominio N-
terminal. Esta region contiene motivos RPEL cuyo nimero varia con la isoforma
de la proteina. Los motivos RPEL estan implicados en la unién a la actina y la
importacion nuclear de MKL1 dependiente de Rho. MKL1 posee dos regiones
basicas, ubicadas en el extremo N-terminal las cuales estan involucradas en la
localizacion nuclear de MKL1. Como los deméas miembros de la familia MRTF,
MKL1 posee un dominio SAP, que consiste en dos hélices anfipaticas de 35
aminoacidos con funciones en la regulacién de la organizacion nuclear, dinamica

de la cromatina y apoptosis (Scharenberg et al., 2010). (Figura 5)

RPEL1-3

(12H3 SAP| |LZ TAD 0

Figura 5. Estructura de MKL1. Abreviaturas: RPEL1-3, motivos de unién a la
actina; B1 y B2, dominios basicos; Q, dominio rico en glutamina; SAP, dominio
SAP; LZ, dominio tipo cremallera de leucina; TAD, dominio de transactivacion.
Tomado de Scharenberg et al., 2010.

-

MKL1 media la regulacion de la expresion génica en funcidon del estado de
polimerizacién de actina, translocando continuamente desde el citoplasma al
ndcleo via un proceso controlado por actina globular (actina-G) que involucra la
via RhoA/MKL1. MKL1 se encuentra secuestrado por actina-G en el citoplasma
a traves de la interaccion con sus motivos RPEL. La activacion de la via RhoA
produce un aumento en la tasa de polimerizacion de actina con la subsecuente
acumulacion de actina fibrilar (actina-F), liberando a MKL1 de la actina-G vy
permitiendo su posterior importacién al nacleo, en donde coactiva las actividades
transcripcionales del factor de respuesta al suero (SRF).
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Se ha visto que la via de sefalizacion Rho/actina/MKL1 también tiene un rol
predominante en el control de la actividad transcripcional de ERa a través de la
modulacion de la contribucion relativa de las dos funciones de activacion, AF-1
y AF-2 (Figura 6). La contribucién de AF-1 o de AF-2 a la actividad del ERa
depende tanto del promotor como de la linea celular y del estadio de
diferenciacion celular, observandose una mayor actividad transcripcional en
células diferenciadas (Mérot et al., 2004). Cuando MKL1 es secuestrado por
actina-G, la actividad transcripcional de ERa es ejercida principalmente por la
funcion de activacion 1 (AF-1). Por otro lado, cuando MKL1 se activa a partir de
la disociacidn de la actina-G, se silencia AF-1y permite que el ERa actue a través
de la funcién de activacion 2 (AF-2), a la vez que debilita la capacidad de
transactivacion global de ERa. La AF-1 puede actuar de manera independiente
de E2, pero como se ha visto en la linea celular MDA-MB231 de cancer de mama
humano y otras, el AF-1 debe interaccionar con el AF-2 para lograr la maxima
actividad transactivacional. Muchos factores potencian este efecto sinérgico,
incluyendo la presencia de ligandos agonisticos tales como el E2 o el tamoxifeno,
los cuales estimulan, directa o indirectamente las interacciones AF-1/AF-2 (Fox
et al., 2004)

En este sentido se ha visto que AF-2 es la principal funcién de activacion activa
en células que han alcanzado su transicion epitelio-mesenquimal (Huet et al.,
2009).

La ruptura de las uniones intercelulares mediadas por E-cadherinas, como ya se
ha dicho, es un factor clave en la transicion epitelio-mesenquimal y se ha
correlacionado con una fuerte actividad de RhoA. Asi, la activacion de via de
sefializacion Rho/MKL1 que se produce durante la EMT, reduce la eficiencia de
la transactivacion global de ERa al modular la contribucion relativa de las

funciones de activacion del mismo.
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Figura 6. Esquema del modelo integrativo de la regulacion de la actividad transcripcional de
ERa por MKL1. Células epiteliales diferenciadas expresan proteinas involucradas en
contactos dependientes de calcio, tales como las E-cadherinas. El establecimiento de estos
contactos da lugar a una baja actividad de Rho GTPasas, aumentando asi la proporcién de
actina G libre. Por otro lado, células desdiferenciadas que han sufrido la EMT, presentan una
alta actividad de Rho GTPasas la cual activa la polimerizacion de actina. MKL1, segln se halle
unido o no a actina, exhibe un control de la actividad transcripcional de ERa diferencial.
Tomado de Huet et al., 2009.

Como ya se ha sefalado, la activacion de MKL1 en lineas celulares ERa
positivas, reprime la expresion de ERa y por ende suprime la estimulacién del
crecimiento celular dependiente de E2 (Kerdivel et al., 2014)

Estas investigaciones en conjunto, muestran que la accion de MKL1 es clave en
el proceso de escape hormonal, y por ende en la pérdida de respuesta a

farmacos tales como el tamoxifeno en células de cancer de mama ERa positivas.

1.7- El modelo celular: linea celular MCF 7

Se ha visto que la via de sefalizacion Rho/actina/MKL1 se encuentra silenciada
en lineas celulares de cancer de mama ERa positivas tales como MCF-7 'y T47D
y por otro lado activa en lineas celulares ERa negativas como MDA-MB-231,

HMT 3522 y T4-2. Estas Ultimas tres lineas han experimentado la transicion
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epitelio-mesenquimal y presentan proliferacion independiente de estrogenos
(Kerdivel et al., 2014).

D+

ZB

Figura 7. Imagenes de cultivos celulares de las lineas MCF-7 D+ y ZB.
Cortesia Marcos Davyt.

Para estudiar el escape al control hormonal que tiene lugar durante una EMT
Flouriot y col. generaron sublineas celulares derivadas de MCF-7 (Flouriot et al.,
2014). Este modelo estéa dirigido por la expresion de variantes del gen MKL1,
una linea de este modelo expresa una variante de MKL1 desprovista del extremo
amino terminal y por ende con una delecion en los motivos RPEL, criticos para
la union a la actina. Esta linea representa la transicion epitelio-mesenquimal
(MCF-7 - MKL1 AN200, y es nombrada como D+) presentando un fenotipo
desdiferenciado. La otra linea, derivada de MCF-7 nombrada como ZB, fue
transfectada con el vector vacio y representa el fenotipo epitelial como un control,

presentando un fenotipo diferenciado (Figura 7).
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Como fue descrito anteriormente, la induccion de la expresion de MKL1 AN200,
en la linea D+ produce la reduccion de la transactivacién global de ERa al
modular la contribucién relativa de las funciones de activacion del mismo. Esta
modulacién involucraria cambios conformacionales en ERa por lo que seria
esperable hallar variantes conformacionales en las lineas celulares del modelo

utilizado.
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2- Objetivos del trabajo

El objetivo general de este trabajo es analizar la existencia de posibles variantes
conformacionales del ERa en un modelo de transicion epitelio-mesenquimal de

cancer mamario, dirigido por la expresion de variantes de MKLL1.

