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.-RESUMEN

Durante la progresion tumoral las células epiteliales malignas pierden su polaridad,
disminuyen la adhesion celular, aumentan la motilidad y adquieren capacidad
invasiva. Este proceso se conoce como transicién epitelio mesenquimal (TEM). En el
cancer de préstata (CaP) la disminucion en la expresion de e-cadherina, que es
inhibida por el factor de transcripcion snail, se acompafa de una serie de otros
cambios que facilitan el fenotipo mesenquimal. Las moléculas de adhesion celular
(MACs)sindecano 1 y sindecano 2 cambian sus patrones de expresion y localizacion
celular en relacion a la agresividad del tumor prostatico. A través de un analisis in
silico, se ha descrito que existen sitios putativos de unién para snail en las regiones
promotoras de los genes de sindecano lysindecano 2. El objetivo de esta tesis es
demostrar que snail se une a regiones especificas de estos promotores reprimiendo su

expresion en lineas celulares de CaP.

El presente trabajo se realizd utilizando lineas celulares comerciales de CaP de baja
(LNCaP) y alta (PC3) capacidad tumorigénica. Se estudio la unidn de snail a regiones
promotoras de los genes de sindecano 1y 2, mediante ensayos de inmunoprecipitacion
de cromatina (ChIP) y retardo en la movilidad electroforética en ambas lineas
celulares. Para determinar si snail participa en la regulacion transcripcional
desindecano 1 ysindecano 2 se gener6 mediante infeccién con lentivirus una linea
celular, LNCaP-Snail+, con sobreexpresion de snaily mediantePCR en tiempo real e
inmunofluorescencia, se determinaron los niveles MRNA y proteinassnail,sindecano
1 y sindecano 2. Complementariamente se clondel promotor de sindecano lpara
evaluar, mediante ensayos de gen reportero con actividad luciferasa, el efecto de la

sobreexpresion de snail en la regulacién génica sindecano 1.

Los resultados obtenidos mediante ChIP en este estudio demuestran que existe una
interaccién de snailcon las dos zonas mas proximas al sitio de inicio de la
transcripcion del promotor del gen de sindecano 1, pero que no existe interaccion de

snailcon la region promotora de sindecano 2.Se confirmd que los niveles del



transcrito y proteina snail aumentanen la linea celular LNCaP-Snail+ en comparacion
con lineas controles. Al determinar el efecto de la sobreexpresion de snail no se
observaron disminuciones en los niveles de mRNA y proteinas de las moléculas
sindecano 1 y sindecano 2 cuando existia sobreexpresion de snail. El ensayo de gen
reportero tampoco da cuenta de una represion en el promotor de los genes de
sindecano len la linea celular LNCaP-Snail+.

Es posible concluir que existe union de snail con dos regiones solo en el promotor de
sindecano 1, pero no existe una disminucion en la expresion de esta molécula de
adhesion en la linea celular LNCaP-Snail+. En el modelo estudiado no existe una
disminucion en la expresion de sindecano 1 y sindecano 2 cuando se sobreexpresa
snail.Se propone que snail participa en la regulacion génica de sindecano 1 en

conjunto con otros represores transcripcionales que ain no han sido estudiados.



I.-ABSTRACT

During tumor progression epithelial cells lose their polarity, decrease their cell
adhesion, increase their motility and acquire invasive capacity. This process is known
as epithelial mesenchymal transition (EMT). In prostate cancer (PCa), the loss of e-
cadherin, which is inhibited by the expression of snail, is accompanied by a number
of other changes that facilitate the mesenchymal phenotype. The cellular adhesion
molecules (CAMs) syndecan 1 and syndecan 2 change their patterns of expression
and cellular localization in relation to prostate tumor aggressiveness. Through a in
silico analysis, we have described putative snail binding sites in promoter regions of
syndecan 1 and 2 genes. The aim of this thesis is to demonstrate that snail binds to
specific regions of these promoters repressing their expression in PCa cell lines.

This work was performed using commercial PCa cell lines with low (LNCaP) and
high (PC3) tumorigenic capacity. The snail binding to promoter regions of genes
syndecan 1 and 2 was studied through chromatin immunoprecipitation (ChIP) and
electrophoretic mobility shift assay in both cell lines. To determine whether snail
participates in the transcriptional regulation of syndecan 1 and syndecan 2, a cell line
(LNCaP-Snail+) with overexpression of snail was generated by infection with
lentivirus, and through real time PCR and immunofluorescence, mMRNA levels and
protein snail, syndecan 1 and syndecan 2 were determined. Additionally promoter of
syndecan 1 was cloned to evaluate, by reporter gene assays with luciferase activity,

the effect of the overexpression of snail in gene regulation of syndecan 1.

The results obtained by ChIP in this study show that snail interacts with the two
regions closer to the start site of transcription of the gene promoter syndecan 1, but no
interaction of snail with the promoter region of syndecan 2. It was confirmed that the
snail transcript and protein levels increase in LNCaP-Snail+ cell line compared to
controls. The snail overexpression was not reduced syndecan 1 and syndecan 2
mMRNA and protein levels. The reporter gene assay result also shows no repression in

the promoter of the gene of syndecan 1 in the LNCaP-Snail+ cell line.



We conclude that there is snail binding with only two regions in the promoter of the
syndecan 1 gene, but there is no decrease in the expression of this CAM in the
LNCaP-Snail+ cell line. In this model study, snail was not involved in gene
regulation of syndecan 1. It is proposed that snail is involved in gene regulation of
syndecan 1 in conjunction with other repressor molecules that have not yet been
studied.
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I1.- INTRODUCCION

11.1. ANATOMIA Y FUNCION DE LA GLANDULA PROSTATICA:

La préstata es una gldndula exocrina perteneciente al sistema reproductor masculino,
estd ubicada frente al recto, debajo de la vejiga y rodeando un segmento de la uretra.
Su funcién principal es producir aproximadamente el 30% del liquido seminal,
favoreciendo la motilidad y nutricion de los espermatozoides. Las principales
patologias que pueden afectar a la glandula prostética son, prostatitis (infeccion a la
préstata), hiperplasia prostatica benigna (HPB) y cancer prostatico (CaP)).

