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Abreviaturas

a-Tub: Alfa-tubulina.

DNA: Acido desoxiribonucleico.

RNAm: ARN mensajero.

c-DNA: DNA complementario.

DEPC: Dietilpirocarbonato.

DOPE: dioleoil-phosphatidil-etanolamina.

E-Cad: Cadherina E.

EDTA: Etilendiamintetraacetato.

EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidérmico.
ERK: Quinasa regulada por sefales extracelulares.
GAPDH: Gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa.
JNK: Quinasa N-terminal de c-Jun.

NEM: N-etilmaleimida.

MEC: Matriz extracelular.

MMP9: Metaloproteinasa de matriz 9.

PAI-1: inhibidor de activador del plasminogeno tipo uroquinasa 1.
Pb: Pares de bases.

PBS: Tampon fosfato salino.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.

PMSF: Fluoruro de fenil-metil-sulfonilo

RT-PCR: Retrotranscripcion y reaccion en cadena de la polimerasa.

SARA: Ancla para Smad para la activacion por el receptor.
siRNA: RNA pequefio de interferencia.

SDS: Dodecilsulfato de sodio.

TBR: receptor de TGF-f1.

TEM: Transicion epitelio-mesenquimatica.

TGF-B1: Factor de crecimiento transformante beta 1.

uPA: Activador del plasmindgeno tipo uroquinasa.

uPAR: Receptor del activador del plasmindgeno tipo uroquinasa.
Vim: Vimentina.

VV: Vector vacio.
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Resumen

TGF-B1 es uno de los miembros de la superfamilia de TGF-B, capaz de activar vias de
sefializacion dentro de la célula que modulan la expresion de diversos genes. Entre estas
vias encontramos a los complejos Smad2, Smad3 y ERK1,2.

La modulacién y/o regulacion de estas vias activadas por TGF-B1 es de vital importancia,
puesto que se piensa que esta regulacion podria servir como blanco farmacolégica contra el
desarrollo de tumores. En nuestro laboratorio nos hemos enfocado en buscar proteinas o
factores capaces de regular la activacion de las vias del factor de crecimiento.

Basado en la evidencia de la presencia de la proteina QM en ciertos tipos de tumores y la
capacidad de ésta de interaccionar con factores transcripcionales, hemos propuesto que QM

tiene la capacidad de regular a los factores Smad2,Smad3 y ERK1,2 activados por TGF-
B1.

Nuestros resultados indicaron que QM es capaz de modular las tres vias estudiadas en
respuesta a un estimulo con TGF-B1 en células COS-7, PDV y CarC, sin embargo esta
modulacion fue diferente en los tres tipos celulares.

Se observd que al sobre-expresar QM en células COS-7 que representan un estadio normal,
las vias de Smad2 y ERKI1,2 aumentan su actividad. La actividad de la via Smad3 en
células COS-7 se ve potenciada en respuesta a un estimulo con TGF-1 en conjunto con la

sobre-expresion de QM.

En (el caso de) células humanas PC3 que representan un estado muy tumorogénico se
observo que al sobre-expresar QM, la actividad de la via Smad2 se ve disminuida al
comparar el efecto que se observa al estimular con TGF-f1. Se obtuvo un efecto similar
cuando determinamos la trans-activacion del sistema Smad2-Gal4 y junto con los
resultados obtenidos por western blot notamos una caida en los niveles de proteina
fosforilada. Por el contrario, la actividad de la via Smad3 se ve aumentada cuando
estimulamos con TGF-B1 y sobre-expresamos QM. El efecto sobre la trans-activacion del
sistema Smad3-Gal4 en conjunto con los niveles de p-Smad3 determinados por western
blot muestran un aumento de la fosforilacion de la proteina, lo que indicaria la mayor

actividad de la via. viii



Resumen

La actividad de la via ERK1,2 se ve fuertemente estimulada por la presencia de QM. La
trans-activacion del sistema Elk1-Gal4 sugiere que la presencia de QM colabora con la

fosforilacion del factor Elk1 lo que indicaria la mayor actividad de la via ERK1,2.

En (el caso de las) células de raton PDV, al sobre-expresar QM se observd que aumenta la
actividad de las vias Smad2 y Smad3. Ademas la presencia de QM potenciaria el efecto de
TGF-B1. Al determinar el efecto de QM sobre la trans-activacion del sistema Smad2-Gal4
y Smad3-Gal4 esta aumento. Ademas los resultados obtenidos por western blot para p-
Smad2 y pSmad3, muestran un aumento en los niveles de p-Smad2 y p-Smad3 cuando
sobre-expresamos QM. El efecto contrario se observo cuando inhibimos la expresion de
QM con siRNA. Estos resultados sugieren que QM tendria un efecto sobre la fosforilacion

de Smad2 y Smad3, lo que explicaria la mayor actividad de estas vias.

Al sobre-expresar QM en células PDV observamos también un gran aumento de la
actividad de la via ERK1,2. La trans-activacion del sistema Elk1-Gal4 aument6 al sobre-
expresar QM, sugiriendo que QM tendria un efecto sobre la fosforilacion de ERK, lo que

explica el aumento de la actividad de la via.

Al suprimir QM en células PDV y analizar el efecto sobre la expresion de u-PA y MMP9,
se observo que u-PA decae y también disminuye MMP9, aunque en menor medida.
Nuestros datos también indicaron que QM tendria implicancias sobre la migracion celular
en células PDV.

Los resultados obtenidos en nuestro trabajo permiten concluir que QM activa las vias de
sefializacion de TGF-B1 involucradas en procesos tumorales, ademas de alterar la expresion
de u-PA y MMP9 y favorecer la migracion en células transformadas. En su conjunto, estos
datos sugieren que la posibilidad de modular la expresion de QM en células tumorales
aparece como una posible herramienta terapéutica para el tratamiento del céncer en

humanos.
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Summary

Role of QM protein in signal transduction pathways and tumoral progression induced
by TGF- B1 in transformed cells

TGF-B1 is a member of the TGF-f superfamily of proteins. These proteins are capable of
activating signaling pathways in the cell to modulate the expression of different genes.
Among the TGF-B1 pathways we find the following protein complexes: Smad2, Smad3 y
ERK1,2.

The modulation and/or regulation of these pathways activated by TGF-B1 are of vital
importance, (given that it is) and we believe that this regulation may serve as a
pharmacological target against tumor development. In our lab, we have focused on the
search of proteins and/or factors capable of regulating pathways leading to growth factor
activation.

Based on evidence showing that the presence of QM protein in certain types of tumors, and
its ability to interact with (other) transcriptional factors, we (have) propose that QM

modulates the following TGF-B1 regulated factors: Smad2, Smad3 y ERK1,2.

Our results indicate that QM is able to modulate these three pathways after a TGF-f1
stimulus in COS-7, PDV y CarC cell lines, yet the regulation pattern varies among cell
types.

A normal state was observed in COS-7 cells when QM was over-expressed. Smad2 and
ERK1,2 pathways increase their activity under this condition.. The Smad3 pathway activity

was clearly enhanced in response to TGF-B1 stimuli when QM was over-expressed.

In the human cell line PC3 presenting a tumorogenic state, a decreased Smad2 pathway
activity was observed following QM over-expression, when compared to TGF-f1
stimulation. A similar effect was obtained when the trans-activation of the Smad2-Gal4
system was assayed. This latter result, together with our western blots, show a drop in
phosphorylated protein levels. On the other hand, the Smad3 pathway activity is induced

after a TGF-B1 stimulus and QM over-expression.



Summary

The effect on the Smad3-Gal4 system transactivation and on the levels of p-Smad3, show
an increase in the phosphorylation of this protein, as determined by western blots, thus

indicating an increased pathway activity.

ERK1,2 pathway activity is strongly stimulated by QM. The trans-activation of the
Elk1-Gal4 system suggests that the presence of QM enhances Elk1 phosphorylation, which

would indicate an increased ERK 1,2 pathway activity.

When QM was over-expressed in the PDV mice cell line, an increase in the activity of
Smad2 and Smad3 pathways was observed. More over, the presence of QM potentiates the
effect of TGF-B1. When we assayed the effect of QM on the trans-activation of the Smad2-
Gla4 and Smad3-Gal4 systems, we found an increase of...?. The western blot results for p-
Smad2 and pSmad3 also show an increase of levels after QM over-expression. The
opposite effect was observed when QM expression was inhibited with siRNA. These results
strongly suggest an effect of QM on the phosphorylation of Smad2 and Smad3, which

would explain the increased activity of these pathways.

When QM was over-expressed in PDV cells, the ERK1,2 pathway showed an increase of
activity. The trans-activation of the Elk1-Gal4 system increased when QM was over-
expressed. This suggests an effect of QM on ERK phosphorylation, which would explain
the increased activity of this pathway.

When QM was suppressed in PDV cells, a decrease in u-PA and MMP9 was observed even
though the latter decreased to a lesser extent. Our data also indicate that QM increases
cellular migration in PDV cells.

Our results lead us to conclude that QM activation of TGF-B1 signaling pathways is
involved in tumoral processes, in addition to altering the expression of u-PA and MMP9
and favoring their migration in transformed cells. Taken together, these results suggest that
the regulation of QM expression in tumoral cells could be a powerful therapeutic tool for
the treatment of cancer in humans.
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Introduccién 1

1) Introduccion

1.1) Aspectos generales de TGF-B y su relacion con el cancer.

En los ultimos afos se han dirigido los esfuerzos en mejoras de diagndstico y una
comprension mas acabada de los distintos tipos de cancer, que bien se sabe, son una
problematica de salud publica mundial.

Ha sido bastante complejo identificar fenotipos o mecanismos moleculares generales que
permitan unificar los esfuerzos en el area de la investigacion. La tendencia ha sido
determinar mecanismos especificos para cada tipo de cancer. Dentro de las areas en que se
ha indagado se encuentra una citoquina o factor de crecimiento denominado TGF-3 (Factor
de crecimiento transformante tipo beta). La superfamilia de TGF- est4 constituida por una
serie de péptidos genéticamente relacionados que actian como reguladores
multifuncionales del crecimiento y la diferenciacion celular. Los miembros de esta
superfamilia estdn involucrados en fendmenos tan diversos como la morfogénesis, el
desarrollo embrionario, la regulacion de la funcion endocrina, la regulacion de la
proliferacion y la diferenciacion celular (1).

Los primeros estudios sobre TGF- que se realizaron en células epiteliales indicaban un rol
dual de esta citoquina: por una parte el factor en etapas tempranas de la tumorogénesis
actuaria inhibiendo la proliferacion con un concomitante incremento de las células que
sufrian apoptosis (2,4). Por otra parte, estudios posteriores indicaron que TGF-f1 era
fundamental para el desarrollo tumoral y favorecia la malignidad celular, por lo cual se ha
postulado a este factor de crecimiento como una citoquina dual en la carcinogénesis (2,4).
El interés por entender el mecanismo de accion de TGF-B se relacion6 ademds con otros
mecanismos asociados a la tumorigénesis, como es la angiogénesis, inmunodepresion y la
transicion epitelio-mesenquematica (TEM) (3,5).

Debido a estas razones los esfuerzos se han enfocado a comprender los mecanismos
moleculares de la accion de TGF-B1, su interaccion con su receptor, las vias de
sefializacion intracelular involucradas, con el fin de desarrollar nuevas estrategias

terapéuticas en el combate contra el cancer.



Introduccién 2

1.2) Cascadas de transduccion de sefiales activadas por TGF-B1, vias

Smads.

Como mencionabamos anteriormente, TGF-f es una citoquina polipeptidica asociada a
muchas funciones, las cuales podrian tener una estrecha relacion con la progresion tumoral
(5,6).

En la actualidad se han identificado 3 isoformas de TGF-B en mamiferos (TGF-$ 1,2 y 3).
TGF-B al completar su sintesis es procesado en el aparato de Golgi, para posteriormente ser
secretado al medio extracelular en forma inactiva unido a un segmento denominado LAP
(péptido de latencia asociado) que le impide la union a su receptor (7). TGF-f, una vez
secretada, es liberada de su interaccion con el segmento LAP por accidn de plasmina u otra
proteinasa y por tanto queda biodisponible para su unidon a su receptor en la superficie
celular. (7,9)

TGF-B1 es un homodimero y cada dominio de 12 kDa est4 unido por enlaces bisulfuro. En
esta forma activa es capaz de unirse a su receptor, el cual transduce una sefial que permite
el control de la expresion de genes determinados (7, 9).

El receptor de TGF-B1 es un tetramero que se ensambla luego de la interaccion con el
ligando. TGF-B1 se une al receptor tipo II, el cual se encarga de reclutar al receptor tipo I
(ALK-5) y activarlo por fosforilacion en una regiéon denominada GS. El complejo receptor
queda conformado por dos receptores tipo I y dos del tipo II y tiene la capacidad de
fosforilar y por ende activar las proteinas Smads con accion efectora sobre diversos genes
(7.9).

Las proteinas Smads son los efectores de la via activada por TGF-B1. Se han identificado
nueve tipos de Smads y se han dividido en tres grupos distintos: las R-Smads, Co-Smads e
I-Smads. Entre las R-Smads encontramos Smads 2 y 3, las cuales tienen un dominio
fosforilable SXS por el receptor tipo I, lo que induce un cambio conformacional que
cambia la afinidad por un proteina denominada SARA (que mantiene a las Smad en la

membrana) y que permite su liberacion y posterior translocacion al nucleo (7, 9).
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Una vez activos las Smads forman un complejo con Smad4 (Co-Smad), el cual es
translocado al nticleo, para luego unirse a los promotores de los genes blanco (7,9).

Dentro del grupo de las I-Smads encontramos a Smad 7 que compite con las R-Smad o
simplemente impide su translocacion hacia el nucleo por interaccionar con una ubiquitina

ligasa E3 llamada Smurf, que sefaliza la degradacion del receptor de TGF-Bl via

proteosoma (7,9,10).
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> ) —
cytoplasm cytoplasm
P
I
type Il type
receplor receptor
Smad1 MH1 linker MH2
Smads 0 harpe
R-Smads| S8 wa -:ﬁ:::,:.m o
Smad2 / . \ o
Smadl / f | \
/ / | I
/ /
B Paarpe ’{ | | |

Co-Smads | Smad4

[/
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Esquema (i): (a) Heterodimerizacion del receptor de TGF-B luego de la union al ligando. (b) Dominios
especificos de las distintas proteinas Smads. (¢) Cascada sefializacion activada luego de la unidn del
ligando al receptor de TGF-B. Fosforilacion de R-Smads y unién de R-Smad a Co-Smad para posterior

translocacion al ntcleo. Activacion o represion de genes mediante factores Smads ( Sylviane Dennier y
col 2002).