2.1 - Objetivos especificos

e Poner a punto las condiciones para visualizar la degradacién limitada del
ER y la deteccion del perfil de degradacion parcial, en las lineas celulares
ZBy D+.

e Comparar el perfil de degradacion del receptor de estrégenos alfa en

dichas lineas celulares.
2. 2 - Estrategia experimental

Para cumplir con estos objetivos se analizaré la proteina de interés en extractos

celulares a través de ensayos de protedlisis limitada y western blot.

La protedlisis limitada permite estudiar de forma indirecta las variaciones
estructurales de una proteina, gracias a la accesibilidad diferencial que tienen
las proteasas a la proteina sustrato en la que se presumen variaciones
conformacionales. Dicha accion diferencial dara lugar a distintas cinéticas de
degradacion de la proteina, las cuales pueden brindar informacion y sugerir
alteraciones conformacionales de la proteina problema. La protedlisis limitada
también brinda informacion a través de la generacibn de patrones de
degradacion diferenciales, producto de una fragmentacion diferencial, siendo
estos patrones dependientes de las caracteristicas conformacionales de la
proteina de interés. Esta técnica puede ser usada para identificar sitios con
flexibilidad aumentada o de desnaturalizacion local de una cadena polipeptidica
(Fontana et al., 2004)

En nuestra aproximacion experimental se utilizara la quimotripsina, una proteasa
que hidroliza los enlaces peptidicos adyacentes a los aminoacidos tirosina,
triptéfano, fenilalanina y leucina en regiones accesibles. Dicha estrategia

experimental ha sido probada en el estudio del ERa en al menos dos estudios
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(Horjales et al., 2007; Eng et al., 1997), que fueron utilizados como protocolos de
partida.

3- Materiales y métodos

Para estudiar la presencia de variantes conformacionales del ERa se utilizaron
sublineas celulares derivadas de MCF-7 obtenidas por transfeccion estable del
vector de expresion inducible por tetraciclina pcDNA6/TO con el inserto MKL1
AN200 y su correspondiente vector pcDNAG/TR (T-REx™system, Invitrogen) en
células D+ y con vector de expresion pcDNA6/TO vacio y pcDNAG6/TR en células
ZB. El modelo celular fue proporcionado por el Prof. Gilles Flouriot (Universidad
de Rennesl, Institut de Recherche en Santé, Environnement et Travail, Rennes,

France).
3.1 Cultivos celulares

En colaboracion con Marcos Davyt y Karen Perelmuter (IPMon) se realizaron los
cultivos celulares en el Instituto Pasteur, Unidad de Biologia Celular, siguiendo

el siguiente protocolo:

Las células se mantuvieron rutinariamente en DMEM Gibco ™ GlutaMAX ™,
conteniendo 4,5 g/L de glucosa y rojo de fenol, suplementado con 10% de suero
fetal de ternero (FCS) (Gibco ™) y los antibidticos Zeocina (100 pg/mL) y
Blasticidina (5 pg/mL), a 37°C en 5% de CO2. Luego las células derivadas de
MCF-7 se mantuvieron en DMEM libre de rojo de fenol (Thermo) suplementado
con 2,5% de FCS libre de carbon (Capricorn), con piruvato al 1% (Invitrogen) y
1% de L-glutamina (Invitrogen) durante 48 hs. Durante ese tiempo, para inducir
la expresion de las formas mutantes de la proteina MKL1 (MKL1 AN200), los

cultivos de subclones de MCF7 se trataron con 1 pg/ml de tetraciclina.
Preparacion de extractos celulares

Las células se lavaron con buffer fosfato salino (PBS), y se agrego Reporter Lysis
Buffer (Promega), 750 ul por botella T75. Se congelan a -80°C hasta su

utilizacion.
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3.2 - Protedlisis limitada

Se estudio la presencia de poblaciones de receptores de estrogeno alfa en las
sublineas celulares ZB y D+ de MCF-7 y su degradacion diferencial en presencia
de quimotripsina a través de ensayos de protedlisis limitada. Los ensayos se
realizaron directamente en alicuotas de lisado celular. El lisado celular se
descongel6 en hielo, se raspo con rastrillo y se transfirid a un eppendorf para
luego centrifugarse fracciones de 200 pl durante 2 minutos a 6000 g y 4°C. Se
afadieron 2 ul de 1M de CaCl2 al sobrenadante y posteriormente se retiré una
muestra de 30 pl (tiempo O- ). Al volumen restante se le agrega 1,5 ul de
quimotripsina 0,5 pg/ml. Para llegar a este valor se llevaron a cabo ensayos de
protedlisis con distintas concentraciones finales de quimotripsina con el fin
optimizar la cantidad necesaria tal que se observe con claridad un patrén de
degradacion en el periodo de tiempo considerado. Se tomdé una muestra
inmediatamente después de adicionada la quimotripsina (alicuota 0+) y otras
alicuotas de 30 ul a distintos tiempos de incubacién (3, 10, 20 y 30 minutos),
afadiéndosele a cada una 8 pl de buffer de carga de proteinas (ver Anexo 1) y

deteniéndose la reaccion en thermoblock a 96°c durante 5 minutos.
3.3 -Western blot

Para llevar a cabo los analisis mediante western blot las muestras fueron
sometidas a electroforesis SDS-PAGE inmediatamente después de realizado el
ensayo de protedlisis limitada. Se realizé la electroforesis en geles de acrilamida
al 10% y a continuacion se procedié a la transferencia a membrana de
nitrocelulosa, durante 2 hs a 200 mA. Las membranas fueron blogueadas a 4°C
durante toda la noche en solucién de bloqueo (5% leche en polvo descremada
en buffer TBST). A continuacion, las membranas son incubadas con los
anticuerpos primarios (ver anexo) diluidos en TBST (ver anexo) durante 1 hora,
a temperatura ambiente. Posteriormente se realizan 5 lavados de 5 minutos en
TBST con agitacion, para luego incubarlas con el anticuerpo secundario
correspondiente conjugado a peroxidasa, diluido en TBST, durante 1 hora a
temperatura ambiente. Se realizan 5 lavados de 5 minutos en TBST con
agitacibn y se procede al revelado con el reactivo comercial ECL

(ThermoScientific) segun instrucciones del fabricante.
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3.4 - Densitometria y andlisis semi-cuantitativo

Las imagenes obtenidas del revelado de las membranas se procesaron con el
software Image J realizandose una densitometria de las bandas obtenidas en las

membranas.
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4 - Resultados

Con el objetivo de analizar posibles variantes conformacionales del ERa en dos
contextos celulares que representan la transicion epitelio mesenquimal, se
utilizaron las dos sublineas celulares derivadas de la linea celular de cancer de
mama MCF-7. Con el fin de evidenciar posibles diferencias estructurales del
ERa dependientes del contexto celular asociado a nuestro modelo celular se

utilizé como aproximacion experimental la técnica de protedlisis limitada.