Anatomicamente se pueden distinguir 4 zonas: periférica o externa, central o
transicional, periuretral y anterior (Figura 1.A). La mayoria de las HPB se desarrollan
en la zona transicional, mientras que las lesiones cancerigenas con frecuencia se
generan en la zona periférica de esta glandula. Histologicamente la prostata consta de
acinos y ductos, de tamafo variable, alineados en una doble capa de ceélulas
epiteliales, donde se encuentra la capa luminal que aporta los nutrientes y la capa de
células basales que actian como reserva para reemplazar a las células secretoras que

desarrollan muerte celular*?(Figura 1.B).

a. zona central
b. zona transional

i’ Estroma

Célula ‘ . ' \

Neuroendocrina Lamina basal

Figura 1: A) Estructura funcional de la prostata. (Figura adaptada de De Marzo et al. 2007).
B) Esquematizacion del epitelio prostatico (Abate y col. 2000)
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11.2. CANCER DE PROSTATA

El CaP es el segundo cancer con mayor incidencia en el sexo masculino en el mundo*
y la segunda causa de muerte por tumores malignos en pacientes de sexo masculino
en nuestro pais, se estima que 1.900 chilenos mueren al afio por CaP®“.La frecuencia
de la enfermedad se incrementa con la edad, siendo mas comun después de los 50
afios, y el prondstico para el paciente es dependiente de la extension y estadio del
tumor. El principal problema con el diagnostico es que en muchos casos no se

presentan sintomas en un comienzoy el tumor se pesquisa cuando ya es muy agresivo.

En general el CaP localizado presenta una progresion lenta, con un tiempo estimado
de duplicacion de 2 afios. Sin embargo, su historia natural puede ser muy variable
entre pacientes. En una gran proporcion de los casos el carcinoma permanecera
confinado a la glandula prostatica pero en algunos casos adquirird la capacidad de
producir metastasis, siendo ésta la mayor causa de muerte en pacientes con CaP°. El
tejido mas afectado por metastasis originadas de CaP es el hueso. Un 85 a 90% de los
hombres que mueren por CaP presentan metastasis 6seas®. A este respecto, la
sobrevida a diez afios es de 75% cuando la neoplasia esta circunscrita a la glandula,
de 55% en los casos que la lesion ha traspasado la cépsula y de 15% para los
pacientes que tengan metastasis a distancia. Por lo tanto se hace indispensable buscar
herramientas diagnosticas que permitan identificar los casos mas propensos a generar
metastasis con el fin de precisar el tratamiento y seguimiento para estos pacientes’ El
método de deteccion tradicional es la exploracion fisica de la glandula prostatica,
conocido como tacto rectal, donde se buscan alteraciones de volumen o
irregularidades de forma y superficie. Este procedimiento no permite explorar la
préstata completa, y se estima que un 25 -35% de los tumores queda sin pesquisar.
Actualmente se utiliza también la deteccion del antigeno prostatico especifico (PSA)
como meétodo de screenning, sin embargo en condiciones benignas como HPB el
antigeno también eleva sus niveles. Actualmente el CaP se diagnostica usando ambas
técnicas en conjunto y con confirmacién mediante biopsia. Con esta estrategia se han

logrado mejoras en el proceso de deteccion y diagnosticotemprano, sin embargo la

12



real eficacia de los marcadores de diagndstico esta en discusion y por lo tanto se han
desarrollado madltiples estudios enfocados a la bdsqueda de un marcador mas

especifico®.

11.3. TRANSICION EPITELIO — MESENQUIMAL

La transicion epitelio mesenquimal (TEM) es un proceso fisiologico altamente
conservado en los mamiferos que permite a las ceélulas epiteliales adquirir
caracteristicas muy similares a las que poseen las células mesenquimales. Se presenta
en etapas tempranas del desarrollo embrionario donde la formacion de estructuras
determinadas para el desarrollo de 6rganos depende del cambio entre los fenotipos
epiteliales y mesenquimales de las células®. En los Gltimos afios se ha relacionado la
TEM con el aumento de movilidad e invasién que pueda tener una célula en la

progresién tumoral, promoviendo la capacidad de generar metastasis™*.

Las células epiteliales forman tejidos organizados donde existen capas de células
contiguas mantenidas por estructuras de membrana como uniones estrechas, uniones
adherentes, demosomas y uniones gap. También tienen polarizacion apical-basal,
organizacion polarizada del citoesqueleto y presencia de lamina basal. En condiciones
normales las células epiteliales no migran,a pesar de presentar movilidad dentro de la
capa epitelial”®>. Son moléculas marcadores de estas células: e-cadherina,
desmoplaquina y citoqueratina. Las células mesenquimales por su parte forman
tejidos menos organizados, que generalmente juegan un papel de soporte o de relleno.
No poseen polaridad apical-basal, las adhesiones con las células vecinas son débiles y
no estan asociadas a una lamina basal, lo que les permite una mayor capacidad
migratoria. Ademas, presentan expresion de moléculas de adhesion como n-
cadherina, filamentos intermedios como vimentina y componentes de la matriz

extracelular como fibronectina®*2,

Durante la TEMlas células epiteliales pierden su polaridad apical-basal y adquieren

un aspecto fusiforme. Las uniones intercelulares, que por lo general mantienen esta
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polaridad, se pierden permitiendo que proteinas de la membrana apical se mezclen
(Figura 2). El citoesqueleto de actina es reordenado y los filamentos intermedios de
citogueratinas son sustituidos por vimentina. Todo lo anterior resulta en una
disminucion de la adhesion célula-célula y célula-matriz; generando por tanto mayor
movilidad celular e incremento en la capacidad invasiva. Es importante destacar que
no siempre ocurren todos estos eventos durante la TEM, sin embargo la capacidad de

migracion e invasion se consideran caracteristicas fundamentales de ella™®.