1.3) Senalizacion de TGF-P1 independiente de Smads.

Ademas de las vias de senalizacion de Smads, TGF-B1 es capaz de activar otras vias de
sefializacion que colaboran en los diversos efectos del factor sobre la homeostasis celular.
Entre las distintas rutas de transduccion que median los efectos de TGF- B1 encontramos

las rutas de ERKs, JNK, p-38, NFkb y Rho GTPasas (11).
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Los mecanismos que dan cuenta de la capacidad de TGF-B1 de activar estas rutas de
transduccion no han sido dilucidados, y en la actualidad se realizan esfuerzos por develar
este fenomeno. En la literatura, se reporta que la capacidad de TGF-B1 de activar estas vias
podria ser independiente de la activacion de la ruta de Smad; de hecho, receptores
mutantes de TGF- B1 incapaces de fosforilar Smad2 y 3 mantienen la capacidad de activar
p-38 y JNK (12,13). En este sentido se ha sugerido que TGF-B1 induce la activacion
ERK1,2 y p-38 mediante la transactivacion de EGFR (14,15,16), lo que en gran medida
podria explicar la capacidad de TGF-B1 de activar vias independientes de Smad. TGF-B1
es capaz de activar Ras y ERK MAP quinasas en queratinocitos transformados y células

epiteliales normales (17), asi como JNK (18).

1.4) Distintos tipos de efectos celulares de TGF-p.

Recientemente se ha evidenciado el efecto de TGF-B1 sobre la proliferacion de algunas
lineas celulares. Esta citoquina ejerceria su efecto en la etapa G1 del ciclo celular, en parte
por su efecto sobre la expresion de los Ids (Inhibitors of DNA binding) (19). En este
sentido, se ha demostrado que el factor también inhibe el crecimiento de cierto tipo de
sarcoma al disminuir los niveles de la ciclina-cdk2 y c-Myc. Este efecto seria el causal de

la detenciodn del ciclo celular en la etapa G1 (20).

La respuesta antitumoral mediada por linfocitos T CD4 y CDS8 en algunos casos se ve
reprimida en el ambiente cercano al tumor. Este efecto se puede explicar por la presencia de
citoquinas como TGF-B1 y IL-10 que frenan la proliferacion de linfocitos T e impide la
accion inmune sobre el desarrollo tumoral y le confiere un ambiento prospero para su
crecimiento a las células transformadas (21).

Las estrategias de escape de las células tumorales a la accidon inmunoldgica es a veces
mucho mas compleja, debido al repertorio que esta ocupa. Las células tumorales tienen la
capacidad de secretar factores solubles HLA-I que impiden el reconocimiento e inducen la

apoptosis del linfocito.
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Ademas las células tumorales también disminuyen la expresion de moléculas en su

superficie que imposibilita ain mas su reconocimiento por parte de linfocitos T (22).

TGF-B1 es una citoquina que también participa en el proceso apoptdtico. Se ha visto en
células cancerigenas de mama que el bloqueo de TGF-B1 inhibe la apoptosis, efecto que
seria independiente de las Smads, siendo méas bien producido por la via MAP quinasa ERK
y p38 (23). Sin embargo, TGF-B1 puede ser utilizado como via de escape de algunos
tumores, y es asi como a través de TGF-B1 ciertos tipos de linfomas inducen la muerte por

apoptosis de células dendriticas (24).

Otro proceso inducido por TGF-B1 es la transicidon epitelio-mesenquematica (TEM). Este
proceso se caracteriza por una pérdida de uniones intercelulares y cambios en el
citoesqueleto. Las células adquirieren una mayor independencia y existe un cambio en la
morfologia celular de cuboides epiteliales a células mesenquimaticas con una morfologia
tipo fibroblasto (25,26). Esta transformacion de célula epitelial a célula mesenquimatica es
un proceso fisioldgico que permite el desarrollo de algunos o6rganos y tejidos. También se
la ha asociado al desarrollo de diversas patologias (27). Los eventos mas relevantes de la
TEM maligna se agrupan en las siguientes categorias: (i) Dispersion celular, la cual es la
unica siempre presente en la TEM, e involucra pérdida de Cadherina-E; (ii) produccion de
proteinasas que degradan la matriz extracelular; y (ii) reordenamiento del citoesqueleto de
actina que permite la motilidad celular, junto con cambios de los filamentos intermedios

epiteliales de queratina por los filamentos de vimentina (28,29).

Entre las patologias asociadas a TEM encontramos también el cancer, pues el cambio de
fenotipo pasa de un estado tumoral inicial a uno mucho mas maligno. Avances recientes
han permitido dilucidar los requerimientos moleculares para la TEM, donde TGF-B1 juega
un papel fundamental en la transicion epitelio mesenquimatica asociada a la progresion

tumoral (25,26).
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TGF-B1 provoca un aumento de la expresion de u-PA, fibronectina como también de
Vimentina, mediante la activacion de la via de JNK. También se produce una
deslocalizacion de Cadherina-E, lo cual ayuda a que la célula adquiera un fenotipo mas
maligno, facilitando también su capacidad migratoria (30).

Las vias Smad activadas por TGF-B1 sin duda alguna son importantes en el proceso de
TEM. Estas vias presentan una comunicacién cruzada con otras vias como la ya
mencionada JNK, asi como las vias ERK1,2, PI3K y la via de Wnt. Se ha propuesto que
todas ellas actian en forma coordinada en el proceso de TEM que permitiria a la célula

adquirir un fenotipo maligno (31).

1.5) Marcadores de TEM y de la progresion tumoral implicados en la

actividad de TGF-1

Durante la transicion epitelio-mesenquimatica las células van adquiriendo propiedades
migratorias e invasivas, como cambios en el contacto célula-célula, célula-matriz
extracelular y un aumento en la expresion y secrecion de proteinasas (28,29).

La habilidad de las células epiteliales de disociarse de su entorno es debido a una ruptura de
las uniones intercelulares. En las etapas iniciales de la TEM, las proteinas de los complejos
de union celular, tales como las uniones estrechas, uniones adherentes, desmosomas y
uniones tipo “Gap”, son remodeladas y desintegradas funcionalmente (27). Entre las
principales proteinas de las uniones adherentes se encuentra la Cadherina-E (Cad-E),
principalmente dependiente de calcio que media las uniones homotipicas célula-célula. En
la TEM esta proteina de union intercelular es desestabilizada inicialmente, lo que facilita la
ruptura de los complejos de adhesion, seguido de una disminucién de sus niveles y
finalmente una pérdida completa de expresion en etapas tardias de la TEM. La Cad-E ha
sido postulada como una proteina supresora de tumores y su expresion es clave para la
mantencion del fenotipo epitelial (29). De hecho, la induccion de la TEM por TGF-B1

coincide con una pérdida de expresion de Cad-E.
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Entre los posibles mecanismos moleculares implicados se ha descrito la induccién de los
factores de transcripcion SNAIL y SIP1 por TGF-B1 como responsables de la pérdida de
expresion de Cad-E (32,33 ). Estos datos indican que la TEM inducida por TGF-B1 en
células transformadas estd mediada en parte por la expresion de factores de transcripcion
represores del gen de Cad-E.

Diversos estudios indican una influencia dramatica del ambiente que rodea a los tumores
en el comportamiento de las células pre-cancerosas (28). La disociacion de las células
epiteliales entre si y de sus sustratos celulares se asocia con importantes remodelaciones de
la composicion de la MEC.

En general, la remodelacion y/o destruccion de la MEC puede ser un evento marcador de
los ultimos estadios de la tumorigénesis. Cambios en la composiciéon de la MEC y la
activacion de proteinasas implicadas en la degradacion de ésta pueden estar involucradas en
un aumento de la proliferacion, variacion en la morfologia celular, adquisicion de un
fenotipo migratorio y modificaciones a la respuesta a citoquinas (28). La degradacion de
la MEC es un proceso fundamental para el proceso de invasion tumoral por parte de las
células invasoras. De hecho, existe una correlacion directa entre la agresividad de las
células tumorales y el nivel de produccion de proteinasas de MEC. Existen numerosas
evidencias experimentales que involucran al activador del plasmindgeno tipo uroquinasa
u-PA en la malignidad de muchos tipos de tumores (34). El principal sustrato fisiologico
de u-PA es el plasminogeno, el zimogeno mas abundante en el organismo. Su forma activa
plasmina es una serina-proteinasa de amplio espectro involucrada en la degradacion de la
MEC, en la activacion de otras proteinasas, factores de crecimiento y citoquinas (33 ).

Se ha evidenciado que TGF-B1 produce un aumento de la expresion y secrecion de u-PA
en células transformadas, lo que facilita la capacidad migratoria e invasiva por parte de la
célula tumoral (35). Ademas, al inhibir con nucledtidos de antisentido las vias de
MAPKs, ERK1/2 y p38, y luego de un estimulo con TGF-B1, se observa una disminucioén
en la expresion de u-PA. Esto evidencia la participacion de estas vias de sefializacion en el

efecto de TGF-B1 sobre la expresion de esta proteinasa tumoral (36).
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Es interesante considerar que u-PA posiblemente tenga un papel importante en la
tumorigénesis mas allad de su funcion como proteinasa. De hecho, la unién de u-PA a su
receptor gatilla la activacion de las rutas de STAT y ERK MAP quinasa, lo que se asocia a
un aumento de la migracion (37).

Otros marcadores tumorales relacionados con la migracién inducida por TGF-1 son las
metaloproteinasas MMP9 y MMP2, cuya expresion es estimulada por el factor de

crecimiento a través de las vias de ERK1,2 y p38 en células epiteliales (38).

1.6) Proteina QM y su relacion con el cancer

Con el fin de encontrar factores que regulen la cascada de sefiales en la via de TGF-B1 en
células tumorales, nuestro laboratorio ha determinado que AMPc impide la reorganizacion
del citoesqueleto e inhibe la interrupcion de las interacciones célula-célula de E-Cadherina,
caracteristicas propias de las células mesenquimaticas posterior a un estimulo con TGF-
B1,sugiriendo que AMPc tiene un papel regulador de esta via (39). Este resultado nos ha
alentado a estudiar mecanismos propios de la célula tumoral que puedan antagonizar o
regular los efectos de TGF-B1 sobre las células transformadas.

Nuestro interés es encontrar proteinas que tengan alguna funcién relacionada con las vias
de senalizacion de TGF-f1, y que puedan modular los efectos de este factor en la
carcinogénesis.

En este ultimo aspecto nos ha interesado determinar el posible papel de una proteina
denominada QM sobre las vias de sefializacion de TGF-B1 en células transformadas.

QM fue identificada originalmente en tumores de Wilms (40). Se ha sugerido que QM es
un supresor de tumores debido a que su expresion en clones no tumorigénicos de Wilms
es elevada con respecto a los parentales malignos. El gen de QM codifica para la proteina
ribosomica RPL10 de la subunidad 60S del ribosoma en el reticulo endoplédsmico, siendo
un factor importante en la union de esta subunidad con la subunidad menor 40S (42). En la
actualidad se ha sugerido multiples funciones distintas a su papel en los ribosomas (43).

QM es capaz de unir c-Jun, e inhibe la actividad transcripcional de AP1 (44).
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A su vez, para inhibir la actividad de c-Jun, QM interacciona con preselina-1 (PS1), lo que
promueve su translocacion nuclear. (45). Se ha propuesto un nuevo papel de QM como
posible supresor tumoral, debido a que QM inhibe potentemente la actividad c-Yes, un
proto-oncogén de la familia Src (46).

En animales los niveles de expresion de QM son elevados en tejidos en division
comparados con tejidos diferenciados, por lo cual se relaciona a QM con la regulacion de
la proliferacion y diferenciacion celular (47).

La relacion de QM con céancer se evidencio recientemente, mediante ensayos de inmuno-
histoquimica que muestran de que en un estado inicial del desarrollo del cancer prostatico
QM esta disminuida, y a su vez altos niveles de QM pueden facilitar la progresion de
tumores o un fenotipo mas agresivo (48).

La determinacion de la influencia de QM en la via de sefalizacion de TGF-B1 en el proceso
de trans-diferenciaciéon de células tumorales promete el descubrimiento de mecanismos
regulatorios de la progresion tumoral y eventualmente podria ser objeto de interés como

blanco terapéutico para inhibir la progresion del cancer.

1.7) Modelo de carcinogénesis quimica.

Este modelo consiste en varias lineas celulares aisladas de ratones a los cuales se les
administr6 DMBA (7,12-dimetilbenz[a]antraceno) y dosis semanales de TPA (12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato). La ventaja de este modelo es que corrsponde a lineas
celulares con distintos grados de malignidad, es decir, desde células tipo epiteliales
normales a células fusocelulares muy tumorogénicas (E.1) (49).

En andlisis posteriores se determind que estas células presentan una serie de genes
mutados, tales como H-Ras que posee una mutacion en el codon 61, haciendo la proteina
mas activa y oncogénica. Ademas existen mutaciones en los genes de ciclina D1, p53 y
pl6. En este modelo se ha determinado una correlacion entre el grado de malignidad y el

de fosforilacion de ERK 1,2 (Ras/RAf/MEK/ERK1,2) (49)
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En nuestro modelo de estudio, las células del estado intermedio (PDV) pueden aumentar su
malignidad por un estimulo de TGF-B1, efecto que se ha relacionado con el proceso de la
transicion epitelio mesenquimatica, y que ha sido relacionado también con el oncogen H-

Ras (50).

Epidermis
normal

Célula Carcinoma Carcinoma
iniciada epidermoide fusocelular

EMT @ms—m

Figura 1: Carcinogénesis quimica de células de piel de raton. Se induce la carcinogénesis con los reactivos
quimico DMBA y TPA sobre las células normales MCA-3D. Las células MCA-3D luego del tratamiento quimico
pasan a un estado intermedio de malignidad PDV. Posteriormente, en respuesta al estimulo con TGF-B1 las células
pasan aun estado mucho mas agresivo CarC. Este proceso se denomina transicion epitelio-mesenquematica (TEM)
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2) Hipotesis y Objetivos

En vista de los siguientes antecedentes:
1) Presencia de QM en tumores de tipo Wilms
2) Presencia de QM en cortes de tejidos de cancer prostatico
3) QM regulador transcripcional c-Jun

4) QM regulador transcripcional de c-Yes

Hemos planteado la siguiente Hipotesis:

“La proteina QM activa las vias de sefializacion Smad2, Smad3 y ERK1,2 de TGF-$1

en células transformadas”.