4.1 - Puesta a punto de obtencion de extractos celulares.

La optimizacién de la obtencion de extractos celulares con concentraciones
adecuadas de proteina se llevd a cabo en primera instancia siguiendo las
recomendaciones del fabricante del buffer de lisis ReporterLysis Buffer
(Promega) utilizando 1 ml por botella T75. Todos los procedimientos de lisis
incluyeron un paso de congelacién a -80°C y descongelacion en hielo de las
células para obtener el lisado completo de las mismas. En estas condiciones la
concentracion de proteinas del extracto obtenido no fue suficiente para la
deteccién por western blot de modo que en ensayos posteriores se procedio a
disminuir el volumen de buffer a 750 pl por botella T75, con el fin de obtener una
concentracion de proteinas mayor, detectable y adecuada para los ensayos
subsiguientes. La reduccion del volumen del buffer de lisis utilizado podria
resultar en una pérdida de eficiencia del proceso de lisis celular con la
subsiguiente disminucion de la cantidad de proteina total en el extracto. A pesar
de esta posibilidad, la reduccion del volumen de buffer de lisis utilizado
efectivamente permiti6 un aumento de la concentracion total de proteinas del
extracto, permitiendo la obtencion de patrones de degradacion visualizados a

través de ensayos de western blot.
4.2 - Puesta a punto de ensayos de protedlisis limitada.

Se optimizaron las condiciones para la protedlisis limitada en extractos celulares
de las lineas celulares ZB y D+. Con el fin de determinar dichas condiciones se
procedio a la variacion de la concentracion de quimotripsina (a-Chymotrypsin,

Sigma C 3142) en una serie de ensayos sobre fracciones de extracto celular y el
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posterior revelado de ERa y sus fragmentos derivados a través de western blot.
Se partié de una concentracion de quimotripsina de 1 ug/ml, observandose una
rapida degradacion inmediatamente después de su adicion a través de ensayos
de western blot evidenciandose la protedlisis total del ERa a través de la
ausencia de bandas (Figuras no mostradas). Luego se redujo la concentracion
de proteasa a 0,5 upg/ml, obteniéndose un patron de degradacion parcial
satisfactorio sobre algunos de los extractos celulares obtenidos para la

comparacion de los perfiles entre las células ZB y D+.
4.3 - Andlisis de resultados de protedlisis limitada.

Los patrones de degradacién generados por protedlisis se analizaron a través
una serie de ensayos de western blot con distintos anticuerpos primarios tanto
monoclonales como policlonales contra los extremos amino terminal y carboxilo

terminal del ERa (Figura 8). El listado de los mismos se presenta en Anexo |.
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Figura 8. Esquema de sitios de reconocimiento de anticuerpos en
ERa.

A través de ensayos western blot utilizando distintas concentraciones de
anticuerpo anti-carboxilo terminal del ERa 2Q418 (Santa Cruz Biotechonlogy, sc-
71064) como anticuerpo primario se revelo la existencia de una banda de
aproximadamente 66 kDa, es decir del tamafio de la isoforma mas abundante de

ERa. El resultado correspondiente al ensayo utilizando una dilucién de 1:200 de
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anticuerpo 2Q418 muestra una degradacién mas rapida del ERa en la sublinea

celular ZB respecto a la observada en la sublinea D+ (Figuras 9.ay 9.b)

d (mn) 0 05 3 100 200 30 MW
ERa
> 70 KDa
66 KDa
o-tubulina » 55 KDa
S S — —
b (min) 0 05 3 100 20 30 MW
ERO _p o o 70 KDa
55 KDa
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Figura 9. Protedlisis limitada con quimotripsina (0,5 pg/ml) (a) Protedlisis limitada de extracto celular
ZB. Arriba: Western blot realizado con anticuerpo primario anti-ERa 2Q418 de ratén, dilucién 1:200 en
TBST y anticuerpo secundario anti-mouse, dilucidon 1:2500 en TBST. Revelado con ECL. Abajo: Control
de carga. Western blot realizado con anticuerpo primaro anti-a tubulina AA 4.3 de ratén, dilucién 27 pl
en 2 ml de TBST y anticuerpo secundario anti-mouse diluciéon 1:2500 en TBST. Revelado con ECL (b)
Protedlisis limitada de extracto celular D+ Western blot realizado bajo las mismas condiciones que

para ZB.

El andlisis de los resultados de western blot fue llevado a cabo por densitometria

a través del software Image J con correccién de ruido y normalizado con el

control de carga utilizado, la alfa-tubulina. El curso temporal de la protedlisis es

representado como porcentaje remanente de ERa respecto del tiempo en los

graficos de la Figura 10.
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Figura 10. Curso temporal de la protedlisis. Valores normalizados con a-tubulina y expresados en
fraccion de ERa remanente respecto a tiempo 0.
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En D+ se observa una primera banda correspondiente al ERa a tiempo cero que
presenta menor intensidad que la siguiente banda, luego del inicio de la hidrolisis.
Si bien se realizé la normalizacion con el control de carga, el mismo no presenta
el mismo nivel de disminucién de intensidad a tiempo O, lo cual da lugar a un
porcentaje inferior de ERa en tiempo cero respecto a tiempo 1. Esta disminucion,
posiblemente debida a un error en la transferencia en el western blot no permite
evaluar la concentracién de ERa a tiempo cero en este ensayo. Por otro lado, se
puede inferir de la comparacion de las figuras 9.a 'y 9.b y de la representacion
gréfica que, si bien en las células ZB existe una atenuacion mas rapida de la
banda correspondiente al ERa, se observa la presencia de banda a mayores
tiempos (20 minutos) respecto a D+ (10 minutos). Otra diferencia remarcable que
surge de la comparacion de los patrones de degradacion de esta serie de
ensayos con el anticuerpo 2Q418 es una leve disminucion del tamafio molecular
de la banda correspondiente al ERa de la sublinea D+ conforme progresa la
protedlisis, a la vez que da lugar a la formacion de dos bandas con una sutil
diferencia de tamafio molecular, conformando un doblete que se observa
claramente a partir del minuto 10. Si bien el control con alfa-tubulina también
presenta variacion del tamafio aparente de sus bandas a lo largo de la protedlisis,
el patrén observado se diferencia con el del ERa lo cual indicaria una causa de
trasfondo diferente para ambos patrones (comparar bandas de a -tubulina y ERa
en Figura 9.a)

Este resultado muestra el control de carga utilizado (a-tubulina) con presencia
de bandas definidas en todos los carriles y con intensidad de sefial similar a lo
largo del tiempo, de forma que no se observa una degradacion significativa
(Figura 9.a y 9.b). Este patron hace posible en este caso la normalizacion de las

bandas correspondientes a ERa utilizando como control la a-tubulina.