Loss of Gain of
Apico-?asal Mesenchymal
Polarity Proteins

®  Apical Membrane Components HE Ecdhein = =m= N-Cadherin Actin Cytoskeleton
' Basolateral Membrane Components Batenin L) Mesenchymalntegis Y ActinStress Fibers

B Tight Junctions L Epithlalintegring et ~xA  Basement Membrane
= Gap Junctions Cytokeratin Intermediate Filaments

Figura 2: Durante la TEM se pierde la polaridad apical-basal, y ocurre una expresién
diferencial de moléculas de adhesién y del citoesqueleto celular, cambiando el fenotipo de
las células epiteliales a un fenotipo mesenquimal. (Micalizzi y col., 2010)

Aun cuando no se ha logrado dilucidar completamente las bases moleculares de la
TEM, se han descrito cambios en la expresion, localizacion y actividad de ciertas
proteinas. Dentro de estos cambios podemos encontrar la disminucion en expresion y
localizacion en la membrana plasmaética de algunas moléculas de adhesién, como e-
cadherina, sindecano 1 y sindecano 2. Una caracteristica primordial de la TEM es la
disminucion en la expresion de e-cadherina, esta molécula es uno de los principales
componentes de las uniones adherentes que mantienen la interaccion celula-célula, lo
que le otorga la capacidad de actuar como gen supresor de tumores y la disminucién
de su expresion es suficiente para desencadenar una TEM™. El anélisis sobre el
promotor proximal a e-cadherina de raton permite identificar cajas E (E-box),
secuencias cortas de seis nucleotidos (5-GACCTG-3'0 5-GAGGTG-"3), a las

cuales ciertos represores transcripcionales como los de la superfamilia snail (snail y

14



1316 7ebl y zeb2 se unen y disminuyen la expresion de e-cadherina. Estos

slug)
factores transcripcionales son responsables de iniciar y mantener el proceso de
TEM181° | a sobreexpresién de todos estos factores en células epiteliales nosélo
resulta en la represion de e-cadherina sino en la reprogramacion de la célula a un
estado mesenquimal, ya que también reprimen otras moléculas de las uniones

adherentes e inducen caracteristicas mesenquimales de una manera coordinada®®%".

Todos los cambios morfologicos, funcionales y de expresién génica que ocurren
durante la TEM promueven que la célula invada el estroma subyacente y desde ahi
comience el proceso de migracion y posterior metastasis™. Aunque en la actualidad
se sabe que la TEM tiene un rol fundamental en los primeros pasos de la cascada
metastasica??®, durante muchos afios fue dificil relacionarla con un mecanismo
potencial en la progresién de un carcinoma. Principalmente porque las metéstasis son
muy similares histolégicamente a los tumores primarios®, lo que puede interpretarse
como una TEM reversible. En este proceso cuando la TEM comienza, se permitiria la
migracion y diseminacién de células cancerosas hacia diferentes 6rganos, donde se
activaria el proceso opuesto, la transicion mesenquimal epitelial (TME), el cual les
permitiria establecer colonias secundarias retomando la morfologia epitelial,

adquiriendo la capacidad de crecer y proliferar®.

11.4. SNAIL

La mayoria de las vias que regulan la TEM convergenen los factores
transcripcionales de la superfamilia snail*?(Figura 3). Todos los miembros de esta
familia presentan una estructura conservada. Se componen de una region C-terminal
que contiene de cuatro a seis dedos de zinc del tipo C,H,?*(dependiendo de la familia
y especie), y una region N-terminal diferenciadora. El tercer y cuarto dedo de zinc
muestra una secuencia consenso para todos los miembros de la superfamilia snail,
segun las secuencias del segundo y quinto dedo de zinc la superfamilia se puede
dividir en dos grupos: snail y scratch?’. A su vez, en los animales vertebrados, la

familia snail se divide en dos subfamilias: snail 1 (snail) y snail 2 (slug)*®. De los tres
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miembros en vertebrados, los funcionalmente similaressnail 1 y snail 2 intervienen en
la TEM. De hecho, todos los eventos relacionados con TEM que tienen lugar durante
el desarrollo embrionario, en la fibrosis y el cancer estan asociados a la activacion de

estos genes?.

FNG Wt BMP PTH Integrinas

TGF-B

Cresta Neural Endodermo Células tumorales
Cresta neural Cresta " :

Gastrulacion Progresion tumoral parietal

S Neural
Células tumorales epiteliales

Hepatocitos
Desarrollo del corazén

/
//\\\.

Citogueratina 18 Muc-1 Desmoplaquina || E-cadherina Fibronectina
Células epiteliales || cgiylas Células Endodermo parietal Células epiteliales
epiteliales| | epiteliales Progresion tumoral
Hepatocitos

Vimentina Rho GTPasas
Células Células de la cresta neural
itelial D phila gastrulation

Formacion mesodermal
Células epiteliales

Marcadores epiteliales Marcadores Mesenguimales ~ Cambios en el citoesgueleto

Figura 3: Los represores transcripcionales de la familiasnail ocupan una posiciéon central en el
desarrollo de la TEM en condiciones fisioldgicas y patoldgicas. Diferentes moléculas de
sefializacién han sido implicadas en la activacién de genes snail. Los factores de
transcripcion de la familia snailparticipan en la represion de los marcadores epiteliales
(citoqueratina 18, muc-1, desmoplaquina y e-cadherina), y en el aumento de los niveles de
proteina de marcadores mesenquimales (fibronectina y vimentina). (Adaptada de Nieto MA.
2009)

Snail fue el primer represor descrito de la superfamilia snail, caracterizado como un
factor de transcripcion esencial para la formacién del mesodermo en Drosophila®. Se
ha descrito que la ausencia de snail en embriones de raton causa la muerte en estadios
tempranos del desarrollo por no completarse la gastrulacion a causa de una TEM
deficiente?®. Snailha sido implicado en la induccién de los procesos de TEM, tanto en
el desarrollo embrionario como en la progresion de tumores. Snail no sélo se expresa

en biopsias de pacientes con diferentes carcinomas®®®

, Sin0 que ademas se expresa
en células del estroma que forman parte del microambiente del tumor, surgiendo
como un marcador diagnostico temprano del fenotipo maligno y con proyeccion

pronostica®.
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Snail es una proteina de 264 aminoacidos compuesta por dos dominios diferenciados
que interaccionan el uno con el otro (Figura 4). En el dominio C-terminal los dedos
de zinc funcionan como dominios de reconocimiento y son capaces de unirse a
secuencias especificas en el DNA®, como la secuencia palindrémica de
reconocimiento de las E-box. Ademés de snail, existen otros factores de
transcripcion, como los del tipo HLH (Helix-Loop-Helix), que son capaces de unirse
de la misma manera a dicha secuencia y con los cuales podria existir una eventual
competencia®. En la regién N-terminal se encuentra un dominio denominado SNAG
(conservado en todos los genes snail de vertebrados), el cual es necesario para la
funcion represora de snail. La regién méas conservada es la comprendida entre los
aminoacidos 82-151, que permite la regulacion post transcripcional de la proteina,
donde se encuentra una sefial de exporte nuclear (NES), precedida de una secuencia

fosforilable rica en serinas®.