Para demostrar nuestra hipotesis hemos planteados los siguientes objetivos

Objetivo General: Determinar la participacion de la proteina QM en la via de sefalizacion

de TGF-B1 en células transformadas.

Objetivos especificos:

1.- Analizar la expresion de QM en células transformadas.

2.- Determinar el efecto de TGF-B1 sobre la expresion de QM en células transformadas.
3.- Estudiar el papel de QM sobre la activacion de las vias de sefializacion Smad2,
Smad3 y ERK1,2 en respuesta a TGF-B1 en células transformadas.

4-. Estudiar el efecto de QM en la expresion de los marcadores tumorales u-PA y MMP9
inducidos por TGF-B1, en células PDV.

5-. Determinar la influencia de QM sobre la migracion de las células PDV estimuladas por

TGF-B1 en células PDV.
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3) Materiales

3.1)Reactivos Quimicos, soluciones

estandar y anticuerpos.

3.1.1)Anticuerpos primarios:

Anti-QM: N-17 human-mouse ( Santa

Cruz,SC-799)
Anti-tubulina (Sigma,T5168)

Anti Smad2P (Calbiochem, 566415)

Anti Smad Total (Sigma )

Anti Smad3P (Calbiochem, PK1012)
Anti ERK P (Santa Cruz, sc-23759-R)
Anti-ERk total (Santa Cruz, sc-16981-R)

3.1.2)Anticuerpos secundarios:

Anti-ConejoPO (Rockland, 211-1301)
Anti-RatonPO(Rockland, 210-4301)

3.1.3)Reactivos Quimicos:

- Acrilamida(Sigma)

- N bis acrilamida(Sigma)

- Agarosa, (Sigma)

- Azul Bromo fenol (Sigma)
- B-Mercaptoetanol (Merck)
- Bromuro de etidio (Sigma)
- NaCL(Merck)

- ortovanadato de sodio (Sigma)
- SDS (Merck)

- KH2PO4 (Merck)

- NaF(Merck)

- CaCl2 (Sigma)
-Tris(Merck)

3.2)Lineas celulares utilizadas
3.2.1) Cé¢lulas de raton
PDV,MCA-3D,CarC

3.2.2) C¢lulas de humano

PC3

3.2.3) Células de mono

COS-7

- N-Etilmaleimida (NEM),(Sigma)

- Propanol libre de nucleasas (Merck)
- TEMED, (Sigma)

- Tween 20-Metanol (Sigma)

- Isobutanol, (Merck)

- LB (Invitrogen)

- Marcador de peso Molecular (Prestained
Protein Ladder Biolabs)

- NaOH, (Merck)

- Glicina (Merck)

- NaH2PO4,( Merck)

- CuSO4(Merck)

- folin (Merck)

- caseina (Merck)

- Etanol libre de Nucleasas (Merck)

- EDTA (Sigma)

- PMSF (Sigma)

- DABCO-Mowiol

3.1.4)Sistemas comerciales y

reactivos importantes:

- TGF-B1 (RD system)

- ThermoScript (invitrogen)

- Trizol (Invitrogen)

- ECL, (Pierce)

- Sustrato Luciferasa, (Promega)
- Plasmindgeno (Sigma)

- Reactivo de lisis para luciferasa
(Promega)
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3.3) Nucledtidos partidores (primers) para PCR, secuencias de RNA de
interferencia(siRNA), reactivos de transfeccion y plasmidios .

3.3.1) Partidores para RT-PCR

Partidor Secuencia Tamano de
amplicon (pb)
QM Raton Sentido5S” GAGGTGCTTTCCCAGAAATCCATGT 3’ 198
Anti sentido 5" AATGACCCTCTGTTTAGCTCCAGA 3’
QM Humano Sentido 5° CCCGGTACCATGGGCCGCCGC 3 700

Anti sentido 5° GGGGAGGCTTTCCTGAGTGCAGGGC 3’

GAPDH Humano
y Ratén.

Sentido 5’ACCACAGTCCATGCCATCAC 3’
Anti sentido 5"TCCACCACCCTGTTGCTGTA 3’

450

u-PA Ratén

Sentido 5'TGCCCAAGGAAATTCTGCCCAAGGAAATTCCACGC 3’

Anti sentido 5’"GCCAATCTGCACATAGCACC 3’

280

3.3.2) RNAs de Interferencia

-siRNA QM (Santa Cruz)

3.3.3) Reactivos de Transfeccion

-TJF (Liposomas, preparado en laboratorio)
-ESCORT V (SIGMA)

3.3.4) Plasmidios; Vector de expresion y acoplados a genes reporteros de Luciferasa.

-p-CMV5-QM-Flag; p-Fastl; p-ARE; p-CAGAC; p-RF5-Luc; p-CMV5-Lacz
Cedidos por el Dr. Carmelo Bernabeu, CIB, Madrid, Espana;

-p-SRE cedido por el Dr. A. Corbi, CIB, CSIC, Madrid, Espafia

-p-Gal4-Smad2, p-Gal4-Smad3, pFA-EIk1 fue obtenido de Stratagen, La Jolla, E.E.U.U.
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4) Metodologia

4.1) Protocolo extraccion de RNA y sintesis de DNA complementario.

4.1.1) Extraccion de RNA

Las distintas lineas celulares se sembraron en placas de 60 mm a una densidad de 5x10° .Al
cabo del tratamiento indicado se lavaron 3 veces con PBS y se sometieron a la extraccion
de mRNA utilizando el reactivo Trizol de acuerdo a las indicaciones del fabricante, las
cuales se detallan brevemente a continuacién. A cada placa de cultivo se le agregd 1 ml de
Trizol, luego de 5 min a temperatura ambiente (TA) se recogio el lisado y se transfirié a un
tubo de 1,5 ml. Se adicion6 0,2 ml de cloroformo por ml de Trizol, agitindose suavemente
durante 15 seg y se incubd durante 3 min, luego de esto se centrifugaron las mezclas a
10000 rpm (microcentrifuga) por 5 min a TA, lo que permiti6 separar la mezcla en una fase
acuosa que contiene el RNA total (transparente) y una organica (roja). La fase acuosa se
transfiri6 a un nuevo tubo y se adiciond 0,5 ml de alcohol isopropilico, se agitd en un
vortex por 10 seg y se incubd por 10 min a TA, luego se sometido la mezcla a
centrifugacion durante 5 min y a 10000 rpm. Se elimind el sobrenadante y el precipitado
se lavdo con 1 ml de etanol al 75%. Luego de una nueva centrifugacion se retird el
sobrenadante y se dejo secar el precipitado durante 10 min a TA. Finalmente el precipitado
se re-disolvié en 25 pl de agua DEPC y se determind la concentracion RNA en un

espectrofotometro UV a 260 nm.
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4.1.2) Sintesis de DNA complementario (c-DNA)

Una vez conocidas la concentracion de RNA se procedio a sintetizar los c-DNA utilizando
el sistema comercial ThermoScript. Esto se hizo de acuerdo con lo descrito por el
fabricante:

Primero se realizd la siguiente mezcla para cada ensayo (A): se tomd 1uL de primer
oligoDT, 2pg de mRNA extraido de las células con el tratamiento determinado, 2uL de 10
mM dNTP mix , agregando agua libre de RNAasas hasta completar 12 plL. Luego esta
mezcla se incubd 65° C por 5 min, y se enfrio rapidamente en hielo. En paralelo se realizé
la siguiente mezcla (B): 4 pL de 5X c-DNA tampon de sintesis, 1luL DTT 0,1 M, 1uL de
RNAsaOUT, 1 pL agua DEPC y 1 pL de la enzima ThermoScript por ensayo. Finalmente
se mezclaron 8 uL. de (B) con (A) y se incub6 a 55° C durante 1h. Para detener la reaccion

se incubd a 85° C durante 5 min.

4.1.3) Amplificacion de DNA complementario, reaccidon en cadena de la polimerasa PCR.

Una vez sintetizado los c-DNAs respectivos, se sometieron a analisis por PCR, para los
genes de estudio, utilizando el reactivo Platinium PCR supermix (Invitrogen). La mezcla
de reaccion para PCR se prepar6 de la siguiente forma: se deposité 1uL de c-DNA (Aprox.
1,5 pg), 1 uL de partidores (sentido/antisentido y 50 ng/mL de cada uno) mas 22,5 pL del
reactivo de PCR.

Se utiliz6 el siguiente programa de PCR estandar:

El programa estandar que se utiliz6 para el PCR fue:

1.- Smina94° C. Desnaturacion inicial
2.- 45s.a94° C. Desnaturacion
3.-30sa52°C. Apareamiento
4.-1,5min a 72° C. Extension
5.-10mina 72° C Extension final

Repitiendo 29 veces los pasos 2 hasta el 4.
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4.2) Lisis celular, electroforesis SDS-PAGE y Western Blot.

4.2.1) Lisis celular y preparacién de extractos proteicos.

Las distintas lineas celulares cultivadas en las condiciones indicadas para cada
experimento, fueron incubadas en hielo con el reactivo de lisis (EDTA 1 mM, PMSF 1
mM, NEM 1 mM y SDS 0,5 % en PBS pH 7,4) de tal manera de obtener extractos
celulares. En el caso de extraccion para la determinacion de proteinas fosforiladas,se agregd
al reactivo de lisis NaF 5 mM y Ortovanadato de sodio (OVA) 1mM (concentracion final).
Luego se determino la concentracion de proteinas (57) y finalmente las distintas muestras

se almacenaron a -20°C hasta su analisis.

4.2.2) Preparacién de geles de poliacrilamida para electroforesis SDS-PAGE

Los distintos lisados celulares se mezclaron con tampén de carga (6X), llevando este a la
concentracion 1X, y las mezclas de proteinas se sometieron a una separacion por

electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS (58).

4.2.3) Western Blot

Las distintas muestras separadas como se indicé en el método anterior se electro-
transfirieron a una membrana de Nitrocelulosa (0,45 um de poro) (59). Las membranas se
incubaron por 30 min con solucion de bloqueo (leche descremada en polvo al 4%,
Tween- 20 0,5 %, en TBS), luego se incubaron con los anticuerpos primarios respectivos
diluidos 1:1000 en la solucion anterior por 1 h a TA con agitacion. Al cabo de este tiempo
las membranas se lavaron 3 veces durante 5 min con solucién de lavado (0,05 % de Tween-
20 en TBS). Posteriormente las distintas membranas se incubaron con los anticuerpos
secundarios correspondientes acoplados a la enzima peroxidasa de rabanito, diluidos
1:1000 en solucion de bloqueo. Se repitio el lavado de las membranas como se indico
anteriormente y se detectaron los complejos antigeno-anticuerpo por quimioluminiscencia

utilizando un sistema comercial (Pierce).
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4.3) Preparacion de bacterias competentes, transformacion y purificacion de
plasmidios

4.3.1) Preparacion de E.coli competentes.

Se inoculd 10 ul de bacterias E.coli en un tubo estéril con 50 ml de medio LB, y se incubo
toda la noche a 37°C con agitacion (250 rpm).

Posteriormente se inocul6 4 ml del cultivo del cultivo anterior en un matraz de 1 litro estéril
con 400 ml de medio LB, se incubo nuevamente toda la noche a 37°C con agitacion.

Luego de crecer bacterias se alicuot6 el volumen en tubos estériles de 50 ml y se dejaron en
hielo durante 5 minutos, al cabo de este tiempo se centrifugd durante 7 minutos a 3000 rpm
(microcentrifuga). Se resuspendid cada precipitado de bacterias en CaCl, (60 mM) frio y
se dejaron en hielo durante 30 minutos, luego se centrifugdé por 5 minutos a 3000 rpm, y
nuevamente se resuspendi6 cada precipitado con 2 ml de CaCl, frio, se alicuotaron 250 pl

en tubos estériles y se congelaron inmediatamente a -80°C hasta su uso.

4.3.2) Transformacion de E.coli competentes.

Para la transformacion se us6 el método de estrés térmico. Brevemente, se agregd 10 ng de
DNA plasmidial a un tubo con bacterias competentes previamente descongeladas y se
mantuvo en hielo durante 10 min. A continuacion se sometieron las mezclas de DNA y
bacterias 42°C durante 2 min y luego se enfrié rapidamente en hielo. Se agregd a cada tubo
1 ml de LB y se incubd durante 1h a 37°C con agitacion. Finalmente se sembraron las
bacterias en una placa de LB-Agar con ampicilina (100 pg/ml) y se incubd a 37°C durante

12a16h.

4.3.3) Purificacion de plasmidios.

Se procedié a la purificacion de plasmidos indicados desde las colonias resistentes a
Ampicilina del punto anterior. Para ello se utilizd el sistema comercial PureLink™ HiPure
Plasmid FP (INVITROGEN) de acuerdo a las indicaciones del fabricante. Se determiné la
concentracion de DNA plasmidial en un espectrofometro UV (longitud de onda 260 nm), y

se observo las caracteristicas electroforética, en geles de agarosa al 1%.
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4.4) Transfeccion de plasmidios de expresion y asociados a genes reporteros, medicion

de actividad luciferasa.

4.4.1) Cultivo de células y transfeccion de plasmidios

Se sembraron 4x10* células por pozos en placas de 24 pocillos, después de 24 h se lavaron
tres veces las células con PBS, y se les agregé 0,3 mL de medio DMEM con 5% SFB.
Paralelamente se prepard en un tubo de 1,5 ml una soluciéon compuesta por pladsmidos,en la
concentracion adecuada para los ensayos, y DMEM sin suero, luego a esta mezcla se le
agreg6 protamina (Img/mL) en la razon 4 ug: 1pg DNA. Se esperd 5 min y se agreg6 el
reactivo de transfeccion TJF en la razon 5 pg: 1 pg DNA, a continuacién se incubd la
mezcla durante 15 min a temperatura ambiente (ver en esquemas Figura 2). Finalmente se
agreg6 20 pL de la mezcla final a cada pozo y se incubd durante 4h a 37°C, esta mezcla de
transfeccion se retird y se agregd medio de cultivo completo incubando por 24 h
adicionales a 37°C. Al cabo de este ultimo periodo las cé€lulas se estimularon con TGF-$1
(5 ng/uL) o con el vehiculo (HCl 4 mM BSA 4%) por 24h (ver en esquemas E.1 y E.2).
Una vez concluido el tiempo de estimulo las células se lavaron con PBS y congelaron a -

20°C para la posterior determinacion de actividad luciferasa y B-galactosidasa.