En este sentido, otro ensayo de protedlisis y western blot revelado con el
anticuerpo 2Q418 con una dilucion de 1:500 (Figura 12.b.) mostré la existencia
de una banda cercana al marcador correspondiente a 70kDa, que se
corresponderia con el tamafo del ERa integro y también sugiere un patron de
mayor persistencia de intensidad de banda en la sublinea celular D+ con
respecto a ZB. Sin embargo, este resultado por si mismo no resulta concluyente,

debido a la baja intensidad de sefial de las bandas de interés respecto al ruido
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de fondo, especialmente en la membrana correspondiente a ZB, probablemente
debido a una baja concentracion inicial de proteinas en el extracto celular total y
la utilizacion de una menor concentracion de anticuerpo primario (1:200 vs
1:500).

El analisis semi-cuantitativo se realizo a través de densitometria de la banda
correspondiente al ERa integro (tamafio 66 kDa), revelado con el anticuerpo
2Q418, que puede observarse en la Figura 9. En este ensayo también pudieron
observarse bandas de menor tamafo de aproximadamente 46, 41 y 37 kDa en
ambas lineas celulares (Figura 11). Estas bandas aparecen desde el tiempo 0,

previo a la adicién de quimotripsina y también sufren degradacion proteolitica.
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Figura 11. Protedlisis limitada de extracto celular ZB (a) y D+ (b) con quimotripsina (0,5 pg/ml)
Western blot realizado con anticuerpo primario anti-ERa 2Q418 de ratén, dilucién 1:200 en TBST
y anticuerpo secundario anti-mouse, dilucion 1:2500 en TBST. Revelado con ECL (resultado
correspondiente a figura 9). Se indica presencia de bandas en tiempo 0 menores a 55 KDa en
ambas membranas.

El revelado con el anticuerpo primario anti-ERa ER1D5 (Santa Cruz

Biotechnology, sc-73479) un anticuerpo monoclonal contra el amino terminal de
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la proteina, muestra una Unica fila de bandas proximas a los 70 kDa en ambas
membranas que es consistente con el tamafio esperado para el ERa (Figura
12.a.). En este ensayo es posible observar en ZB la presencia de banda hasta
los 3 minutos de iniciada la protedlisis, mientras que en D+ existe Unicamente
una banda de intensidad de sefial muy débil en el tiempo 0. Esta membrana es
la misma con la que se realizé uno de los revelados con el anticuerpo 2Q418
(Figura 12.b.) por lo que el control de carga mostrado es el mismo. Este mismo
ensayo de western blot, pero revelado con el anticuerpo 2Q418 presenta un
patron diferente, observandose una banda correspondiente al ERa mas intensa

y persistente a lo largo del tiempo en D+.

Respecto a la presencia de una discontinuidad en el patron de degradacion de
ERa en el tercer carril de ensayo realizado con anti-ERa ER1D5 (Figura 12.a),
la misma coincidiria con una banda correspondiente a la a-tubulina menos
intensa que lo esperado segun el patrén de degradacion, lo cual explicaria esta

disminucién de la intensidad de serial.

a. anti-ERa ER1D5 b. anti-ERa 2Q418
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Figura 12. Protedlisis limitada de extracto celular ZB y D+ con quimotripsina (0,5 ug/ml). Membranas
reveladas con los anticuerpos ER1D5 y 2Q418.

a. Western blot realizado con anticuerpo primario anti-ERa ER1D5 de ratén, dilucion 1:500 en TBST y
anticuerpo secundario anti-mouse, dilucién 1:2500 en TBST. Revelado con ECL. Control de carga:
Western blot realizado con anticuerpo primaro anti-a tubulina AA 4.3 de ratén, dilucién 27 pl en 2 ml
de TBST y anticuerpo secundario anti-mouse dilucién 1:2500 en TBST. Revelado con ECL.

b. Revelado con anticuerpo primario anti- ERa 2Q418 de ratdn realizado luego de stripping de las
membranas presentadas en a). Dilucidn de anti- ERa 2Q418 1:500 en TBST y anticuerpo secundario
anti-mouse, dilucién 1:2500 en TBST. Revelado con ECL. Control de carga: idem al anterior.
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Por otro lado, en los resultados obtenidos por western blot con el anticuerpo
primario F10 (Santa Cruz Biotechnology, sc-8002), un anticuerpo monoclonal de
ratdbn con afinidad por el carboxilo terminal del ERa, se observé la banda
correspondiente al ERa integro con baja intensidad de sefial y una rapida
degradacion del mismo a los 30 segundos en ambos tipos celulares (Figura 13).
Este ensayo de protedlisis se realizd en las mismas condiciones que los
resultados presentados en la figura 9 en el cual se pudo observar un claro patrén
de degradacion. Esta diferencia podria deberse a una cantidad inicial insuficiente
de proteinas del extracto celular, lo cual es consistente con la baja intensidad de
la banda en el tiempo 0. En este ensayo también se observa una menor
intensidad de sefal de la banda correspondiente al ERa integro en D+ respecto

a ZB a tiempo cero.

En el mismo también se puede observar una banda cercana a 46-47 kDa que
muestra la degradacion proteica en ambas lineas celulares, pero con mayor
persistencia aparente en D+ (sefialada en Figura 13). Otra banda observable, de

aproximadamente 42 kDa representaria una banda inespecifica.

Al igual que en ensayos anteriores esta observacion no ha sido corroborada en
forma semi-cuantitativa debido a la imposibilidad de normalizar los valores de las
mediciones por densitometria de manera que se pudiera establecer una

comparacioén entre diferentes membranas de transferencia.
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Figura 13. Protedlisis limitada de extracto celular ZB (a) y D+ (b) con quimotripsina (0,5 pg/ml) y
sus respectivos controles de carga. Western blot realizado con anticuerpo primario anti-ERa F10 de
raton, dilucién 1:200 en TBST y anticuerpo secundario anti-mouse, dilucién 1:2500 en TBST. Revelado
con ECL. Control de carga: Western blot realizado con anticuerpo primaro anti-a tubulina AA 4.3 de
raton, dilucién 27 ul en 2 ml de TBST y anticuerpo secundario anti-mouse dilucidn 1:2500 en TBST.
Revelado con ECL.