Fosforilacion
GSK3B

' Zinc Fingers
SNAG I_|_I MNES g

Figura 4: Esquema estructural de la proteinasnail en mamiferos. La region N terminal
comprende los aminoacidos 1-151 y contiene el dominio SNAG, el dominio NES, y una
region rica en serinas donde se produce la fosforilacion por GSK-3By posterior
reconocimiento para degradacion proteosomal. En la region C-terminal se ubican los cuatro
dedos de zinc que permiten la interaccién con las regiones del DNA. (Adaptada de Peinado y
col.2007)

Este factor transcripcional se encuentra en su forma activa cuando no se encuentra
fosforilado (Figura 5). Dentro y fuera del nudcleo snail puede ser fosforilado por GSK-
3B en el dominio rico en serinas®®, esto provoca un cambio en la conformacién
espacial de la proteina donde se expone la secuencia NES al transportador nuclear
cmrl que lo exporta del nucleo. En el citoplasma la ubiquitin ligasa B-Trcp reconoce
la forma fosforilada de snail, provocando su ubiquitinizacién y posterior degradacion
via proteosoma®’. Se postula que mutaciones especificas en los sitios de fosforilacion
de snail podrian aumentar la vida media intranuclear de esta proteina, permitiendo

asi su unién a 3 cajas especificas del promotor del gen de e-cadherina, lo que actuaria
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disminuyendo o causando una pérdida de expresion en relacion a los niveles normales
de e-cadherina y por lo tanto generando un cambio morfoldgico de las células, lo que
permitiria la progresion del cambio fenotipico de epitelial a mesenquimal®®.

Existe numerosa evidencia de que snail bloquea la expresion de e-cadherina mediante
union directa (reclutando complejos represores de las E-box en el promotor) e
indirectamente ya que otros represores transcripcionales como zebl y zeb2 aumentan
su expresion®®.El dominio SNAG es capaz de reclutar a la molécula mSin3A, la cual
a su vez interacciona con HDAC1 y HDAC2*, que disminuyen la acetilacion de la
H3 y la H4 en el promotor de e-cadherina. Otro mecanismo represor es la interaccion
del dominio SNAG con la proteina AJUBA*y el PRC2*, provocando la trimetilacion
de la K27 de la H3. Estos procesos generan una remodelacion en la cromatina, dando

lugar a la represion de e-cadherina®.

Estimulos mesenquimales

Estimulo ) .
mesenquimal ____—— S
/'// \
GSK-3B
P B-TRCP
SNAIL o SO /
SNAIL P P
- —— S —— Citoplasma
;”/'4"’:’ = — ———
/ Gsk-3p Nicleo \
v
o~ )
SNAIL SNAIL
SNAIL ;
Snail l ! Vimentina, fibronectina, N-cadherina.
) SNAII.A—
E-cadherina, ocludina,

-
| E-cadfierina, ocludina, mucina,
desmoplaquina.

v .

mucina, desmoplaquina.

Ej

Figura 5: Regulacion post transcripcional de snail. La proteina snail es fosforilada por GSK-
3b, exportada fuera del nucleo, reconocida por b-TRCP y degradada via proteosoma. Cuando
existe un estimulo que promueve el fenotipo mesenquimal snail es capaz de reprimir la
expresion de marcadores epiteliales. (Schlessinger y Hall, 2004)
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11.5. MOLECULAS DE ADHESION

Las moléculas de adhesion celular (MAC) son proteinas localizadas en la superficie
de la membrana plasmatica que estan involucradas en la union célula-célula, union
célula-matriz, en la adhesion celular y en el reconocimiento de sefiales. También se
ha descrito que participan en procesos inflamatorios, cicatrizacién de heridas y en la
progresion tumoral. Dentro de las MAC podemos encontrar cinco familias:

cadherinas, proteoglicanos, inmunoglobulinas, integrinas y selectinas*.

11.6. SINDECANOS

Los sindecanos son proteinas de transmembrana pertenecientes a la familia de
proteoglicanos, tienen gran importancia en la adhesion y sefializacion celular. Su
principal caracteristica son sus cadenas de heparansulfato, las cuales les confieren la
propiedad de unir proteinas extracelulares, ya sean plasmaticas, como la antitrombina
1, o de matriz extracelular, como la fibronectina. También son capaces de formar
complejos de sefializacion, con los factores de crecimiento y morfogénicos®. Basados
en su homologia sindecano 1 y 3 forman una subfamilia,mientras que sindecano 2 y 4
forman otra* (Figura 6). En todos los sindecanos, es posible identificar tres dominios
proteicos: el extracelular,asociado a elementos de la matriz y que presenta alta
variabilidad genética, donde estan las cadenas de glicosaminoglicanos tanto de
heparansulfato como de condroinsulfato. EI segmento yuxtamembranadel dominio
extracelular de reconocimiento para el corte proteolitico genera un segmento anclado
a la membrana y un ectodominio soluble. Existe también un dominio transmembrana,
altamente conservado y que fija la proteina a la membrana plasmatica. Finalmente un
dominio citoplasmatico, que cumple la funcion de activar vias de sefializacion

intracelular®’.
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Figura 6: Sindecanos pertenecientes a la familia de proteoglicanos agrupados en subfamilias,
Sindecano 1 y Sindecano 3 que presentan cadenas de heparansulfato (azul) y condroinsulfato
(rosado) forman una subfamilia, mientras que sindecano 2 y sindecano 4 conforman otra.
(Couchman, J.R. 2010)

11.6.a. Sindecano 1

Este proteoglicano posee 310 amino&cidos. Se expresa tempranamente durante el
desarrollo embrionario y es fundamental en la morfogénesis. Se localiza en la
superficie basolateral de las células epiteliales y participa principalmente en la
adhesion de éstas, mediante su interaccion con el citoesqueleto de actina, y en el

proceso de sefializacion a partir de factores de crecimiento®.