4.4.2) Preparacion de liposomas para la transfeccion celular, reactivo TJF.

En un tubo se mezclaron 10 mg de DC-Colesterol (SIGMA), 10 mg de DOPE (SIGMA) y

1 ml de etanol a 37°C y esta mezcla se filtré en un cono con didmetro de 0,5 pm.
Finalmente se agregaron 50 puL de la mezcla resultante por cada ml de agua estéril para

obtener el reactivo de transfeccion a una concentracion de 1 mg/mL listo para su uso.

4.4.3) Medicion de actividad luciferasa mediante luminémetro.

Se agrego 50 puL de solucion de lisis comercial (Promega) por pozo y se incubd durante
5 minutos, luego se determiné la actividad de luciferasa mezclando 5 pL de lisado mas
10 puL de sustrato Luciferasa (Promega) en un tubo de polipropileno. Se midid la emision
de luz durante 20 segundos en un lumindémetro. La normalizacioén de transfeccion se realizd

gracias a otro plasmidio reportero p-CMV5-LacZ (actividad -galactosidasa).
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Figura 2(A) Esquema de procedimiento de transfeccion celular
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mTATATA Luciferase

Promoter

-SRE secuencia de union de Elk1

(c;}% - - EEE:g;mu
(&
aMm-Flag f)
Owro,
=3

TATATA ‘ Luclferase

a Medicion actividad luciferasa

LU TATATA Luciferase

pCMV5-QM-Flag
-ARE secuneci de union de Smad2/Fast1
-CAGAC secuencia de union de Smad3

Figura2(B): Foncionamiento de co-transfeccion de plasmidios reporferos y vector de expresion

OM-Flag.

(1)Se co-transfectan en primer lugar los plasmidios de expresion pCMV3S-QMFlag y ks plasmidios
reporteros con la secuencia especifica para cada caso (ARE-Fastl/Smad2, CAGAC-Smad3, SRE-
Elk1/ERK). (2) Expresson de la proteina de interés QM-Flag, (3) Si ¢s capaz de modular a los factores
Smad?2/Fastl, Smad3 o Elk1 cstos sc unirin a la sccucncia conscnso cspecifica para cada uno.(4) Sc cxpresa

el gen de huciferasa. La capacidad de modular QM a los factores es detectada por la actividad luciferasa.
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pCMV5-QM-Flag

Promoter Qm-rlnu

—
Promoter [T T EIC. (XIS TATATA | Luciferase

/ PRF5-Luc

Fosforilacio P04

Proteina de Fusio

-Smad2-Gald
£Os PO. -Smad3-Gal4
V) -Elk1-Gald
Trans-activacion =0

de gen de luciferasa
—
TATATA ‘ Luciferase

i Medicion de actividad Luciferasa
)}

(F RIS TATATA Luciferase

Figura2(C): Funcionamiento de co-transfeccion de los vectores de expresion QM-Flag, plasmido de
proteina de fusion (Smad2-Gal4, Samd3-Gald, Elk1-Gald) y plasmido reportero (Luociferasa).

(1)En primer lugar se co-transfectan los plismidos de expresion pCMV3-(QMFlag, el plismido reportero
con la secuencia especifica para unién de Gal4, y ¢l plismido que contienc a la fusion de los factores de
mterés (Smad2, Smad3 y Elk1) con el dominio DBD de Gal4. (2) Se expresan la proteina QM-Flag y la
proteina de fusion (Smad?2-Gald, Smad3-Gal o Elk1-Gal4). (3) Si QM es capaz de modular la fosforilacion
de la proteina de fusiin esta es capaz de unirse a la secuencia de unidn de Gal4. (4) Trans-activacién del
pen de hiciferasa. La capacidad de inducir la fosforilacién por parte de QM es detectada por la actividad
luciferasa.
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4.4.4) Metodologia para la transfeccion de RNA de interferencia
4.4.5) Cultivo de células y transfeccion de siRNA

Se sembraron células PDV o PC3 en placas de 6 pocillos a una densidad de 5x10° al
segundo dia las células fueron transfectadas utilizando el reactivo comercial EscortV
(Sigma) de acuerdo a las indicaciones del fabricante:

Se prepard una solucion A mezclando de 60 pL Tampon EscortV mas 9 uL del reactivo
Escort V, luego se incub6 a temperatura ambiente durante 5 min. Paralelamente se prepar6
la soluciéon B, la cual consistié en 60 ul. de DMEM mas 8 pL de siRNA QM (4 uM) o
siRNA control en la misma concentracion anterior. Luego de esto, la solucion A se mezcld
con la solucion B, y se incubd a temperatura ambiente durante 15 min para finalmente
agregar el total del volumen sobre 1 pocillo de la placa. La concentracion final de siRNA
fue de 80 nM. Se incubd durante 4h a 37°C, y se cambio6 el medio de transfeccion por

medio fresco, se esperd 48 h y se determino los niveles de QM por Western blot.

4.4.6) Migracion celular, ensayo de heridas.

Para realizar este ensayo se sembraron 10° células en placas de 24 pocillos y se dejaron
crecer a confluencia. Posteriormente se realizd una herida en el centro del cada pocillo
utilizando una punta de pipeta de 200 pl. Luego las células se lavaron tres veces con PBS,
se les agregd medio completo y se estimularon con TGF-f1 (5 ng/mL) durante 24 h.
Después de este tiempo las células se lavaron con PBS y se fijaron con metanol durante 5
min. a TA. Finalmente se tifieron con cristal violeta 0,01 % para ser fotografiadas

utilizando una camara digital acoplada a un microscopio invertido.
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5) Resultados

5.1) Estandarizacion de la reaccion de RT- PCR de las secuencias del gen QM de

raton y humano y del gen constitutivo GADPH.

5.1.1) Estandarizacion de la reaccién de RT-PCR de los genes QM de ratén y GADPH

Con el fin de determinar el numero de ciclos adecuado para cuantificar la expresion de los
genes de QM y GADPH es que decidimos realizar el siguiente procedimiento.Luego de
sembrar en placas de 100mm en medio con suero F-12 células PDV vy llevar a confluencia
se extrajo el RNA y se obtuvo el DNA complementario de los RNA mensajeros las cuales
se sometieron a analisis por PCR, como se describe en Métodos.

La Figura 3 muestra la cantidad de ciclos necesarios para una comparacion semi
cuantitativa Optima de amplificacion de transcrito del gen QM y el gen constitutivo
GADPH.

Como se puede apreciar en la Figura, ambas amplificaciones son oOptimas al cabo de 30

ciclos.

PDV

25 26 27 28 29 30 31  Ciclos
am > 198bp
GAPDH> 450bp
27 28 29 30 31 33 34  Ciclos

Figura 3: Determinacion del N° del numero de ciclos optimé parar la amplificacién del
transcrito de los genes QM raton (superior) y GADPH (inferior). RT-PCR. Gel de agarosa
al 1% teriido con bromuro de etidio. Se observa que luego de 30 ciclos la sefial comienza a
alcanzar el nivel de saturacion en ambos casos.
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5.1.2) Estandarizacion de la reaccién de RT-PCR de los genes QM de humano y GADPH.

En segundo lugar determinamos el nimero de ciclos adecuados para realizar un analisis
semi-cuantitativo de la expresion del gen QM y GADPH en la linea celular humana PC3.
Para esto sembramos 10° células en placas de 100 mm en medio con suero DMEM se llevo

a confluencia, se extrajo el RNA y se hizo un R7-PCR como se describe en Métodos.

La Figura 4 muestra también que a 30 ciclos es el numero optimo de ciclos para una
comparacion semi cuantitativa deel transcrito del gen QM humano
El resultado de ambas curvas de ciclos nos permitié tomar la decision de realizar todas las

amplificaciones a 30 ciclos.

PC3

27 28 30 31 33 Ciclos
am > 700bp
GAPDH> 450bp
28 29 30 31 33 34 Ciclos

Figura 4: Determinacion del N° del numero de ciclos optimé parar la amplificacion del
transcrito de los genes QM humano (superior) y GADPH (inferior). RT-PCR. Gel de
agarosa al 1% teniido con bromuro de etidio. Se observa que luego de 30 ciclos la sefial
comienza a alcanzar el nivel de saturacion en ambos casos.
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5.2) Expresion del gen QM y de la proteina QM en células transformadas

5.2.1) Expresion de mRNA y niveles de la proteina QM en distintos tipos celulares del

modelo carcinogénico de piel de ratén.

Con el fin de determinar si existian diferencias en los niveles de expresion del gen QM
sometidas a estimulos con TGF-Bl en las lineas celulares MCA-3D, PDV y CarC
decidimos realizar mediciones semi-cuantitativas para el transcrito mediante R7-PCR en

las tres lineas celulares.

5.2.2) Expresion del transcrito QM en las lineas celulares MCA-3D, PDV, CarC .

Se sembrod en placas de 100 mm cada tipo celular en medio con suero, al segundo dia se
estimulé con TGF-B1, se llevd a confluencia para luego extraer el RNA y se medio
mediante una reaccion R7T-PCR, como se describe en Métodos.

La Figura 5 se muestra que la expresion del gen QM es similar en las distintas lineas

celulares analizadas tanto a nivel basal como luego de un estimulo con TGF-1.

MCA-3D PDV CarC

198bp

GAPDH>

TGF-$1» - + - + - +

Figura 5: Expresion de QM en lineas celulares del modelo carcinogénico. R7T-PCR Gel de
agarosa al 1% teiiido con bromuro de etidio. Se observa que la expresion es similar en las tres
lineas celulares MCA-3D (Normal), PDV (malignidad intermedia), CarC (malignidad alta). La
expresion no es alterada en respuesta a TGF-B1.
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5.2.3) Niveles de la proteina QM en las lineas celulares MCA-3D, PDV, CarC.

El paso siguiente fue analizar los niveles de proteina QM en los tres tipos celulares (MCA-
3D, PDV y CarC) luego de un estimulo con TGF-B1, para determinar si existen diferencias
a su respuesta. Para esto se sembraron células de los tres tipos en placas de 100 mm
(200.000 células por placa), al segundo dia se estimulé con TGF-B1 por 30 minutos, segiin
lo descrito en la seccion Metodologia y al cabo del tratamiento se determinaron los niveles
de QM mediante western.blot.

La Figura 6 muestra los niveles de la proteina QM en los distintos tipos celulares
estudiados. Se observa que las células PDV presentan un nivel mayor de la proteina en
comparacion con las células CarC, las que muestran un nivel intermedio de proteina. Las
células MCA-3D presentan el nivel mas bajo de proteina. A su vez, el tratamiento con
TGF-B1 no produjo un aumento en los niveles de proteina QM en ninguna de las lineas

celulares analizadas.

MCA-3D PDV CarC
QM - —— | m— —
Tubul. > o wm— — NI G CE—
TGF$1» - + - + - +

Figura 6: Niveles de proteina QM en lineas celulares del modelo de carcinogénesis
quimica. Western blot, revelado con reactivo ECL. Se puede apreciar que los niveles de
proteina de las células MCA-3D (normal) son los mas bajos comparado con las otras dos lineas
ceulares. Las células PDV (malignidad untermedia) presentan los niveles mas altosde las tres
lineas celulares incluso que la linea CarC (malignidad alta). Los niveles de proteina no
cambiaron en respuesta a TGF-p1
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5.2.4) Expresion del mRNA de QM en linea celular humana de cancer prostatico PC3 .

En este trabajo también realizamos estudios en la linea celular humana PC3. El primer paso
fue analizar si QM se expresa en este linea celular y si esta expresion se altera por la
presencia de TGF-B1. Para esto se procedid en forma similar a lo antes descrito donde se
hizo una medicién semi-cuantitativa de la expresion del gen QM mediante la técnica de
RT-PCR.

La Figura 7 muestra que la linea celular de cancer de prdostata humana PC3 expresa el gen
de QM. Ademas podemos notar que el tratamiento con TGF-B1 no modifico la expresion
del gen de QM en esta linea celular, al igual a lo que se observo en las lineas celulres del

modelo experimental de carcinogénesis quimica de piel de raton.

PC3

700bp

GAPDH— 450bp

TGFp »| - + |

Figura 7: Expresion QM en células de cancer
prostatico PC3. RT-PCR. Gel de agarosa al 1%
tincion con bromuro de etidio. Se observa expresion
del gen de QM, la cual no se ve afectada por la
presencia de TGF-B1
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5.3) Expresion de QM-Flag, uso de vector pCMV5-QM-Flag en células COS-7.

Dado que parte de nuestros andlisis sobre el papel de QM en las rutas de sefalizacion de
TGF-B1 se realizaron por sobre-expresion de QM, nos parecié indicado determinar la
expresion ectopica de esta proteina. Para ello utilizamos la linea celular COS-7, la cual es
una linea celular transformada que permite obtener un buen nivel de expresion de proteinas,
Sometimos un cultivo de células COS-7 a transfeccion con el plasmidio pCMV5-QM-Flag,
y determinamos la expresion de QM mediante western blot (Metodologia) utilizando un
anticuerpo que reconoce el epitopo Flag.

Como se observa en la Figura 5, se obtuvo la expresion de una proteina con una separacion
electroforética correspondiente a una proteina de un peso molecular mayor a 30 kD, lo que
concordd con lo esperado, dado que el peso molecular descrito para QM es de 28kD. No se
observd La proteina en el carril correspondiente a las células transfectadas con el vector

pCMVS5 vacio.

Vectores de Expresion
Carril1 Carril 2 Carril 3

= e

EESRETE

e

QM-Flag
QMHA__, - —-4_ b
30kD
Vector Vacio

Figura 8: Expresion del vector pCMV5-QM-Flag.
Western blot revelado con reactivo ECL. Marcador
de peso molecular 30 kD. Carril 1 vector que
contiene QM-HA (pcDNA-QM-HA). Carril 2 Vector
vacio (pCMVS5). Carril 3 vector con QM-Flag
(pCMV5-QM-Flag) se ve una sefial nitida de la
proteina.
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5.4) Estudio del efecto de QM sobre las vias de TGF-f1.