De manera similar, en resultados obtenidos con el anticuerpo HC20 (Santa Cruz
Biotechnology, sc-543) un anticuerpo policlonal de conejo anti-extremo carboxilo
terminal de ERaq, sélo se observaron bandas tenues de aproximadamente 70 kDa
a tiempo cero, observandose a su vez una menor sefial de intensidad de la banda
en D+ respecto a ZB. Por ser resultados poco informativos debido a la baja

calidad de la imagen obtenida luego del stripping de la membrana, las imagenes
se muestran en el anexo Il
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5 - Discusion

En este trabajo se estudid la presencia de poblaciones de receptores de
estrogeno, que pudieran mostrar diferencias conformacionales en las sublineas
celulares ZB y D+ derivadas de la linea celular MCF7. Como se ha mencionado
anteriormente, este modelo celular representa la EMT, proceso crucial en el
entendimiento del cambio fenotipico de pérdida de respuesta a los estrogenos
en los cdnceres de mama dependientes de estrégenos. Varios mecanismos han
sido descritos para explicar el silenciamiento de ERa en células de cancer de
mama (Musgrove and Sutherland, 2009), y la activaciéon de MKL1 durante la
progresion tumoral y la EMT, es uno de ellos. De hecho, previamente se ha
demostrado que la activacién de MKL1 reduce la expresion de ERa y suprime el
crecimiento celular dependiente de E2 en células MCF7 (Kerdivel et al., 2014)

La sublinea celular D+ posee una delecidn en el extremo amino-terminal del gen
MKL1 transfectado establemente (MKL1-AN200). Esta delecion coincide con los
motivos RPEL en el extremo N-terminal, que son criticos para la unién a actina
y para la activaciéon de la via Rho/actina/MKL1. Estudios anteriores han
demostrado que, tras la induccién de la expresion de MKL1- AN200 con
tetraciclina, las células D+ presentan en general un fenotipo desdiferenciado, lo
cual se ha reflejado en nuestros resultados. La bibliografia describe un
incremento de tamafio celular, con formacion de fibras de estrés y
adicionalmente ruptura de las uniones intercelulares mediadas por E-cadherinas
(Flouriot et al., 2014). En cambio, ZB en las cuales no se dispara la activacion de
MKL1, presenta una alta similitud a la linea MCF7 original respecto a sus
propiedades fenotipicas, teniendo un fenotipo diferenciado, similar al epitelial, lo
cual es observado en los cultivos utilizados (Figura 7) y a su vez mantiene un

nivel de expresion de ERa similar al de la linea original (Flouriot et al., 2014).

La aproximacion experimental para evaluar diferencias estructurales utilizadas
en este estudio fue la resistencia diferencial a proteasas, a través de la técnica
de protedlisis limitada. Existen multiples antecedentes del uso de esta técnica en
la caracterizacion de variantes conformacionales de proteinas, en principio
utilizada para el estudio de enfermedades pridnicas y agregados insolubles
(revisado en Fontana et al., 2004). Previamente se ha utilizado esta técnica con

el objetivo de caracterizar la conformacion tridimensional adquirida por el ERa
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en levaduras en presencia o ausencia de estrogenos (Eng et al., 1997). También
se ha utilizado esta aproximacion experimental en la caracterizacion de las
diversas variantes conformacionales del ERa generadas luego de su sintesis en
diferentes extractos de traduccion in vitro (Horjales et al., 2007). Estos
antecedentes muestran a la protedlisis limitada como una técnica adecuada para
el estudio indirecto de la conformacion proteica en distintos contextos celulares.
Los patrones de digestion parcial del ERa, observados a través de los ensayos
de western blot realizados, utilizando diversos anticuerpos, muestran diferencias
en la resistencia a la degradacion del ERa por proteasas, en las dos lineas
celulares utilizadas que conforman el modelo. Cabe destacar que la presente
aproximacion experimental no permite revelar todos los fragmentos de
degradacion resultantes y por tanto no permite evidenciar los dominios mas
resistentes a la protedlisis. Lo que si posibilita es, por un lado, la visualizacion de
la resistencia a la protedlisis de las regiones evaluadas segun el anticuerpo
utilizado y el contexto celular considerado, y por otro la visualizacion de la

disminucion del tamafio molecular por el efecto de la degradacion.

Los ensayos de protedlisis limitada analizados a través de western blot indican
una mayor resistencia de ERa a la degradacion proteolitica en la linea D+. Este
patron fue observado y semi-cuantificado en un experimento utilizando el
anticuerpo 2Q418 (Figura 9) contra el extremo carboxilo-terminal del ERa, donde
se observo un claro patrén de degradacion de la banda de aproximadamente 66
kDa, que corresponderia a la isoforma méas abundante de ERa. De la
comparacién de estos patrones de degradacion se desprende una mayor
resistencia a la degradacion del ERa en la sublinea celular D+ que la observada

en la sublinea ZB

Este resultado es parcialmente corroborado de manera cualitativa, por otro
experimento, utilizando el mismo anticuerpo 2Q418 (Figura 12. b), resultado al
cual no se le realizé la densitometria debido a la baja sefial en la membrana

correspondiente a ZB.