En la transformacion maligna, se ha asociado la expresion de sindecano 1 con la
mantencion de la morfologia epitelial y la inhibicion de la invasividad. Por otro lado,
una disminucion o represion en la expresion de esta molécula puede ser considerada
un evento temprano que contribuye a la progresion tumoral, por ejemplo en
carcinoma hepatocelular y colorrectal de alto grado los niveles de sindecanol
disminuyen considerablemente®*°. Una disminucién en la expresion se asocia con la
adquisicion de un fenotipo mesenquimal por parte de células epiteliales, como se
demostro al transfectar células epiteliales con mMRNA antisentido para sindecano 1y
lograr activar el proceso de TEM®'. En lesiones pre-malignas de mucosa oral y cérvix

uterino se ha encontrado una expresion disminuida de sindecanol y la disminucién de

20



su expresion se correlaciona con una menor sobrevida para los pacientes con

carcinoma escamoso de cabeza y cuello, pulmén, laringe y mieloma mdltiple®*°2,

11.6.b. Sindecano 2

Este proteoglicano participaen la sefializacion por TGF-B, mediante uniéon proteina-
proteina y también interactia con el citoesqueleto de actina, lo que le permite
modular de forma directa la respuesta a factores de crecimiento en relacién a la
migracioncelular®. En su dominio transmembrana, presenta un sitio de corte
proteolitico, que al ser reconocido y cortado genera un ectodominio capaz de
interaccionar con la matriz extracelular. Este ultimo estaria involucrado en la
inhibicién de la expresion de algunas metaloproteinasas, 1o que podria permitir la
mantencién de la morfologia normal epitelial. Como las metaloproteinasas son
enzimas proteoliticas, pueden romper los enlaces del ectodominio de sindecano 2 y
un aumento en la actividad de estas enzimas generaria una alteracion celular en la
membrana que favoreceria la TEM, la angiogénesis y por lo tanto la metastasis del
cancer. Esto podria indicar un valor pronéstico de sindecano 2 en la progresion de
algunos carcinomas®. En CaP, sindecano 2 también cumpliria un rol fundamental, ya
que en andlisis inmunohistoquimicos de tejidos obtenidos a partir de prostatectomias
parciales, se reportd que la expresion de sindecano 2 se relaciona estrechamente con
la agresividad del tumor y que su expresion disminuye a medida que el tumor se hace

menos diferenciado®*.

Recientemente se ha descrito la participacion de sindecano 1 y sindecano 2 en ciertas
condiciones patoldgicas como la carcinogénesis, la invasion tumoral y la formacién
de metastasis. Estudios realizados en nuestro laboratorio han relacionado las
variaciones en la expresion y localizacion celular de estos proteoglicanos con tumores
prostaticos més agresivos®® y también con la potencial capacidad pronostica que
puedan tener estas moléculas’. Ademés, se ha logrado demostrarque el patron de
expresion de sindecano 1 ysindecano 2, tiene un valor pronéstico en lageneracion de

recidiva bioguimica en pacientes con CaP clinicamente localizados. De acuerdo a los
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antecedentes expuestos, sindecano 1 y sindecano 2 participan en los proceso de TEM
y por tanto en la progresién tumoral en el cancer de prostata®.

11.7.REGULACION SOBRE LA EXPRESION DE SINDECANO 1 Y 2 POR
SNAIL

Investigaciones recientes en nuestro laboratoriohan demostrado que existe una mayor
expresion de snail en biopsias de pacientes con CaP mas agresivos. Lo mismo ocurre
en lineas celulares con mayor potencial tumorigénico, como PC3, respecto de células
con baja capacidad tumorigénica como LNCaP*. También se evidenci6 la
localizacion de este factor por microscopia confocal, donde en la linea celular LNCaP
se observé una localizacion homogénea tanto en el ncleo como en el citoplasma de
estas células, pero en células PC3 la localizacion de snail fue principalmente nuclear
(Figura 7). Con respecto a sindecanos, se observd que en muestras de CaP de
estadios mas avanzados, se va perdiendo la localizacion en la membrana de sindecano
1y va adoptando una localizacion principalmente citoplasmatica, de baja intensidad.
Mientras que sindecano 2muestra un cambio progresivo de su localizacion, ya que a
medida aumenta la agresividad tumoral, la localizacion se vuelve principalmente
citoplasma-nucleo, lo que es de gran importancia, ya que estaria evidenciando la
presencia de esta proteina o parte de ella en el ndcleo celular, pudiendo participar de

algtin proceso que atin no se ha descrito®.

Figura 7: Expresion de snail (verde) en lineas celulares. En LNCaP existe una localizacion
homogénea tanto en el nicleo como en el citoplasma, mientras que en PC3 la localizacion
de snail es nuclear. (Poblete, C. 2011)
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La regulacion génica, tanto, traducccional como post-traduccional, de los sindecanos
no esta bien dilucidada. Recientemente se logro realizar una caracterizacion completa
de los promotores de sindecano 1 y 2 humanos o murino.En esta caracterizacion se
encontraron algunas secuencias E-box tanto en el promotor de sindecano 1como en el
promotor de sindecano 2%, teniendo en cuenta que las E-box son aquellas secuencias
a las que snail se une en el promotor del gen dee-cadherina para reprimir su
expresion, es posible entonces que snail también se una a las regiones promotoras de
los genes desindecano 1 y 2, reprimiendo los niveles de transcrito. A través un
andlisis bioinformatico in silicorealizado en nuestro laboratorio se pudo comprobar la
presencia de sitios putativos donde podria unirse snail en las regiones promotoras de
los genes de sindecano 1 y de sindecano 2. Se analiz6 una secuencia de 3,1 Kb, que
incluye 2,5 kb rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion, mas la region 5 UTR
de ambos genes (NC_000002.11 y NC_000008.10 respectivamente) mediante siete
diferentes programas (Matlnspector, TFsearch, Tess, Consite, Match, P-Match,
Patch). Cinco de estos programas predijeron sitios de union de snail a los promotores
en cuestion, y se consideraron los sitios que fueron identificados por 2 o mas
programas. Se encontraron 10 sitios posibles de unién al promotor de sindecano 1y
cuatro sitios para el promotor desindecano 2. Basandose en los datos mencionados
anteriormente, se propone que la expresion de sindecano 1y 2 puede estar reprimida
por la unién del factor snail a regiones proximales al sitio de inicio de la transcripcion
de los promotores de estos proteoglicanos (Figura 8), y que este podria ser un
mecanismo por el cual disminuye la expresion de estos sindecanos durante la TEM.