De acuerdo a los antecedentes QM es capaz de unirse a ciertos tipos de factores de
transcripcion. Es por esto que uno de nuestros objetivos principales fue determinar si QM
tiene algun papel en las vias de sefializacion de Smad2, Smad3, y ERK1,2 de TGF-B1 en

distintas lineas celulares.

5.4.1) Estudio del efecto de QM sobre las via de TGF-p1 en células COS-7.

5.4.1.1) Efecto de la sobre-expresion de QM sobre la actividad de la via Smad2 de TGF-$
en células COS-7.

Comenzamos nuestro trabajo utilizando la linea celular COS-7. Para determinar la
actividad de la via Smad2 co-transfectamos las células con una forma activa del receptor
tipo 1 de TGF-fl1 (ALKS5a) y los sistemas reporteros para las distintas rutas de
transduccion analizadas. Las células COS-7 que hemos utilizado no responden a TGF-f1,
posiblemente porque no expresan un nivel alto de los receptores para el factor o éstos se
encuentren mutados, razén por la cual utilizamos como estrategia experimental la co-
transfeccion con ALKS5a para estimular las vias de TGF-B1 en estas células.

Nuestra primera ruta de sefializacion de TGF-f1 a analizar fue la de Smad2. La
Figura 9 muestra un aumento en la actividad de luciferasa del sistema reportero ARE/Fastl
cuando se co-transfectdé con ALKS5a. Al sobre-expresar QM se observo un aumento en la
actividad basal de este reportero, efecto que no fue estimulado significativamente con la
co-transfeccion con el receptor activo.

La trans-activacion de la proteina hibrida Smad2-Gal4 nos permite medir si los niveles de
fosforilacion de Smad2 se ven afectados por la presencia de la proteina QM ectopica. Se
observa en la Figura que QM aumenta la trans-activacion de la proteina de fusion
Smad2-Gal4. Este efecto es similar al observado en respuesta a TGF-f1 (ALKS5a). Sin

embargo, el efecto de QM en conjunto con ALKS5a es menor que el de ambos por si solos.
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Figura 9: Efecto de sobre-expresion de proteina QM sobre la via de Smad2 en respuesta a TGF-1.
Cuentas de luz de la actividad luciferasa y p-galactosidasa medida durante 20 segundos en un
luminometro. +/- Desviacion estandar. (*) p<0,05 (A) Actividad de la via Smad2 (reportero Fastl/ARE-
Luc). Se observa un aumento significativo (*) de la actividad al sobre-expresar QM al comparar con los
controles (¥). El estimulo con TGF-B1 al sobre-expresar QM aumenta la actividad (*) de Smad2 en al
comparar con los controles. (B) Trans-activacion de proteina de fusion Smad2-Gal4. El estimulo con
TGF-B1 aumenta la actividad (*) al comparar con la situacion control (¥). También se observa un aumento
en la actividad (*) al sobre-expresar QM comparado con los controles (¥).

5.4.1.2) Efecto de la sobre-expresion de QM sobre la actividad de la via Smad3 de TGF-f
en células COS-7.

Nuestro siguiente paso fue analizar si la sobre-expresion de QM podria regular la
activacion de la via de Smad3 por TGF-f1. Como se muestra en la Figura 10(A). La
presencia receptor ALKSa aumenta la actividad de la via de Smad3 analizada por el
reportero CAGAC-Luc comparada con la situacion control. A su vez que la sobre-
expresion de QM provocd un aumento de la actividad de este reportero en presencia del

receptor activado.
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5.4.1.3) Efecto de la sobre-expresién de QM sobre la actividad de la via ERK1,2 de TGF-f3

en células COS-7.

A continuacién nos interesd determinar si expresion ectopica de QM podria modificar la

activacion de la via de ERK1,2 por TGF-B1. Para ello utilizamos como reportero el

plasmido SRE-luc que contiene las secuencias de respuesta al factor de transcripcion Elk1,

el cual esta activado por la via de MAP quinasa. Como se observa en la Figura 10(B) la

cotransfeccion con ALKSa provoco un significativo aumento en la actividad del reportero

en comparacion con la situacion control. Al co-transfectar con QM se observo un fuerte

aumento de la actividad del reportero SRE-Luc, la cual no aumenta por la presencia del

receptor activado.
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Figura 10: Efecto de sobre-expresion de proteina QM sobre la via de Smad3 y ERK1,2 en
respuesta a TGF-B1. Cuentas de luz de la actividad luciferasa y f-galactosidasa medida durante 20
segundos en un luminometro. (A) Actividad de la via Smad3 (reportero CAGAC-Luc). Se observa un
aumento de la actividad en respuesta a TGF-f1 comparado con el control (¥). El estimulo con TGF-$1
en presencia de QM aumenta la actividad de Smad2 significativamente (*) cuando se compara con el
control con TGF-B1(¥). (B) Actividad de la via ERK1,2 (reportero SRE-Luc). Se observa un aumento
significativo (*) de la actividad ERK1,2 en presencia de QM . TGF-f1 y QM aumentan la actividad de

la via al con los controles (¥).
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5.4.2) Cinética de la expresion de las proteinas fosforiladas Smad2,3 y ERK1,2 en

respuesta a estimulos con TGF-f1.

La siguiente parte de nuestro trabajo fue determinar el efecto de QM sobre las vias de
TGF-B1 en las lineas celulares de raton PDV y humana PC3. Ambos tipos celulares

responden al tratamiento con el factor dado que poseen receptores para TGF-p1.

Esto se puede apoyar en el hecho de que tanto en PDV como en PC3 el tratamiento con
TGF-B1 desencadena la fosforilacion y por tanto activacion de las vias estudiadas, como lo
demuestran las Figura 11(A y B).

Nuestros resultados muestran que el tratamiento con el factor de crecimiento provocd un
aumento en la fosforilacion de ERK1,2 Smad2 y Smad3 en los dos tipos celulares,
coincidiendo con un nivel de activacion notorio en todos los casos a los 30 min de
tratamiento, aunque las cinéticas de activacion fueron distintas en PDV comparadas con

PC3.
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Figura 11: Cinética de expresion de las proteinas Smad2,3 y ERK1,2 activadas en respuesta a TGF-§1.
Western Blot revelado con reactivo ECL. (A) Niveles de proteinas fosforiladas Smad2, Smad3 y ERK en
células PDV. Se observa que transcurridos 15 minutos estan presentes todas las proteinas en respuesta a TGF-
B1. (B) Niveles de proteinas fosforiladas Smad2, Smad3 y ERK en células PC3. Se observa que transcurridos
30 minutos estan presentes todas las proteinas en respuesta a TGF-B1.
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5.4.3) Estudio del efecto de la proteina QM sobre la via de TGF-$ en células PC3.

Una vez determinada la capacidad de TGF-B1 de inducir la activacion de las vias de
senalizacion indicadas, nos enfocamos en analizar el papel de QM sobre estas rutas de
transduccion de sefiales. Para esto se utilizaron dos estrategias distintas. Con una

1) determinamos la actividad de la via in situ mediante el uso de genes reporteros de
luciferasa. ii) Se midieron los niveles de proteinas fosforiladas mediante la técnica de

Western Blot.

5.4.3.1) Efecto de la sobre-expresion de QM sobre la actividad de la via Smad2 de TGF-f3

en células PC3.

Se determind si la expresion ectopica de QM alteraria la actividad de Smad2. Para
determinar la actividad de este factor transcripcional se utilizd el sistema reportero
Fastl/ARE-Luc, y se compar6 con los controles luego de un estimulo con TGF-B1.

Como muestra la Figura 12(A), un estimulo de TGF-f1 aumenta considerablemente la
actividad de la via Smad?2 y su efecto es contrarestado cuando sobre-expresamos la proteina
QM. Cuando determinamos el efecto de QM sobre esta via de sefalizacion utilizando el
sistema de trans-activacion del hibrido simple para Smad2 (Smad2-Gal4/pRF5-luc),
observamos que un estimulo de TGF-B1 aumenta la trans-activacion de este sistema
reportero, efecto que fue inhibido por la cotransfeccion de la proteina QM (Figura 12(B))

en forma similar a lo obtenido con el sistema de genes reporteros Fastl/ARE-Luc.

5.4.3.2) Efecto de la sobre-expresion de QM sobre los niveles de proteina p-Smad2

El siguiente paso fue determinar si el fendmeno observado se relacionaba con los niveles de
fosforilacion de Smad2 bajo el estimulo de TGF-B1, observamos mediante el anélisis de
western blot que la sobre-expresion de QM provocod una disminucién de los niveles de
fosforilacion de Smad2 inducidos por el factor de crecimiento, en comparacion con la

situacion control (Figura 13).
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Figura 12: Efecto de sobre-expresion de proteina QM sobre la via de Smad2 en respuesta a TGF-f1.
Cuentas de Iluz de la actividad luciferasa y p-galactosidasa medida durante 20 segundos en un
luminometro.+/- Desviacion estandar. (*) p<0,05. (A) Actividad de la via Smad2 (reportero Fastl/ARE-
Luc). Se observa un aumento significativo (*) de la actividad en respuesta a TGF-B1 al comparar con el
control (¥). Al sobre-expresar QM la actividad de la via es significativamente menor al comprar con el
control con TGF-B1 (¥). La actividad de la via es también significativamente menor (*) al comparar con el
efecto de QM y TGF-B1 juntos.(Y)). La actividad de la via es significativamente menor (*) al comparar el
efecto de QM en presencia de TGF-B1 con el control con TGF-B1 (¥). (B) Trans-activacion de proteina de
fusion Smad2-Gal4. Se observa un aumento significativo (*) de la actividad en respuesta a TGF-f1 al
comparar con el control (¥). Al sobre-expresar QM se muestra una actividad significativamente (*) menor

en comparacion a la actividad que muestra el control con TGF-B1 (¥).
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Figura 13: Efecto de la sobre expresion de QM sobre niveles de
proteina p-Smad2. Western Blot revelado con reactivo ECL. Pesos
Moleculares 58kD p-Smad2, OM-Flag 30 kDa. Se transfectaron dos
concentraciones del vector pCMV5-OM-Flag (5mg/ul y 10mg/ul). Se
observa en la figura que la proteina p-Smad2 aparece solo en
respuesta a TGF-B1. Al sobre-expresar QM disminuyen los niveles

de p-Smad2.
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5.4.3.3) Efecto de la sobre-expresion de QM sobre la actividad de la via Smad3 de TGF-3

en células PC3.

Nuestro siguiente paso fue analizar si la sobre-expresion de QM podria regular la
activacion de la via de Smad3 por TGF-B1. Para esto se realizd, un experimento similar al
anterior donde se utilizaron dos estrategias experimentales distintas. Con una determinamos
la actividad de la via por medio de genes reporteros de luciferasa (CAGAC-Luc) vy el
sistema de mono-hibrido para Smad3 (Smad3-Gal4/pRF5-luc), con la segunda estrategia, ,

determinamos los niveles de fosforilacién de Smad3 mediante western blot.

Segin muestra la Figura 14(A), la via Smad3 se activa con un estimulo de TGF-B1. La
sobre-expresion de la proteina QM provocd un aumento de la actividad de la via estimulada

por el factor en relacion a la situacion control.
La Figura 14(B) muestra el efecto que tiene QM sobre la trans-activacion de Smad3-Gal4,
aumentando considerablemente su actividad en presencia de TGF-B1, lo cual coincide con

los resultados de actividad de Smad3.

5.4.3.4) Efecto de la sobre-expresion de QM sobre los niveles de proteina p-Smad3

Posteriormente decidimos determinar si la sobre-expresion de QM modulaba el estimulo de
TGF-B1 sobre la fosforilacion de Smad3. Como se observa en la Figura 15 la sobre-
expresion de QM provocd un aumento en el grado de fosforilacion de Smad3 estimulado

por TGF-BI.
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Figura 14: Efecto de sobre-expresion de proteina QM sobre la via de Smad3 en respuesta a TGF-f1.
Cuentas de luz de la actividad luciferasa y p-galactosidasa medida durante 20 segundos en un
luminometro.+/- Desviacion estandar. (*)p<0,05. (A) Actividad de la via Smad3 (reportero CAGAC-
Luc). Se observa un aumento significativo (*) de la actividad en respuesta a TGF-f1 en comparacion al
control (¥). Al sobre-expresar QM la actividad de la via disminuye(*) al comparar con el control con TGF-
B1(¥). La actividad de la via también es significativamente menor (*) al comparar con el efecto de QM y
TGF-B1 en conjunto(Y]). El efecto de QM y TGF-B1 en conjunto es significativamente mayor (*) al
comparar con los controles y con el efecto de QM por si solo (E). (B) Trans-activacion de proteina de
fusion Smad3-Gal4. Se observa un aumento significativo (*) de la actividad en respuesta a TGF-B1 y al
sobre-expresar QM cuando se compara con los controles y con el efecto de QM por si solo.
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Figura 15: Efecto de la sobre expresion de QM sobre niveles de
proteina p-Smad3. Western Blot revelado con reactivo ECL. Pesos
Moleculares 58kD p-Smad3, OM-Flag 30 kDa. Se transfectaron dos
concentraciones del vector pCMV5-QM-Flag (Smg/ul y 10mg/ul). Se
observa en la figura que la proteina p-Smad3 aparece solo en
respuesta a TGF-B1. Se observa un aumento de p-Smad3 al sobre-
expresar QM.
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5.4.3.5) Efecto de la sobre-expresion de QM sobre la actividad de la via ERK 1,2 de TGF-

en células tumorales PC3.

Para finalizar el estudio en la linea celular PC3 se decidio medir la actividad de la via de
senalizacion ERK1,2 y evidenciar el efecto que tiene la expresion ectdpica de la proteina
QM en conjunto con un estimulo de TGF-B1. En este caso solo se determiné la actividad

in situ de la via ERK mediante genes reporteros.