Como ya se ha comentado, mediante la técnica de western blot, las membranas
reveladas con los anticuerpos no muestran todos los fragmentos de degradacion
resultantes de la protedlisis, por lo que sélo se observan aquellos que preservan
el epitope reconocido por el anticuerpo 2Q418, en este caso.
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Evaluar las diferencias estructurales de esta region en distintos tipos celulares
es de importancia para la comprension de la modulacion del ERa durante la
activacion de la via Rho/MKL, ya que este epitope comprende los aminoacidos
desde el 495 al 595, los cuales ademas de ser los residuos terminales de la
proteina, son parte del dominio de transactivacion AF2 del receptor, region que,
junto con AF1, determinan la actividad transcripcional global de ERa segun el
contexto celular. La disminucién de la intensidad a lo largo de la protedlisis de
esta banda de aproximadamente 66 kDa, que representa al receptor integro,
junto con la ausencia de bandas de fragmentos de tamafio molecular
significativamente menor, indicaria la degradacion proteolitica del epitope
ensayado (Figura 9). La resistencia diferencial a la degradacion entre las dos
sublineas celulares a su vez sugeriria una accesibilidad diferencial de la proteasa
al extremo carboxilo-terminal y por lo tanto una conformacion diferente,
infiriendose en D+ una estructura mas compacta y resistente que en ZB. Resulta
llamativa la ausencia de fragmentos de degradaciéon de menor tamafio
molecular. Se han observado previamente, en ensayos de traduccién in vitro del
ERa y protedlisis limitada con revelado a través de autoradiografia, multiples
bandas correspondientes a las estructuras mas resistentes de la proteina
(Horjales et al., 2007). Estos patrones de degradacion mostraron ser distintos
segun el sistema de traduccién utilizado, por lo que tampoco seria posible la
comparacioén con los patrones de digestion observados en nuestros ensayos. Sin
embargo, dado que el ERa se trata de una proteina multidominio con regiones
desestructuradas era factible que se generasen en nuestros ensayos de
protedlisis limitada multiples fragmentos de tamafios visiblemente distintos que
representaran las estructuras mas resistentes, pudiendo ser visualizados en
nuestros ensayos de western blot con el anticuerpo 2Q418 aquellos que
poseyeran el epitope en el extremo-carboxilo terminal integro. La ausencia de
fragmentos multiples de degradacion puede ser explicada por el hecho de que
los ensayos de protedlisis fueron llevados a cabo en células sin tratamiento con
ligando. En dichos casos, regiones de la AF2 integrante del LBD, concretamente
la hélice 12, se encuentra desestructurada, en una posicion que le confiere mas
flexibilidad y exposicién que las posiciones adquiridas (Figura 15) en caso de
uniodn a ligandos tanto agonistas, como antagonistas (Celik, 2007) Esto sugiere

gue esta region del carboxilo terminal podria ser mas susceptible a la protedlisis,
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generando la pérdida del epitope e imposibilitando asi la deteccion de
fragmentos de degradacibn de menor tamafio molecular. Segun esta
interpretacion, la mayor persistencia de la banda de ERa en D+ indicaria una
conformacion mas resistente en AF2 y en general del extremo carbolixo-terminal.
Esto podria estar vinculado con la modulacion diferencial de la actividad
transcripcional (respecto a la contribucion relativa ejercida por AF1 y AF2) en
contextos celulares diferenciales, en este caso, las sublineas modelo MCF7 D+
y ZB. Como ya se ha explicado, la contribucién relativa ejercida por AF1 y AF2
se encuentra vinculada con el estadio de diferenciacion celular, siendo la funcién
de activacion AF2 la mas activa en contextos celulares desdiferenciados (Mérot
et al., 2004). De manera consistente con esto, la linea celular MCF7 expresando
MKL1-A200 ha mostrado en estudios previos la activacion de la via Rho/MKLA1
con la concomitante expresion de un fenotipo desdiferenciado, la supresion de
la actividad transcripcional de AF-1y la reduccion de la actividad transcripcional

global de ERa, actuando exclusivamente a través de AF-2 (Flouriot et al., 2014).

Figura 15. Conformaciones del dominio LBD Era indicando la posicion de la alfa-hélice segtin
el ligando unido. (a) Sin ligando, (b) ligando agonista, (c) ligando antagonista. Extraido de Celik
et al., 2007.

De lo expuesto anteriormente se podria sugerir una vinculacion entre la
resistencia aumentada a la degradacion de la region carboxilo terminal del ERa

en células D+ que indica una variacién conformacional y contextos celulares
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donde la actividad del receptor recae mayormente en la funcion AF-2, debido a
la accion de la activacion de la via Rho/MKLL1.

En el marco del ensayo en el que se utilizo el anticuerpo 2Q418, se observa una
leve reduccion del tamafio molecular de la banda conforme progresa la
protedlisis en el caso de la sublinea D+ (ver Figura 9). Esto podria ser explicado
por una gradual fragmentacion del receptor en el extremo amino-terminal. La
observacion de fragmentos de tamafio molecular levemente diferentes que
conforman dobletes apoyaria esta interpretacion. Si bien nuestros datos no son
concluyentes al respecto, y serian necesarios otros experimentos para
corroborarla, esta observacion es consistente con datos anteriores que indican
que la region amino-terminal conforma un dominio proteico intrinsecamente
desordenado, cuya estructura tridimensional no ha podido ser determinada por
cristalografia u otras técnicas espectroscopicas debido a esta caracteristica
(Warnmark et al., 2001; Lavery et al., 2005), pudiendo inferirse que esta region
sea una de las mas susceptibles a la degradacion. Al encontrarse esta region en
el extremo opuesto del epitope del anticuerpo 2Q418, su fragmentacion se
evidenciaria en este ensayo principalmente a través de una reducciéon del
tamafio molecular aparente de la banda de aproximadamente 66 kDa observada
en el ensayo de protedlisis. En el resultado correspondiente a ZB en la figura 9
puede observarse una ausencia de dicha reduccién del tamafio de banda
conforme progresa la degradacién proteolitica. Este fendmeno podria explicarse
a través de la presencia de modificaciones post- traduccionales del ERa en D+,
gue podrian alterar la conformacion tridimensional global de la proteina, dejando
MAas expuesta esta region. Este patron de modificacion de la migracion en D+ se
repite en otro ensayo con el anticuerpo 2Q418 (Figura 12.b). Esta posible
modificacion también podria explicar la falta de afinidad del anticuerpo ER1D5

en D+ (Figura 12.a).

A traveés de los ensayos realizados con los anticuerpos ER1D5, F10 y HC20, si
bien no de forma cuantitativa, se ha podido observar una menor intensidad de
banda correspondiente a ERa en D+ respecto a ZB en el momento previo a la
protedlisis (comparar resultados en Figuras 12.a, 13 y Anexo |l respectivamente)
La baja intensidad de banda en D+ respecto a ZB a tiempo cero observada a

través de estos anticuerpos podria estar indicando la ocurrencia de algunos
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fendmenos asociados al fenotipo de estas células. Los ensayos realizados con
el anticuerpo 2Q418 no son concluyentes al respecto debido a que, por un lado,
en el primero de ellos (Figura 9) se observa una primera banda a tiempo 0 de la
protedlisis en D+ de menor intensidad que las restantes bandas, indicando una
alteracién en este carril que hacen dudosas las inferencias que se puedan
desprender del mismo. Por otro lado, en el siguiente ensayo con el anticuerpo
2Q418 a menor concentracion (Figura 12.b) debido a la baja sefial en una de las
membranas (la correspondiente a ZB) no se distinguen de forma correcta las
bandas del ruido de fondo, imposibilitando una comparacion entre membranas
de transferencia. Sin embargo, de los ensayos realizados con los anticuerpos
F10 y HC20 (Figuras 13 y Anexo Il) se pude inferir una disminucién de expresion
en D+, siendo consistente con la disminucion de la expresion de ERa en D+
respecto a ZB esperada, tal como se describe en la bibliografia (Kerdivel et al.,
2014) y podrian sugerir la ocurrencia de este fendbmeno en las células
estudiadas. El resultado con el anticuerpo ER1D5 también podria apoyar esta
hipotesis, si bien se observé otro posible fendmeno de trasfondo que explicaria
la presencia de una banda de menor intensidad en tiempo cero en D+, el cual se

explica a continuacion.