E-box 5 E-box 4 E-box3  E-box 2 E-box 1
p-Sindecano-1 3
- - - - -
-937 -634 -299 -75 +444
E-box 2 E-box1
p-Sindecano-2 |_> >
-1064 +385

Figura 8: Representacion esquematica de las cajas E-box analizadas en el promotor de
sindecano 1y sindecano 2
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111. HIPOTESIS

El factor transcripcional snail se une a regiones especificas de los promotores de los
genes de sindecano 1 y sindecano 2, disminuyendo su expresion en lineas celulares

de cancer prostatico.

IV.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la interaccion especifica de snail con las regiones promotoras de los
genes de sindecano 1 y sindecano 2 y su efecto en la expresion de estas moléculas,

in vitro, en lineas celulares de cancer prostatico LNCaP y PC3.

IV.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1.-Determinar, por ensayo de inmunoprecipitaciéon de cromatina y ensayos de
movilidad electroforética, la localizacion del sitio de union de snaila las regiones
promotoras del gen de sindecano 1 y sindecano 2, in vitro, en lineas celulares de

cancer prostatico LNCaP y PC3.

2.- Determinar, mediante PCR en tiempo real e inmunofluorescencia, los niveles de

MRNA y proteinas de snail, en la linea celular LNCaP-Snail+
3.- Determinar, mediante PCR en tiempo real, inmunofluorescencia, y ensayo de gen

reportero, el efecto de la sobreexpresion de snail en la expresion de sindecano 1y

sindecano 2, in vitro, en la linea celular LNCaP-Snail+.
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V. MATERIALES Y METODOS

Cultivo celular

Las células fueron cultivadas en medio DMEM/F-12 suplementado con FBS al 10%,
en una atmosfera de CO; al 5% a 37°C. Las lineas celulares que se utilizaron fueron
adquiridas en ATCC (American Type Culture Collection)

-LNCaP: Establecida a partir de tejido proveniente de un nédulo linfatico metastizado
de un carcinoma prostatico de un hombre caucasico de 50 afios. Presentan morfologia
epitelial con un crecimiento adherente modulado por DHT, como células aisladas o
débilmente agrupadas. Son de baja tumorigenicidad y expresan receptores para
androgenos. ATTC, Cat. CRL-1740

- PC3: Proveniente de una metéstasis 6sea de adenocarcinoma prostatico en un
hombre caucésico de 62 afios. Su crecimiento es adherente y presentan morfologia
epitelial. Son de elevada tumorigenicidad y su crecimiento es independiente de

testosterona y no expresan receptores para androgenos. ATCC, Cat. CRL-1435

Plasmidos y lentivirus

El constructo que contiene el promotor de sindecano 1 fusionado con el gen de
luciferasa fue obtenido en el laboratorio, mediante clonacion de 1,3 kb de la region
promotora de sindecanol en el vector PGL3 basic (Promega). Los Lentivirus p-
lenti/EF1a-snail/RSV-RFP-Puro y p-lenti/EFla-null/RSV-RFP-Puro son particulas

comerciales construidas por Gen Target Inc.
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Infeccion celular

Para establecer una linea celular consobreexpresion ectopicade snail, se infectaron
células LNCaP con el lentivirus p-lenti/EFla-snail/RSV-RFP-Puro/ y p-lenti/EFla-
null/RSV-RFP-Puro/ generando las lineas celulares LNCaP Snail+ y LNCaP null
respectivamente. Las células infectadas fueron seleccionadas mediante resistencia a
puromicina y posteriormente separadas por sorting celular. Luego se midieron los
niveles de mRNA y proteinas de snail, mediante PCR en tiempo real e

inmunocitoquimica respectivamente.

Ensayo de inmunoprecipitacion de cromatina

Cuando las células alcanzaron una confluencia del 85% se realiz6 un cross-link con
formaldehido 1% por 30 minutos, posteriormente las células se centrifugaron a 1800
rpm por 5 minutos y el pellet fue respuspendido en buffer de lisis. Con un véastago se
fragmentaron las membranas plasmaticas y luego por centrifugacion se obtuvieron
los nucleos. Para fragmentar el DNA las muestras fueron sonicadas por un total de
160 segundos. Para inmunoprecipitar se utilizé 25 ug de cada muestra sonicada. Las
muestras (menos el imput) se preaclararon con IgG (Santa Cruz) y proteina A/G
agarosa (Santa Cruz) por 2 horas y luego se centrifugaron a 3000 rpm. Al
sobrenadante se le agreg6 4-8 ug de anticuerpo correspondiente y se dejé incubando
toda la noche. Posteriormente se agreg6 proteina A/G agarosa, se lavo y se revirtié el
cross-link. EI DNA fue recuperado usando el protocolo de extraccion con
fenol/cloroformo® y las secuencias inmunoprecipitadas se analizaron por PCR en

tiempo real.

Tablal: Especificaciones de los anticuerpos utilizados en ChlP.

Anticuerpo Marca Procedencia ug utilizados
Snail Abcam Rabbit Policlonal | 8 ug
H3 Abcam Rabbit Policlonal | 4ug
IgG Milipore Rabbit Policlonal | 8ug
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Tabla 2: Especificaciones de los partidores utilizados en ChlP.

Region analizada

-1159/-718:
promotor desindecano 1

Contiene E-box 5 del

Fw 5-ACCATCCATCACTCAGGCAC -3

Rev 5-TGGACTCTCCTCCACCTTCC -3’

-652/-550: Contiene E-box 4 del promotor

desindecano 1

Fw 5°- ACGCCATCTTTGGTCTCAGG-3”

Rev 5'- AGAGCAAAGGGGAAGAACCG-3”

323/-239: Contiene E-box 3del promotor

de sindecano 1

Fw 5 -GGATCTCGAAGGAGCAGCAA-3’

Rev 5-CGTTCTTCCTGCACTCCACA -3

-178/-29:Contiene E-box 2del promotor | Fw5- GGGGTGTGTCTGTGTGTGTT -3

desindecano 1

Rev 5"-TGCAGCGCCCTCTGGG3’

+388/+492: Contiene E-box 1 del | Fw5- TGCTCGATGCTCTCTTGGG-3
promotorde sindecano 1 Rev 5'-CGGAGAGGAATCCGGCAGTA -3
-086/-1120: Contiene E-box 2 del | Fw5-AGGCTCACAACTCTTATACGG-3’
promotor de sindecano 2 Rev 5"-ATTCTGCTCCTGGAATGCCC-3
+320/+443: Contiene E-box 1 del | Fw5-GCTTCAGAGAGCAGCCTTCC-3

promotor de sindecano 2 Rev 5"-CGCATATTCCCCAGGGACC-3

Ensayo de movilidad electroforética (EMSA):

La proteina recombinante de snail, los extractos nucleares, y las reacciones de control
se incubaron por 20 minutos con las sondas marcadas (tabla 3) con biotina en el
extremo 5” utilizando el kit LightShift EMSA optimizacion (Pierce) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Las muestras se separaron por electroforesis en un gel de
poliacrilamida no denaturante al 5% en TBE seguido por transferencia a una
membrana de biodina B (Pierce), la cual inmediatamente después se expuso por 60
segundos en una camara UV para realizar el cross-link. La membrana se blogque6 por
15 minutos, se revel6 de acuerdo a las instrucciones del fabricante y la
quimioluminiscencia se determiné mediante Hyperfilm ECL (Amershan Pharmacia,
UK)
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Tabla 3: Especificaciones de las sondas utilizadas en EMSA.