La actividad de la via ERK1,2 en la linea celular PC3 se determin¢ utilizando el reportero
SRE-Luc, y el sistema de hibrido simple Elk1-Gal4/pRF5-luc. Como se muestra en la
Figura 16(A), la expresion de QM estimulo fuertemente la actividad de la via de ERK1,2
determinada por el reportero SRE-luc en ausencia de estimulo con TGF-B1, y el tratamiento
con el factor no modificé este nivel de activacion de la via de sefializacion.

De igual forma a lo observado en el experimento anterior, la sobre-expresion de QM
provocd un aumento de la activacion Elk-1 en forma independiente de TGF-B1 exogeno, y

la presencia del factor no cambid significativamente este aumento. (Figura 16(B)).
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Figura 16: Efecto de sobre-expresién de proteina QM sobre la via de ERK1,2 en respuesta a
TGF-B1. Cuentas de luz de la actividad luciferasa y p-galactosidasa medida durante 20 segundos en un
luminometro.+/- Desviacion estandar . (*) p<0.05. (A) Actividad de la via ERK1,2 (reportero SRE-Luc).
Se observa un aumento significativo (*) de la actividad al sobre-expresar QM en comparacion a los
controles (¥). El efecto de TGF-B1 en conjunto con QM es significativamente (*) mayor que los controles
(¥) (B) Trans-activacion de proteina de fusion Elk1-Gal4. Se observa un aumento significativo (¥) de la
actividad al sobre-expresar QM en comparacion a los controles (¥). El efecto de TGF-B1 en conjunto con
QM es significativamente (*) mayor que los controles (¥).
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5.4.4) Estudio del efecto de la proteina QM sobre la via de TGF-§ en células PDV.

Como el objetivo central de este trabajo fue verificar la influencia de QM sobre las vias de
sefializacion de TGF-B1. Como modelo principal se utiliz6 una linea celular PDV de ratén
capaz de sufrir TEM en respuesta a TGF-B1. Para determinar la actividad de estas vias in
situ se procedio de la misma manera que anteriormente, usando plasmidios que contienen
genes reporteros. Se midieron los niveles de las proteinas Smad 2,3 luego de sobre-expresar
y depletar QM y luego determinar si existia una relacion con los resultados registrados por

genes reporteros para la actividad de estas vias.

5.4.4.1) Efecto de la sobre-expresion de QM sobre la actividad de la via Smad2 de TGF-$
en células PDV.

Para la linea celular PDV determinamos la actividad de Smad2 mediante los plasmidios
Fastl/ARE-Luc. La sobre-expresion de la proteina QM se realizo con un vector de
expresion pcMV5-QM-Flag para luego estimular con TGF-1 recombinante y asi comparar
los distintos tratamientos.

Como muestra la Figura 17(A) la actividad de la via evidenciada por el sistema
Fast]/ARE-Luc aumenta con un estimulo de TGF-B1, al sobre-expresar QM el aumento de
la actividad de esta via es significativamente mayor que con TGF-B1 por si solo, inclusive
el efecto observado es aun mayor cuando se vulve a estimular con TGF-B1 en presencia de
QM.

Para determinar los niveles de fosforilacion o de trans-activacion del factor Smad2, usamos
el sistema de trans-activacion Smad2-Gal4/pRF5-Luc, obteniendo un aumento de la trans-
activacion o fosforilacion estimulados con TGF-B1, este es un efecto similar al registrado
con el sistema de genes reporteros Fastl/ARE-Luc, como muestra la Figural7(B). Sin
embargo, la sobre-expresion de la proteina QM por si sola no determina un aumento

significativo de la actividad del sistema comparada con la situacioén control.
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Figura 17: Efecto de sobre-expresion de proteina QM sobre la via de Smad2 en respuesta a TGF-f1.
Cuentas de Iluz de la actividad luciferasa y p-galactosidasa medida durante 20 segundos en un
luminometro.+/- Desviacion estandar (A) Actividad de la via Smad2 (reportero Fastl/ARE-Luc). Se
observa un aumento significativo (*) de la actividad al sobre-expresar QM al comparar con los controles
(¥). El estimulo con TGF-B1 al sobre-expresar QM aumenta la actividad (*) de Smad2 al comparar con
los controles.y con el efecto de QM por si solo () (B) Trans-activacion de proteina de fusion Smad2-
Gal4. El estimulo con TGF-1 aumenta la actividad (*) al comparar con la situacion control (¥). También
se observa una disminucion en la actividad (*) al sobre-expresar QM comparado con los controles y con
el efecto de QM y TGF-B1 en conjunto (Y). El efecto de QM y TGF-B1 en conjunto es significativamente
(*) mayor que los controles y que QM por si solo (E).
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5.4.4.2) Efecto de la sobre-expresién y deplecién de proteina QM sobre los niveles de

proteinas Smad?2.

Como parte de la estrategia de este estudio también determinamos los niveles de p-Smad?2
mediante Western Blot. Para este efecto utilizamos dos estrategias donde se sobre-expreso
la proteina QM con el vector p-CMV5-QM-Flag y ademas se suprimi6 la expresion de QM
con siRNA. Ambas estrategias se ensayaron también en presencia de TGF-B1. Como
muestra la Figura 18(A), en presencia de la proteina QM los niveles de p-Smad2
aumentan. Ademas se observa una dependencia de la concentracion de QM.

Por el contrario, como muestra la Figura 18(B), al suprimir la proteina con QM con siRNA

no se observa una disminucion clara de los niveles de p-Smad?2.
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Figura 18: Efecto de la sobre expresion y deplecion de la proteina QM sobre los niveles de p-Smad2
en respuesta a TGF-B1. Western blot revelado con reactivo ECL. Pesos moleculares: p-Smad2 58 kD,
OM-Flag 30 kD, OM 28 kD. Se transfectaron dos cantidades distintas del vector pCMV5-OM-Flag (5 mg
y 10 mg). En el caso de siRNA también se transfectaron dos cantidades (10 nmol y 20 nmol). (A) Se
observa en la figura que la proteina p-Smad3 aparece solo en respuesta a TGF-B1. La sobre expresion de
QM aumenta los niveles de p-Smad2. (B) Al inhibir la expresion de QM, los niveles de p-Smad2 no
disminuyen.
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5.4.4.3) ) Efecto de la sobre-expresion de QM sobre la actividad de la via Smad3 de TGF-3
en células PDV.

Nuestro estudio continud con la determinacion de la expresion ectdpica de QM en células
PDV y la posible modulacion de la via de sefializacion Smad3. Para determinar la actividad
de estas vias in situ se procedio de la misma manera que anteriormente, usando plasmidios
asociados a genes reporteros. Se midieron también los niveles de la proteina p-Smad3 luego

de sobre-expresar y suprimir QM, tanto en presencia o ausencia de estimulo con TGF-B1.

Para analizar la actividad de Smad3 co-transfectamos el plasmidio reportero de
CAGAC-Luc, también sobre-expresamos la proteina QM con el vector pCMV5-QM-Flag.
En este caso también se sometieron las células a un estimulo con TGF-1 recombinante.

Segin muestra la Figura 19(A), la actividad de la via Smad3 aumenta con un estimulo de
TGF-B1 y es ain mayor cuando sobre-expresamos la proteina QM en conjunto con el factor

TGF-B1. QM por si solo no muestra mayor influencia sobre esta via.

Para determinar los niveles de fosforilacion o trans-activacion del factor Smad3, se uso el
sistema Smad3-Gal4/Prf5-Luc. Como muestra la Figura 19(B) de manera similar a lo
registrado con el sistema de reporteros CAGAC-Luc que detecta un aumento de la
actividad de Smad3, se obtuvo en este caso que TGF-f1 aumenta la fosforilacion de la
proteina de fusion Smad3-Gal4 o su capacidad de trans-activar al plasmidio Prf5-Luc,
cuando sobre-expesamos QM en presencia del factor. El aumento de esta actividad es

significativamente mayor, que con un estimulo de TGF-B1 por si solo.
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Figura 19: Efecto de sobre expresion de proteina QM sobre la via de Smad3 en respuesta a TGF-f1.
Cuentas de luz de la actividad luciferasa y p-galactosidasa medida durante 20 segundos en un
luminometro.+/- Desviacion estandar. (*) p<0,05 (A) Actividad de la via Smad3 (reportero CAGAC-
Luc). Se observa un aumento significativo (*) de la actividad en respuesta a TGF-f1 comparada con la
situacion control (¥). El efecto de QM y TGF-B1 en conjunto es significativamente mayor (*) que los
controles y que QM por si solo (E). (B) Trans-activacion de proteina de fusion Smad3-Gal4. Se observa
un aumento significativo (*) de la actividad al sobre expresar QM al compara con los controles (¥). El
efecto de QM y TGF-B1 en conjunto es significativamente mayor(*) que los controles y de QM por si solo

().
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5.4.4.4) Efecto de la sobre-expresion y deplecion de la proteina QM sobre los niveles de

proteina p-Smad3.

Continuamos nuestro estudio sobre la via de Smad3 en células PDV. Para este efecto
procedimos a determinar el efecto de la expresion ectdopica de QM y la supresion de esta

sobre los niveles de p-Smad3 condicionados al estimulo con TGF-B1.

La Figura20(A) muestra el efecto de la sobre-expresion la proteina QM. Se observa un
aumento sustancial en los niveles de p-Smad3 y que ademas estéd en relacion directa con la
concentracion de QM.

En la Figura 20(B) vemos el efecto de la deplecion de la proteina QM con siRNA sobre la
via Smad3 en células PDV. Se ve una concordancia légica con los resultados mostrados

anteriormente, puesto que al suprimir a la proteina QM notamos una baja en los niveles de

p-Smad3.
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Figura 20: Efecto de la sobre- expresion y deplecion de la proteina QM sobre los niveles de p-Smad3
en respuesta a TGF-B1. Western blot revelado con reactivo ECL. Pesos moleculares: p-Smad3 58 kD,
OM-Flag 30 kD, QM 28 kD. Se transfectaron dos cantidades distintas del vector pCMV5-OM-Flag (5 mg
y 10 mg). En el caso de siRNA también se transfectaron dos cantidades (10 nmol y 20 nmol). (A) Se
observa en la figura que la proteina p-Smad3 aparece solo en respuesta a TGF-f1. La sobre-expresion de
QM aumenta los niveles de p-Smad3. (B) Al inhibir la expresion de QM, los niveles de p-Smad3

disminuyen.
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5.4.4.5) Efecto de la sobre-expresién de QM sobre la actividad de la via ERK1,2 de TGF-f3
en c¢lulas PDV.

Finalmente para nuestro estudio en células PDV se decidié medir la actividad de la via de
senalizacion ERK1,2 y evidenciar el efecto que tiene la expresion ectdpica de la proteina
QM en conjunto con un estimulo de TGF-B1. En este caso s6lo se determiné la actividad

in situ de la via ERK mediante genes reporteros.

La actividad de la via ERK1,2 en la linea celular PDV se determiné utilizando el reportero
SRE-Luc, y el sistema de hibrido simple Elk1-Gal4/pRF5-luc. Como se muestra en la
Figura 21(A), la expresion de QM estimul6 fuertemente la actividad de la via de ERK1,2
determinada por el reportero SRE-Luc en conjunto con TGF-f1, y el tratamiento con QM
solo no modifico este nivel de activacion de la via de sefalizacion.

Sin embargo, se observd que la sobre-expresion de QM provocod un aumento de la trans
activacion de Elk-1-Gal4 en forma independiente de TGF-B1 exdgeno, y la presencia del

factor no cambio significativamente este aumento (Figura 21(B)).
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Figura 21: Efecto de sobre-expresion de proteina QM sobre la via de ERK1,2 en respuesta a TGF-
B1. Cuentas de luz de la actividad luciferasa y [-galactosidasa medida durante 20 segundos en un
luminometro.~+/- Desviacion estandar . (*) p<0.05. (A) Actividad de la via ERK1,2 (reportero SRE-Luc).
El efecto de TGF-B1 en conjunto con QM es significativamente (*) mayor que los controles (¥) (B) Trans-
activacion de proteina de fusion Elk1-Gal4. Se observa un aumento significativo (*) de la actividad al
sobre expresar QM en comparacion a los controles (¥). El efecto de TGF-f1 en conjunto con QM es

significativamente (*) mayor que los controles (¥).
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5.5) Implicancias de la activacion de vias de la ruta de TGF-$ y su efecto en la
actividad tumoral, bisqueda de marcadores tumorales.

Con el fin de determinar la influencia de QM sobre la pogresion tumoral, estudiamos el
efecto que tenia la inhibicion de la expresion de QM sobre dos maracadores tumorales u-
PA y MMP9 dos proteasas implicadas en el proceso migratorio. Para estos experimentos se
sembraron cé€lulas de la linea celular PDV, al siguiente dia se procedid a la transfeccion con
siRNA de QM a dos concentraciones: 10 nmol 6 20 nmol. Posteriormente luego de 24-72
horas se estimuld con TGF-B1 y se incubd un dia adicional para luego analizar la expresion

de u-PA y MMP9 mediante RT-PCR.

5.5.1) Niveles de transcrito u-PA y MMP9, efecto de siRNA para QM

En la Figura 22 se ve el efecto que tiene la supresion del transcrito QM por siRNA de sobre
marcadores tumorales involucrados en las vias de TGF-Bf1 Smad2,3 y ERKI,2. Junto con
la caida en la expresion de transcrito de QM se ve un baja en la expresion de u-PA, no asi

de MMP9.

P DV Control sIRNA M (10nmol) siRNA QM {20nmol)
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Figura 22: Efecto de la inhibiciéon de la expresion de QM sobre la expresion
de los genes de u-PA y MMP-9. RT-PCR Gel de agarosa al 1% tefiido con
bromuro de etidio. Para inhibir la expresion de QM se transfectaron dos
concentraciones de siRNA (10nMol y 20nMol). Se observa que la expresion de
QM es inhibida completamente a las dos concentraciones utilizadas. Al inhibir la
expresion de QM vemos que disminuye la expresion de u-PA. El efecto sobre
MMP9 mucho menor que el de u-PA
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5.5.2) Efecto de QM sobre la migracién de células PDV, ensayo de heridas.

Una vez determinado el efecto de QM sobre los marcadores tumorales, y dado que ellos se
encuentran relacionados en parte con la migracion de las células tumorales, no enfocamos
en determinar el posible papel de nuestra proteina sobre la capacidad de las células PDV de
migrar en un ensayo de herida.