Los resultados arrojados por el anticuerpo ER1D5 (figura 12. a), ademas podrian
reforzar la hipétesis de la existencia de una interferencia en la union del
anticuerpo al extremo amino- terminal del ERa en la linea celular D+ a través de
la comparacion de dos revelados del mismo experimento de protedlisis y
transferencia, con anticuerpos contra los extremos opuestos de la proteina. Las
membranas de este ensayo fueron reveladas primero con el anticuerpo ER1D5
y posteriormente 2Q418 en experimentos sucesivos. Previamente al revelado
con 2Q418 las membranas fueron sometidas a multiples stripping. En el revelado
con el anticuerpo 2Q418 se observa en D+ una banda a tiempo cero mas intensa
e incluso la existencia de bandas mas definidas y persistentes a lo largo de la
protedlisis respecto a aquellas observadas en el ensayo previo realizado con el
anticuerpo ER1D5 (comparar bandas correspondientes a ERa en D+ en figuras
12.ay 12.b). Esta diferencia de intensidad, observada en las bandas a tiempo
cero, en membranas reveladas con ambos anticuerpos de forma sucesiva,

indicaria una baja afinidad del anticuerpo ER1D5 en la linea celular D+,
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sugiriendo una posible modificacion en el extremo amino terminal de ERa. Asi
mismo, la existencia de dicha interferencia seria consistente con la gran
diferencia de intensidad de banda a tiempo cero de D+ en comparacion con ZB

observado en la figura 12. a.

Dicha interferencia, del anticuerpo ER1D5 con su epitope en el extremo amino
terminal en D+, podria deberse a las posibles modificaciones post-traduccionales
y/o conformacionales en el extremo amino-terminal del ERa ya sugeridas. De
hecho, existen evidencias de regulacion diferencial del ERa a través de multiples
modificaciones post-traduccionales, tales como la fosforilacion, relacionada con
el estadio de diferenciacidon de las células (Lanningan, 2003). Por ejemplo, la
interaccion fisica entre el ERa y algunos coactivadores se controla a través de la
fosforilacion del residuo Ser118 del ERa. La modificacion post-traduccional de
este residuo u otros puede, por lo tanto, ser un factor determinante en la actividad
dependiente del grado de diferenciacion celular ejercidas por las AF1 y AF2 del
ERa. Es probable que el patron tejido-especifico de modificaciones
postraduccionales del ERa y coactivadores, determine las interacciones

selectivas del receptor con sus coactivadores (Mérot et al., 2004).

A pesar de que una fosforilacion (u otra modificacién post-traduccional) ocurrida
en el extremo amino terminal del ERa brindaria una explicacion para este
resultado, no se hace evidente una diferencia en la movilidad electroforética de
la banda correspondiente al ERa entre las dos sublineas celulares ZB y D+. Si
bien la masa aportada por un grupo fosfato es de aproximadamente 0,08 kDa, la
cual es demasiado pequefia para alterar la movilidad electroforética de la
proteina, el efecto de la carga generaria un aumento del tamafio aparente de la
proteina, observable en una electroforesis. Sin embargo, existe evidencia de que
en algunas proteinas, tras sucesivas fosforilaciones se conserva la misma masa
molecular aparente tal como indica en su trabajo Peck (Peck, 2006), por tanto la
ausencia de cambio de movilidad electroforética no indicaria necesariamente
gue no exista diferencia de fosforilacion de una proteina. Si bien estos datos no
fueron publicados en la investigacion referida, esto permitiria sugerir a la

fosforilacién del ERa como un posible mecanismo presente en las células D+.

Otro aspecto remarcable en nuestros resultados es el patron de degradacién
observado en ZB, con persistencia de sefial de la banda correspondiente al ERa
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a mayores tiempos (figura 9). Esto podria estar indicando la presencia de varias
poblaciones del receptor con diferencias en su cinética de degradacion
sugiriendo la existencia en ZB de una poblacién de ERa de degradacién rapida
y otra poblacién en menor proporcion, mas resistente a la protedlisis. A su vez
esto podria indicar la coexistencia de mas de una variante conformacional en la
misma célula, o células en distintos estadios de diferenciacion celular a partir de
la induccion de la expresion por tetraciclina de MKL-1 indicando una

heterogeneidad fenotipica en los cultivos.

Por otro lado, las bandas de menor tamafio observadas en ambas membranas
de transferencia (indicadas con flechas en la figura 11), de tamafio aproximado
de 46, 41 y 37 kDa (valores interpolados), podrian ser isoformas de la proteina
existentes en los dos tipos celulares y no ser fragmentos de degradacién ya que
se observan desde antes de la adicion de la quimotripsina. Si fueran efecto de
degradacion proteolitica previo a la adicion de la quimotripsina, no seria probable
la coincidencia en tamafio y nimero de las bandas en los intervalos de tiempo
subsiguientes. Un hecho que sostiene que alguna de estas bandas sean
isoformas es que el tamafio de las mismas coincide aproximadamente con el
tamafo de las isoformas proteicas descritas en la literatura. Considerando cada
banda, la isoforma de 46 kDa, descrita previamente en MCF7 (Denger et al.,
2001, Flouriot et al., 2000) seria la Unica plausible de hallarse en los presentes
resultados revelados con el anticuerpo 2Q418. La isoforma de 36 kDa observada
también a través de western blot en MCF7 (Wang et al., 2005) quedaria
descartada debido que el anticuerpo 2Q418 reconoce el extremo carboxilo-
terminal y esta isoforma carece tanto de los dominios de transactivacion AF-1y
AF-2 (carboxilo-terminal). Esta isoforma fue detectada a través del anticuerpo
H222, que reconoce el LBD de ERa. Por otro lado, la isoforma de 39 kDa
solamente ha sido sugerida como una posible isoforma, resultado de ensayos de
inmunoprecipitacion aunque aun no fue caracterizada ni confirmada (Denger et
al., 2001).