Nombre

Secuencia

SD1E1:Contiene E-box 1 del promotor
de sindecano 1

5-CAGCCCTCGCCTGGGACAGCG-3
5-GTCGGGAGCGGACCCTGTCGC-3"

SD1E1*: Contiene E-box 1 mutada del

promotor de sindecano 1

5 -CAGCCCTTTTTTTTGGACAGCG-3’
5 -GTCGGGAAAAAAACCTGTCGC-3

SD1E2:Contiene E-box 2 del promotor
de sindecano 1

5 -TCCTGCGCACCTGGAGCGCGC-3

5-AGGACGCGTGGACCTCGCGCG-3

SD1E2*:Contiene E-box 2 del promotor

de sindecano 1

5-TCCTGCGTTTTTTTGAGCGCGC-3’
5-AGGACGCAAAAAACTCGCGCG-3

PCR en tiempo real

Una vez que las células alcanzaron el 80% de confluencia fueron lisadas con TriZol

(Gibco) y se realiz6 la extraccion de RNA de acuerdo a las indicaciones del

fabricante. Luego, se determind la concentracién y pureza del RNA mediante

espectrofotometria a 260 y 280 nm. La calidad del RNA extraido fue verificada a

través de una electroforesis en gel de agarosa-formaldehido. Se sintetizaron los
correspondientes cDNA a partir de 1ug de RNA con el kit AffinityScript gRT-PCR

(Stratagene) segun las instrucciones del fabricante. Se realiz6 la amplificacion de los

cDNAs con el kit Brilliant 1 SYBR Green (Agilent) segin las instrucciones del

fabricante.
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Tabla 4: Especificaciones de lospartidores utilizados

mMRNA analizado
Snail Fw 5-CCAGTGCCTCGACCACTATG-3’
Rev 5-CTGCTGGAAGGTAAACTCTGGA-3’
Sindecano 1 Fw 5- CTGACCTTCACACTCCCCAC-3
Rev 5- AAAGGTGAAGTCCTGCTCCC-3
Sindecano 2 Fw 5-ACCCAGCCGAAGAGGATACA -3
Rev 5"-CAGCAATGACAGCTGCTAGG -3
Vimentina Fw 5-GCCCTTGACATTGAGATTGCCA -3
Rev 5"-TCAACCAGAGGGAGTGAATCCA -3
GAPDH Fw 5-GTTGCTGTAGCCAAATTCGTTGT-3"
Rev 5-GGTGGTCTCCTCTGACTTCAACA -3

Inmunocitoquimica

Las células se cultivaron en portaobjetos y cuando se obtuvo una confluencia del 85%
se fijaron usando una solucion de PBS, sacarosa y paraformaldehido. Para
permeabilizarlas se utilizd Tritdn 0,1%. Luego, las células se bloquearon usando una
solucion salina de PBS, glicina y BSA 0,1%. Las células fueron incubadas por 2
horas a 37°C en el anticuerpo primario correspondiente y para amplificar la sefial, se
incub6 con anticuerpos secundarios marcados con fluoresceina (FITC) por 1 hora a
37°C. Se aplico DAPI (USB Corporation) por 5 minutos a 37°C para realizar tincion
del nicleo.Las muestras ya tefiidas se montaron sobre un portaobjetos con medio de
montaje para fluorescencia DAKO S-3023. Estas se mantuvieron siempre protegidas
de luz y mantenidas a 4°C hasta su observacion al microscopio de fluorescencia Leica
DM 2500 y mediante el software Leica Application Suite version 3.6.0 se procedi6 a
tomar las imagenes con la cdmara Leica DFC 42. Todas las muestras se analizaron
utilizando el software ImageJ para cuantificar el area inmunorreactiva (1A) en umz y
la densidad O&ptica integrada (DOI), que permite un analisis densitométrico

cuantitativa de las areas especificas®.
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Tabla 5: Especificaciones de los anticuerpos primarios utilizados

Anticuerpo Marca Procedencia Dilucién
Snail Abcam Goat Policlonal 1:100
Sindecanol Santa cruz Rabbit Policlonal 1:100
E-cadherina BD Transduction | Mouse Monoclonal | 1:100

Ensayo de Gen reportero

El plasmido PGL3 Sindecanol-lux se co-transfectd junto con el plasmido PGL3
renilla mediante el uso de lipofectamina 2000 (Invitrogen) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante en las células que sobreexpresan snail. La actividad de
luciferasa se midié 48 horas después usando el kit dual de ensayo de luciferasa
(Promega) en el espectrofotometro para microplacas Biotek. Los datos se presentan
como la actividad de luciferasa relativa (actividad de luciferasa normalizada a la

actividad renilla como control de transfeccion)

Anélisis estadisticos: La evaluacion estadistica de los datos obtenidos se realiz6
utilizando t student para los ensayos de ChIP y usando test ANOVA. Ademas se,
utilizé como test secundario el test deDunnett para el analisis de PCR en tiempo real.

Considerando estadisticamente significativos aquellos ensayos que tengan P<0.05
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V1.- RESULTADOS

Objetivo 1: Determinar, por ensayo de inmunoprecipitacion de cromatina y
ensayos de movilidad electroforética, la localizacion del sitio de unién de snaila
las regiones promotoras del gen de sindecano 1y sindecano 2, in vitro, en lineas

celulares de cancer prostatico LNCaP y PC3.