La Figura 23 muestra el efecto que tiene la sobre-expresion y la supresion de QM sobre la
capacidad migratoria de nuestras células en estudio. Se observa que la expresion ectopica
que QM potencia la migracion de estas células en forma basal y potencia el efecto de
TGF-B1. Al estar ausente o en bajo nivel de expresion, estas células migraron en menor

magnitud con o sin estimulo del factor de crecimiento.

Ensayo Migraciéon en PDV

Sin TGF-$1

Figura 23: Efecto de la sobre-expresion de QM e inhibicién de la expresion de
QM sobre la migracién de células PDV. Cultivo de células PDV 100% confluencia.
Posterior a confluencia se realiza una herida sobre el cultivo. Las células luego de la
herida se someten a tratamientos con el vector de expresion pCMV5-OM-Flag (5 y 10
mg/ul) y con siRNA (10nMol y 20nMol/ul). Las células posterior a tratamientos se
tifien con cristal violeta 5%. Se observa (células en el centro de la herida) que la
migracion de las células se ve potenciada por la presencia de QM en respuesta aun
estimulo con TGF-B1. Las células pierden la capacidad de migrar (células solo en los
extremos) cuando inhibimos la expresion de QM.
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6) Discusion

El factor de crecimiento transformante betal (TGF-1) ha mostrado tener un importante
papel en el desarrollo del céancer, el cual puede actuar como un represor en estadios
tempranos de este proceso y en estadios avanzados de la tumorogénesis es capaz de
promover la tumorogénesis (4). Para realizar sus funciones celulares el TGF- B1 es capaz
de desencadenar distintas rutas de senalizacion intracelular, las cuales darian cuenta de los
efectos de ceste sobre el proceso tumorogénico (9). En este aspecto, la posibilidad de
entender y manejar las vias de sefializacion de este factor de crecimiento en células
tumorales, podria aportar sin duda a la generacion de nuevas terapias en el tratamiento del

cancer.

En el presente trabajo hemos tenido como objetivo principal determinar si la proteina QM
participa en la regulacion y/o modulacion de las vias de senalizacion de TGF-B1, con la
proyeccioén de que esta proteina pueda ser un blanco molecular para regular las rutas de

transduccidn del factor de crecimiento en células tumorales.

6.1) Expresion de QM en células transformadas

Nuestro primer paso fue analizar los niveles de expresion de QM en distintas lineas
celulares, las cuales in vitro representan distintos estados tumorales del modelo de la
carcinogénesis de piel de ratdon, asi como también la determinar la expresion de esta
proteina en la linea celular PC-3, representativa de cancer humano de prostata. Nuestros
datos indican que la expresion de QM en las lineas tumorogénicas PDV y CarC fue mayor
que en las células MCA-3D, linea celular representativas de un estadio normal no tumoral
en nuestro modelo de carcinogénesis (49). En las tres lineas analizadas el tratamiento con

TGF- B1 no afecto el nivel de expresion de QM.
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Un hecho importante observado fue que la linea celular PDV mostr6 el mayor nivel de
expresion de QM. Esta linea celular posee un grado intermedio de tumorogenicidad en
comparacion con las células CarC, a su vez que PDV sufre el proceso de transicion
epitelio-mesenquimatica (TEM) adquiriendo propiedades de una célula tumoral con mayor
grado de malignidad (35). Los niveles aumentados de QM podrian facilitar la progresion
tumoral de esta linea celular hacia fenotipos mas agresivos. Este aspecto estaria en
concordancia con el estudio donde se determind la distribucion de QM en cortes de tejido
de cancer de prostata, observando un mayor grado de expresion de esta proteina confinada
a focos de invasion perineural en tumores con grado 4-5 de Gleason, y que podria estar
relacionada a la progresion de las células tumorales. (48). Estos aspectos, junto a que QM
se ha relacionado con la regulacion de vias de sefializacion implicadas en la tumorogénesis
(44,45,46), nos llevo a la hipotesis de que esta proteina QM participa en la regulacion de

vias de sefializacion de TGF- B1 en células transformadas.

Al analizar la expresion de QM en la linea celular humana de cancer prostatico PC3,
observamos la presencia del transcrito correspondiente, aunque no comparamos el nivel de
expresion con otras lineas celulares de cancer de prostata. Por su parte, el tratamiento con el
factor TGF-B1 no modificé la expresion del mRNA de QM. Nosotros en particular
estabamos interesados en conocer si las células PC3 expresan esta proteina, en parte
porque en la literatura no existe informacion de la expresion de QM en lineas celulares de
prostata. Solo recientemente se ha descrito la expresion de ésta en cortes de tumores
prostaticos (48), y porque determinar su expresion nos ayudaria a desarrollar las siguientes
estrategias experimentales para el desarrollo de esta tesis con respecto a esta células.

En la linea celular PDV, objeto central de esta tesis, encontramos una expresion basal del
transcrito de QM. Para ello se utiliz6 la técnica de RT-PCR y se determiné el numero de
ciclos necesario para una banda en la cual se detectan diferencias en respuesta a un
estimulo de TGF-B1. Se determind que 30 ciclos era el numero optimo para estos analisis

semi-cuantitativos.
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Este mismo procedimiento se repitio con la linea celular PC3 de cancer de prdstata humana
de caracteristicas muy malignas. Se encontrd también una expresion basal del transcrito de
QM vy se establecid6 que 30 ciclos era adecuado para los posteriores andlisis semi

cuantitativos de expresion frente a estimulos con TGF-B1.

A continuacién, estudiamos si QM participa en la regulacion de las vias de sefializacion de
TGF-B1. Para ello desarrollamos nuestro estudio en tres lineas celulares; COS-7
provenientes de epitelio de rindn de mono y que tiene la particularidad de expresar en altos
niveles proteinas producto de transfeccion; PC-3 por ser representantes de cancer humano,
y la linea PDV en la cual el tratamiento con TGF- B1 induce un aumento de la malignidad
celular (35). A su vez nos enfocamos en el analisis de tres via de sefalizacion de TGF-1
que de alguna manera estan involucradas en el proceso tumorogénico inducido por TGF-

Blcomo son Smad3, Smad2 y ERK1,2 (7, 9, 11, 23, 30).

6.2) Regulacion de vias de seiializacion en células COS-7

Nuestro primer paso fue determinar el efecto de QM sobre las vias descritas de TGF- B1 en

la linea celular COS-7. Para ello realizamos experimentos de co-transfeccion con una forma
activa del receptor tipo 1 para TGF- f1 (ALK-5a) y con plasmidios reporteros para censar
la actividad de la tres rutas de sefializacion a analizar.

Para registrar la actividad de Smad2 se utilizaron dos plasmidios Fastl y pARE-luc. Dado
que Smad?2 no se une directamente al DNA y sino unido a un co-activador, que en nuestro
sistema reportero es Fastl (51). Este factor si tiene la capacidad de unirse al DNA cuando
Smad2 esta activo. Tal como era de esperar, en la situacion control (en ausencia de
expresion de QM exogeno) la presencia de ALKS5a produjo un aumento de la via de
Smad2, determinada como actividad de luciferasa. Cuando se sobre-expres6 QM
observamos un aumento de actividad de esta via en ausencia del receptor activado, y que no
fue modificada por co-transfeccion con ALKS5a. Este resultado indico que QM podria tener

un rol en la regulacion de esta via.
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Una posibilidad para que pueda ocurrir el aumento de la via de Smad2 por QM en ausencia
de estimulo, podria ocurrir debido a algin grado de interaccion entre ambas proteinas o
porque activa algun complejo intermediario entre ambas, y que por tanto pueda mantener
en un estado activo esta via. Para poner a prueba esta posibilidad, utilizamos el sistema de
hibrido simple Gal-4 para Smad2. Para ello contamos con un plasmidio que expresa una
proteina hibrida constituida por el dominio de transactivacion a Smad2 y el dominio de
union al DNA de Gal-4 (52). Cuando Smad?2 es activado por fosforilacion (transactivacion)
esta proteina hibrida se une al pldsmido reportero (pRF5-luc) aumentando la expresion de
luciferasa, lo que a su vez nos permite determinar la actividad activadora o represora de
proteinas que puedan interactuar directa o indirectamente con Smad?2.

Los resultados obtenidos nos mostraron que tal como se observo anteriormente la
coexpresion de QM con este sistema reportero aument6 la actividad de la via de Smad2 en
forma independiente de ALKS5a. Estos datos son consistentes con lo propuesto, y nos
podrian indicar una posible interaccion entre QM y Smad2. Tampoco podemos descartar la
posibilidad de que QM pueda estabilizar la proteina y aumentar su vida media, y que esto
se vea reflejado en una mayor actividad basal de Smad2 .Tambien podria ocurrir la
activacion de un complejo que permita su estabilizacion, existen evidencias en este sentido
de que una proteccion de que la proteina Smad2 frente a la degradacion se relaciona con

un aumento en la actividad basal de esta via de sefalizacion (53).

A continuaciéon determinamos el efecto de QM sobre la via Smad3. Para esto realizamos
experimentos de co-transfeccion de ALKS5a y el plasmidio reportero CAGAC-Luc, donde
el factor Smad3 es capaz de unirse a la secuencia CAGAC e inducir la expresion de

luciferasa (54).
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En este caso observamos que la presencia de ALKS5a aumenta la actividad de la via Smad3
y que QM por si solo no induce un aumento en la actividad de Smad3 al compararlo con la
situacidon control. Sin embargo, al sobre-expresar QM en conjunto con ALKS5a la actividad
de Smad3 aumenta considerablemente. Esta evidencia nos permite especular que QM
también tendria la capacidad de potenciar la actividad de esta via. Una forma de explicar
este fenomeno podria ser que QM estabilice la interaccion entre Smad3 y la zona de unién
al DNA y por tanto potencie la activacion del reportero. Tampoco podemos descartar la
posibilidad de que QM esté aumentando la vida media de Smad3, o favoreciendo su
fosforilacion por los receptores de TGF-p1.

También en células Cos-7 quisimos determinar si QM tendria la capacidad de modular la
via ERK1,2 activada por el receptor de TGF-B1. En este caso co-transfectamos ALK5a y el
plasmidio reportero SRE-Luc, el cual contiene una secuencia de unidén especifica para el
factor de transcripcion Elk1, que a su vez es activado por MAP quinasas. (55)

La actividad de la via de ERK aument6 por el estimulo de ALKS5a. Por otra parte, cuando
sobreexpresamos QM, la actividad de la via ERK 1,2 aument6 fuertemente en ausencia de
ALKS5a. Esta observacion quizas pueda deberse a la posibilidad de que QM mantenga
activa alguna de las quinasas que actian en esta via. Incluso QM podria actuar
directamente sobre el factor Elk1, posiblemente porque QM podria inhibir alguna(s) de la
fosfatasa (s) encargada (s) de silenciar la via de tranduccion de sefiales en cuestion, lo que
por tanto se podria reflejar en una mayor actividad basal de la via en forma independiente

de TGF-B1.

6.3) Regulacion de vias de sefializacion en células PC3

Entre los objetivos de este trabajo estaba también determinar si QM participa en la
modulacion 6 regulacion de las vias de senalizacion de TGF-B1 en un modelo celular
humano. Para este fin utilizamos la linea celular de cancer de préstata PC3, apoyados en la
evidencia de que la expresion de QM aumenta en cortes de tejidos de tumores de alta

agresividad. (48)
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Como primer paso estudiamos el efecto de la expresion ectopica de QM sobre la via
Smad2. Para aquello co-transfectamos el vector de expresion pCMV5-QM-Flag en
conjunto con el sistema de reporteros Fastl/pARE-luc. Para el estimulo, se utilizd la
proteina recombinante TGF-B1, observandose un aumento en la actividad de la via Smad2
cuando estimulamos con TGF-B1. Ahora, cuando sobre-expesamos QM, la actividad de
esta via de sefializacion en ausencia del factor no se modifica, en cambio al estimular con
TGF-B1 observamos que QM inhibe la activacion de la via de Smad2. Estos resultados nos
sugerieron que QM podria estar actuando como regulador negativo de la actividad de
Smad2 luego de un estimulo con TGF-B1. La manera en que QM regula la actividad de
Smad2 podria ser atribuida a la unidon directa a Smad2 o bien aque se active a algun
complejo que impida que el receptor activado fosforile a este factor transcripcional.

Para apoyar esta idea, se procedié a determinar los niveles de fosforilacion de Smad?2
mediante el sistema Smad2-Gal4, obteniéndose una disminucion de la transactivacion de
este factor lo que podria indicar un menor grado de fosforilacion del complejo Smad2
cuando estimulamos con TGF-B1 en presencia de QM. Esta inhibicion por QM de la via
Smad2 estimulada por TGF-B1 se podria atribuir también a la posibilidad que QM pueda
interferir en la union a DNA de los complejos que contienen Smad2. Estos datos se vieron
refrendados cuando analizamos los niveles de fosforilacion de Smad2 en respuesta a un
estimulo de TGF-B1 y con sobreexpresion de QM. Como muestra la Figura 12 los niveles
de proteina p-Smad2 presentaron una disminucién en presencia de QM, concordando con
nuestros resultados anteriores. Esto apoyaria ain mas nuestra hipdtesis de que quizés
QM tendria la capacidad, de forma directa o indirecta, de inhibir la fosforilacion de
Smad2 en respuesta a TGF-B1, reduciendo asi la actividad de esta via en las células

transformadas PC-3.
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Cuando estudiamos el efecto de QM sobre la via de sefializacion Smad3 en células de
cancer de prostata, observamos un aumento de la actividad de esta via cuando estimulamos
con TGF-B1. Sin embargo cuando sobre-expesamos QM y estimulamos con TGF-B1 se
obtuvo un importante incremento de la actividad de la via Smad3. Esta observacion podria
atribuirse a que QM facilitaria la fosforilacion de Smad3 o también que podria estar
actuando como un co-activador transcripcional favoreciendo la unién de Smad3 a sus
secuencias de union al DNA. Esta hipdtesis coincide con los resultados obtenidos al medir
la trans activacion del sistema hibrido simple de Smad3 (Smad3-Gal4/Prf5-Luc), donde se
observa que la presencia de QM bajo un estimulo de TGF-f1 provoca un aumento de la
actividad del reportero, debido a un mayor grado de fosforilacion de la proteina hibrida
Smad3-Gal4. Tampoco es posible descartar de que QM esté fortaleciendo la union de
Smad3-Gal4 a PrfS-Luc y esto provoque una mayor actividad de la via de transduccion
estudiada.