La presencia de bandas que sugeririan isoformas del receptor también se
evidencia en los resultados obtenidos a través del anticuerpo F10 (Figura 13).
Como ya fue descrito, tanto en ZB como en D+ se observan bandas de entre 46

a 47 kDa, que coincidirian con una de las isoformas conocidas para ERa. En
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esas bandas existe un patrén de degradacion claro, que indica mayor resistencia
en D+. Estas observaciones requeririan de otros ensayos para verificar si se trata

de isoformas del ERa presentes en nuestro modelo celular.

En resumen, los ensayos de protedlisis limitada de extractos celulares de las
lineas D+ y ZB revelados con distintos anticuerpos anti-carboxilo y anti-amino
terminales permitieron mostrar la existencia de poblaciones de ERa con
estructura conformacional diferencial entre dichas lineas celulares.
Como ya se ha dicho, si bien esta aproximacion experimental no permitio revelar
todos los fragmentos de protedlisis resultantes, si posibilitd la evaluacién de la
resistencia a la protedlisis de los epitopes ensayados.
Los western blot obtenidos en el transcurso de los ensayos que evaluaron el
carboxilo terminal de ERa-66 kDa muestran la degradacién del epitope ensayado
a través de la desaparicion de la banda correspondiente a la isoforma del
receptor completo, con o sin disminucién del peso molecular de la banda. En D+
a través del uso del anticuerpo 2Q418 se evidencié una mayor resistencia a la
protedlisis respecto a ZB lo cual implica una accesibilidad diferencial de la
proteasa al carboxilo terminal, sugiriendo la presencia de una variante
conformacional en D+ con un extremo carboxilo terminal mas compacto, que
impide parcialmente la digestién del epitope. Dicho estudio a la vez sugiere una
degradacion del extremo amino terminal, a través de la observacion de una
reduccion del peso molecular de la banda correspondiente al ERa-66 kDa y la
apariciéon de una banda de un leve menor peso molecular a lo largo de la
protedlisis. Esto implicaria la existencia de una conformacion diferencial también
en el amino terminal del ERa en D+ y ZB, siendo mas susceptible a la

degradacion el extremo amino-terminal de ERa en D+.

A su vez, del estudio contra el carboxilo terminal del ERa en ZB se desprende la
posible coexistencia de distintas poblaciones del receptor con diferentes
cinéticas de degradacion en la misma célula o en células en diferentes estadios
de diferenciacion al presentar una persistencia de intensidad de banda del ERa

a tiempos mayores que en D+.
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Por otro lado, el estudio del extremo amino terminal a través del anticuerpo
ER1D5 en la linea D+ evidenci6 la existencia de una pérdida de afinidad del
anticuerpo contra el epitope que podria deberse a una modificacion post-
traduccional y/o conformacion distinta en la linea D+, en concordancia con los

resultados arrojados con el anticuerpo 2Q418.

En conjunto, este trabajo aporta algunas observaciones cualitativas sobre el
efecto de induccion de cambios conformacionales en ERa a partir de la
activacion de la via Rho/MKL1 en células MCF-7 MKL1-AN200, observandose
una resistencia diferencial del ERa entre D+ y ZB. Al ser la activacion de la via
Rho/MKL un fenémeno clave en la EMT y en la pérdida de respuesta a
estrogenos seria interesante evaluar los efectos de la misma sobre la estructura
de ERa a través de la utilizacion de otros anticuerpos, asi como verificar las
posibles modificaciones post-traduccionales sugeridas, por ejemplo, a través de
la realizacion de western blot con anticuerpos fosfoespecificos, o citometria de

flujo.
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Anexo |

Anticuerpos utilizados

Anticuerpos anti-ER a

Otros anticuerpos

Anti-a-tubulina mouse monoclonal
(DSHB HybridomaProduct AA4.3)

mouse monoclonal

Marcador de peso molecular

ER alfa HC-20 sc-543 C- terminal ) ) _ _

Rabbit policlonal IgG de ER alfa Anti rabbit policlonal HRP conjugate
IgG W4018 Promega

ER alfa F-10 sc-8002 C- terminal Goat Anti mouse IgG

mouse monoclonal aac's del

IgG2a 570-595

ER alfa 2Q418 IgG2a C- terminal

mouse monoclonal

ER alfa ER1D5 IgG1 N- terminal

El marcador de peso molecular de proteinas usado fue el marcador pretefiido
PageRuler Prestained Ladder Thermo Scientific.

kDa
-~180 -
-~130 -
-~100 -
7 -

. ~55 —

. ~40 —

- ~35 —| .
2B =

-~15 —
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TBST

Tris-HCIl pH 7.5 - 10 mM
Tween 20 — 0.1%

NaCl — 75 mM

Buffer de carga de proteinas Laemmli simple buffer (2x)

SDS - 4%

Glicerol — 20%

Tris- HCI pH 6.8 — 0.02%
Azul de bromofenol — 0.02%
DTT — 30 mM

Stripping de membranas

625 ul TRIS-HCL 1M pH= 4,8
2 ml SDS 10%

72 ul B- mercaptoetanol
Agua mQ csp 10 ml

Durante 30 minutos a 50°C.
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Anexo Il

Resultados de ensayo de western blot revelados con anticuerpo policlonal de
conejo HC20 anti-carboxilo terminal.

La membrana fue sometida a stripping 3 veces, luego de la utilizacion del
anticuerpo anti a-tubulina de ratén y su secundario anti-mouse. Debido a la
imposibilidad de desplazar completamente los anticuerpos de ratén se utilizé un
anticuerpo de conejo con su correspondiente secundario. La banda observada a
nivel de 55 kDa no corresponde con ninguna isoforma conocida. Dado que los
anticuerpos utilizados son de conejo se descarta que estas bandas sean las
correspondientes a la a-tubulina a pesar de la coincidencia en el tamafio
molecular. De esto se infiere que estas bandas corresponderian a union
inespecifica. Cercano a los 70 kDa se puede observar las bandas
correspondientes al receptor, siendo en D+ (b) apenas apreciable.

0 0,5’ 3¢ 10 20 30’ MW
ERa 66KDa
——  —— — 55 KDa
a
cctubuling GG — 55 KDa
ERa 66KDa
— 55 KDa
b
a-tubulina ey . —— — . G 55 KDa

Este ensayo muestra una banda de intensidad menor a lo esperado en ZB a los
30 segundos (a), resultado que coincide con una reduccion en la intensidad de
la banda asociada al patron de degradacion de la alfa-tubulina. Si bien la misma
presenta una intensidad no nula, el patron de degradacion de la alfa-tubulina no
es gradual, como si puede observarse en el caso de la figura b. También puede
observarse en la figura a, la presencia de bandas de aproximadamente 55 KDa
posiblemente correspondientes al control de carga, debido a la persistencia del
anticuerpo anti-a tubulina, incluso después de la realizacion de varios stripping

de esta membrana.
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