Para apoyar nuestra idea determinamos los niveles de fosforilaciéon de Smad3 por western
blot. En este caso observamos, un discreto aumento de los niveles de fosforilacion de
Smad3 al estimular con TGF-f1 bajo sobre-expresion de QM. Estos resultados
confirmarian nuestra especulacion de que QM directamente o quizas mediante otro
complejo proteico potencie la capacidad de TGF-B1 de inducir la fosforilacion y por lo
tanto la actividad de la via de Smad3.

En nuestro estudio en células PC3, también determinamos el efecto de QM sobre la via
ERK1,2. Para medir la actividad de esta via de sefializacion utilizamos el plasmidio
reportero SRE-Luc en conjunto con el vector de expresion para QM. En este caso
obtuvimos un considerable aumento de la actividad de la via ERK cuando sobre-expesamos

la proteina QM en ausencia de estimulo con TGF-B1.
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Esta observacion quizds se pueda deber a que QM estaria activando la via ERK,
manteniendo los niveles de fosforilacion altos de estas quinasas la cual determinaria su
mayor actividad. Para apoyar nuestra idea determinamos la fosforilacion de ERK con el
sistema de trans-activacion (Elk1-Gal4/Prf5-Luc). En este caso observamos una
concordancia con los resultados de actividad de ERK1,2 descritos anteriormente, lo que

indicaria un aumento en la fosforilacion de la proteina de fusion Elk1-Gal4.

6.4) Regulacion de las vias de sefializacion en células PDV.

Uno de nuestros objetivos principales en este trabajo fue determinar si la proteina QM tenia
la capacidad de modular o regular la via de sefalizacion de TGF-f1 en células PDV, las
cuales pertenecen al modelo de carcinogénesis quimica de raton. Este modelo consiste en
tres lineas celulares (MCA-3D, PDV, Carc) de queratinocitos transformado, donde cada
linea representa una estadio del tumor. Nuestros experimentos fueron realizados
principalmente en la linea PDV que representa un estadio intermedio de la progresion
tumoral. Estas células tienen la capacidad de sufrir una transicion epitelio-mesenquimatica,
proceso caracteristico de un fenotipo mas agresivo en respuesta a TGF-B1 (33). La
capacidad de modular la via de TGF-B1 en esta linea celular, podria tener efectos sobre la

progresion tumoral y/o en procesos fisiologicos como la TEM.

Nuestro primer paso fue determinar el efecto de QM sobre la via de Smad2. Para ello se co-
transfecto el sistema Fastl/ARE-Luc en conjunto con el vector de expresion para QM. Se
observo un aumento en la actividad la via Smad2 cuando estimulamos con TGF-f1. Al
sobre-expresar la proteina QM, la actividad de la via se vio aumentada en comparacion a la
situacion control y significativamente superior cuando sobre-expresamos QM en conjunto
con un estimulo de TGF-B1, lo que nos permite deducir que QM tiene la capacidad de

modular esta via aumentando la actividad de Smad2.
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Al analizar los resultados de la trans-activacion del sistema Smad2-Gal4, se observd que
QM en presencia de TGF-B1 expresa una mayor actividad. Esto sugiere que QM actuaria
como un potenciador de la via Smad2 de TGF-B1, posiblemente actuando sobre la
fosforilacion o estabilizando la unioén de los complejos con el factor de transcripcion a sus
secuencias de interaccion en los promotores de los genes blanco regulados por esta via de
sefalizacion intracelular.

Para definir el posible mecanismo de potenciacion de QM sobre la via Smad2 se procedio a
medir los niveles de proteina p-Smad2 en respuesta a TGF-B1. En este experimento se
realizaron dos estrategias, una por sobreexpresion de QM y la otra utilizando siRNA contra
esta proteina. Se observéd que los niveles de fosforilacion de Smad2 inducidos por TGF-$1
aumentaron cuando sobre-expresamos QM en comparacion con la situacion control. Este
efecto fue inverso cuando suprimimos QM con siRNA, resultado que esta relacionado con
lo obtenido en nuestros experimento de co-transfeccion de QM. Esto apoyaria la tesis que
QM potencia la via de Smad2 manteniendo altos niveles de fosforilacion. El mecanismo
para mantener los niveles de fosforilacion se pueden explicar segin lo especulado
anteriormente, donde proponiamos que QM actuaria directamente o indirectamente sobre
Smad?2 favoreciendo la fosforilacion y asi aumentando su actividad frente a un estimulo de

TGF-B1.

El segundo paso fue determinar el efecto de QM sobre la via Smad3, en este caso co-
transfectamos el plasmidio CAGAC-Luc en conjunto con el vector de expresion para QM.

Se observo que TGF-B1 activa esta via de senalizacion y que QM por si solo no tiene un
efecto significativo sobre la actividad de Smad3, sin embargo al sobre-expresar QM y
estimular con TGF-B1 vemos que la actividad de la via se potencia significativamente. Al
analizar los resultados de la trans-activacion del sistema (Smad3-Gal4/Prf5-Luc) vemos una
concordancia con los resultados anteriores. Esta evidencia nos permite deducir que QM en

este caso también actiia como potenciador de la via Smad3.
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Para definir el posible mecanismo de potenciacion de QM sobre la via Smad3 se procedio a
medir los niveles de proteina p-Smad3. En este caso se disefiaron dos estrategias donde
sobre-expesamos QM e inhibimos la expresion con siRNA.

Se vio que al sobre-expresar QM los niveles de proteina fosforilada aumentan en forma
dosis dependiente y por el contrario al inhibir QM con siRNA los niveles de Smad3
disminuyen también de manera dosis dependiente. Esta evidencia apoya la tesis de que QM
actiia como un modulador de la fosforilacion de Smad3.

Finalmente medimos la capacidad de QM de modular o regular la via ERK, en este caso co-
transfectamos el plasmidio reportero SRE-Luc en conjunto con el vector de expresion para
QM. QM provoca una gran aumento de la actividad de ERK que solapa en gran medida el
efecto de TGF-B1 sobre la actividad de ERK, sin embargo, no cabe duda de que TGF-f1
estimula la actividad de ERK. También observamos que al sobre-expresar QM y estimular
con TGF-B1 la actividad de la via no aumenta significativamente al comparar el efecto de
QM solo. Esto sugeriria que QM estaria potenciando esta via de forma independiente a un
estimulo con TGF-B1. Quizas en este caso QM se esté¢ uniendo directamente sobre el
reportero SRE-Luc y no esté delatando la actividad de ERK o quizas QM esté actuando a
nivel de MAP quinasas independiente del estimulo con el factor. Al analizar el efecto de
QM sobre la trans-activacion del sistema (Smad3-Gal4/Prf-Luc) vemos un efecto similar,
donde QM potencia significativamente la actividad. Esto explicaria que quizds QM
aumente la fosforilaciéon de ERK o asista a la union del factor con el DNA.

Para confirmar esta hipotesis seria necesario realizar experimentos de western blot en la
que se puedan detectar los niveles de proteina fosforilada, aunque los datos (no mostrados)
no nos permitieron obtener una conclusion respecto a este punto.

En este trabajo se demuestra entonces que QM es capaz de modular de forma distinta las
vias de TGF-B1 en las tres lineas celulares COS-7, PC3 y PDV. El mecanismo de accion es
un poco confuso aun, pero existe la tendencia a pensar a QM actuaria como modulador de

la fosforilacion de estos factores transcripcionales, sin descartar otros mecanismos posibles.
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6.5) Efecto de la proteina QM sobre la malignidad en células PDV

Como objetivo final de este trabajo establecimos la relacion entre la presencia de QM y un
aumento en la malignidad de las células PDV y en relacion con la modulacién de las vias
de TGF-Bl y la progresion tumoral. Para este objetivo determinamos el cambio de
expresion de dos marcadores tumorogénicos, u-PA y MMPO.

En los experimentos realizados usamos la estrategia de inhibir la proteina QM con siRNA y
luego medir la expresion de las proteinasas mediante RT-PCR, con y sin estimulo con
TGF-B1. Se observo que al suprimir la proteina QM los niveles de transcrito de u-PA
disminuyen fuertemente, efecto que fue menos drastico al determinar la expresion de
mRNA de MMP-9. Este efecto sobre u-PA podria atribuirse a que al suprimir la proteina
QM, la via ERK se ve inhibida, y esta via es necesaria para la expresion de u-PA
estimulada por TGF-B1 en células PDV (36). Es lo6gico pensar ademds que por el contrario,
al aumentar los niveles de QM, la actividad de la via de ERK1,2 también aumenta, lo que
podria reflejarse en una mayor expresion de u-PA. Si es asi, el aumento de esta proteinasa
ayudaria a degradar la matriz extracelular por parte de la célula tumoral, favoreciendo la
migracion, lo que se podria reflejar en la posibilidad de colonizar otros tejidos aumentando
asi la agresividad de los tumores.

Para corroborar esta idea realizamos un experimento de migracion, en condiciones de
sobre-expresion e inhibicion de los niveles de QM. Para ello, utilizamos cultivos de PDV
en confluencia a los cuales se les realiz6 una herida, para luego estimular con TGF-$1. Este
ensayo nos muestra la capacidad de las células en estudio de cerrar esta herida y por tanto
migrar en el cultivo, y nos permite comparar la capacidad migratoria de las células frente a
distintos estimulos. Finalmente se observd que al sobre-expresar QM las células migraron
en mayor cuantia en respuesta a TGF-B1 que en la situacion control. Se obtuvo un efecto
contrario al depletar la proteina con siRNA, dado que las células se mostraron inhibidas a la
migracion en respuesta al factor de crecimiento. Este resultado se puede relacionar con los

efectos de QM sobre la via de ERK1,2 y de la expresion de u-PA.
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Esta via de sefializacion ha sido relacionada con la migracion celular, no s6lo en PDV, sino
también en otros tipos celulares tanto normales como transformados (36). Por otra parte
uPA a través de la union su receptor de superficie celular actia como un potente activador
de la migracién, lo que a su vez puede ser por la capacidad de esta proteinasa de activar la

via de ERK1,2 en las células blanco (35,55).

Los resultados obtenidos en nuestro trabajo nos permiten concluir que QM tiene la
capacidad de modular la activacion de las vias de sefializacion de TGF-B1 involucradas en
procesos tumorales. En el caso de células COS-7, QM actta potenciando la vias de Smad2,
Smad3 y ERK1,2. En células humanas PC3 QM es capaz de potenciar las vias de Smad3 y
ERK1,2, no asi en el caso de Smad2, donde QM juega un papel de regulador de esta via.
Finalmente en las células PDV del modelo carcinogénico, QM es un potente activador de

las tres vias Smad2, Smad3 y ERK.

Nuestros resultados sugieren que QM actuaria sobre la fosforilacion de estos complejos,
aunque desconocemos los mecanismos por los cuales QM podria ejercer este efecto. Nos
aventuramos en postular que QM podria estar interaccionando con fosfatasas que controlan
estas vias o quizas interaccionando con su receptor encargado de la fosforilacion de los
complejos luego del estimulo con TGF-B1

QM ademas es capaz de disminuir la expresion de u-PA y posiblemente de MMP9, que
tendrian influencia en la progresion tumoral y favorecer la migracion en células
transformadas.

En su conjunto, estos datos nos indican que la posibilidad de inhibir la expresion de QM en
células tumorales apareceria como una posible herramienta terapéutica para el tratamiento

del cancer en humanos.
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G) Conclusiones

1- El gen QM se expresa en las lineas celulares MCA-3D, PDV y CarC. de ratén del
modelo de carcinogénesis quimica

QM también se expreso en cé€lulas humanas de cancer prostatico PC3. En ningln caso la
expresion se vio afectada por la presencia de TGF-B1. Sin embargo, la expresion de QM es

mayor en células PDV y CarC que en células MCA-3D

2-. TGF-B1 no altera los niveles de la proteina QM en células del modelo de carcinogénesis
quimica, donde MCA-3D presenta los niveles mas bajos y las células PDV los niveles mas
altos de QM. Esta evidencia sugiere que QM seria necesario para el paso de un estado

menos maligno (células PDV) a un estado mas agresivo (células CarC).

3-. Al sobre-expresar QM, éste aumenta la actividad de las vias de sefializacion Smad2,
Smad3 y ERK1,2 activadas en respuesta a TGF-B1 en células PDV. Una mayor actividad
de estas vias explicaria el paso de un fenotipo menos maligno a uno de mayor agresividad.

La mayor actividad de Smad2, Smad3 y ERK1,2 inducida por QM se deberia a un aumento
de la fosforilacion de los factores Smad2, Smad3 y ERK1,2 o a un aumento en su vida

media.

4-. Al inhibir la expresion de QM con siRNA en c¢lulas PDV se alter6 la expresion de dos
proteinasas u-PA y en menor medida MMP9. Ambas proteinasas estarian involucradas en
procesos de migracion celular, razén por la cual son consideradas marcadores tumorales. Al
inhibir la expresion de QM se afectaria la activacion de las vias Smad2. Smad3 y ERK,

factores involucrados en la expresion de u-PA y MMP9.
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5-. Al inhibir la expresion de QM con siRNA en células PDV se afecta la migracion de las
células PDV en respuesta a TGF-B1. Por el contrario, al sobre-expresar QM las células
migran mucho mas que en respuesta a un estimulo con TGF-B1. Esto se correlaciona con el

patron de expresion de proteinasas u-PA y MMPO en respuesta a QM.

u-PAR :
_ : TGF-BR u-PA
TGF-B1 ;
. JLALLE
| &
* Amesto G1 Progresién Tumoral
=1
: | [GenesfaseS p-@ AP1
1 ] : P L
& Hre P~ _Smad2,3 i P~ smad2,3 | PAI-1
p< 3' AP1
sl c-Myc MB9/ u-PA

Esquema (ii): Modelo propuesto. Efecto de QM sobre las vias Smad2, Smad3 y ERK1,2. QM aumenta
la actividad de las tres vias en células PDV. La mayor actividad de Smad2, Smad3 y ERK1,2 provoca dos
efectos. (1)Arresto en G1 por la induccion de la expresion de p21 e inhibicion de c-Myc. (2) Progresion
tumoral por la induccion de los genes AP-1, PAI-1, u-PA y MMP9 involucarados en la degradacion de la
MEC.
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