Ensayos de Inmunoprecipitacion de Cromatina (ChlIP)

Para determinar si snail interacciona con las zonas del promotor de sindecano 1 y
sindecano 2, donde se ha estudiado existen E-box, se realizaron ensayos de ChIP. En
este estudio se analizaron solamente las cajas E-box rio abajo del -1100 en ambos
promotores (Figura 8). Los valores de inmunoprecipitacion de snail e H3 en cada
region de los promotores de los genes de sindecano 1 (Figura 9) y sindecano 2
(Figural5)fueron comparados contra el control negativo 1gG. En ambas lineas
celulares de forma independiente se analizaron so6lo las regiones correspondientes a -
1159/ -718 (Figura 10), -652/ -550 (Figura 11), -323/ -239 (Figura 12), -175/ -32
(Figura 13) y +388/ +492 (Figura 14) de promotor de sindecanol. Mientras que en el
promotor de sindecano 2 se analizaron las regiones correspondientes a -1200/-955

(Figura 16) y +332/+606 (Figural?).

E-box 5 E-box 4 E-box 3 E-box 2 E-box 1

- - - - - )
A— A— - - A—
-1159/-718 -652/-550 -323/-239 -175/-32 +388/+492

Figura 9: Representacion esquematica de las regiones analizadas por ChIP de la variante 1 de
region promotora de sindecano 1.
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Figura 10: Cuantificacion del enrriquicimiento del factor transcripcional snail (rojo) y del
control positivo H3(azul) sobre el control negativo IgG (blanco) mediante PCR en tiempo
real de la region correspondiente al -1159/ -718 de promotor de sindecano 1. Las barras
representan el promedio +/- el error estandar del promedio del triplicado técnico de un
experimento. Todos los experimentos se realizaron tres veces de forma independiente pero
s6lo se muestra uno de ellos. Las diferencias estadisticamente significativas fueron
determinadas por el andlisis de las varianzas ***,p< 0,001; **,p<0,01;*p<0,05.
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Figura 11: Cuantificacion del enrriquecimiento del factor transcripcional snail (rojo) y del
control positivo H3(azul) sobre el control negativo IgG (blanco) mediante PCR en tiempo
real de la region correspondiente al -652/ -550del promotor de sindecano 1. Las barras
representan el promedio +/- el error estandar del promedio del triplicado técnico de un
experimento. Todos los experimentos se realizaron tres veces de forma independiente pero
solo se muestra uno de ellos. Las diferencias estadisticamente significativas fueron
determinadas por el andlisis de las varianzas ***,p< 0,001; **,p<0,01;*p<0,05
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Figura 12:Cuantificacion del enrriquecimiento del factor transcripcional snail (rojo) y del
control positivo H3(azul) sobre el control negativo IgG (blanco) mediante PCR en tiempo
real de la region correspondiente al -323/ -239del promotor de sindecano 1. Las barras
representan el promedio +/- el error estandar del promedio del triplicado técnico de un
experimento. Todos los experimentos se realizaron tres veces de forma independiente pero
solo se muestra uno de ellos. Las diferencias estadisticamente significativas fueron
determinadas por el andlisis de las varianzas ***,p< 0,001; **,p<0,01;*p<0,05
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Figura 13: Cuantificacion del enrriquecimiento del factor transcripcional snail (rojo) y del
control positivo H3(azul) sobre el control negativo 1gG (blanco) mediante PCR en tiempo
real de la region correspondiente al -175/ -32del promotor de sindecano 1. Las barras
representan el promedio +/- el error estandar del promedio del triplicado técnico de un
experimento. Todos los experimentos se realizaron tres veces de forma independiente pero
solo se muestra uno de ellos. Las diferencias estadisticamente significativas fueron
determinadas por el analisis de las varianzas ***,p< 0,001; **,p<0,01;*p<0,05.
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Figura 14: Cuantificacion del enrriquecimiento del factor transcripcional snail (rojo) y del
control positivo H3(azul) sobre el control negativo IgG (blanco) mediante PCR en tiempo
real de la region correspondiente al +388/ +492del promotor de sindecano 1. Las barras
representan el promedio +/- el error estandar del promedio del triplicado técnico de un
experimento. Todos los experimentos se realizaron tres veces de forma independiente pero
Las diferencias estadisticamente significativas fueron

determinadas por el andlisis de las varianzas ***,p< 0,001; **,p<0,01;*p<0,05.

s6lo se muestra uno de ellos.

E-box 2 E-box1
— ‘ —
— >
- -
-1200/-955 +332/+606

Figura 15: Representacion esquematica de las regiones analizadas por ChIP de la region

promotora de sindecano 2.
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Figura 16:Cuantificacion del enriquecimiento del factor transcripcional snail (rojo) y del
control positivo H3(azul) sobre el control negativo 1gG (blanco) mediante PCR en tiempo
real en la region correspondiente al -1200/-955 del promotor de sindecano 2. La barras
representan el promedio +/- el error estandar del promedio del triplicado técnico de un
experimento. Todos los experimentos se realizaron tres veces de forma independiente pero
s6lo se muestra uno de ellos. Las diferencias estadisticamente significativas fueron
determinadas por el andlisis de las varianzas ***,p< 0,001; **,p<0,01;*p<0,05.
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Figura 17:Cuantificacion del enrrequicimiento del factor transcripcional snail (rojo) y del
control positivo H3(azul) sobre el control negativo 1gG (blanco) mediante PCR en tiempo
real en la region correspondiente al 332/606del promotor de sindecano 2. La barras
representan el promedio +/- el error estandar del promedio del triplicado técnico de un
experimento. Todos los experimentos se realizaron tres veces de forma independiente pero
solo se muestra uno de ellos. Las diferencias estadisticamente significativas fueron
determinadas por el andlisis de las varianzas *** p< 0,001; **,p<0,01;*p<0,05.
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Estos resultados muestran que existe una interaccion desnail con dos zonas del
promotor del gen desindecano 1 en la linea celular PC3, las que comprenden desde -
175/ -32, donde se ubica la E-box 2, y +388/ +492, donde se ubica la E-box 1. En la
linea celular LNCaP en cambio no se observan niveles de enriquecimiento en la
inmunoprecipitacion que puedan indicar interaccion de snail con las regiones

promotoras del gen desindecano 1.

Ensayos de retardo en la movilidad electroforética (EMSA)

Con el proposito de corroborar que el factor de transcripcionsnail se une
especificamente a las E-box presentes en las regiones del promotor del gen
desindecano 1 sugeridas por los resultados obtenidos por ChlIP, se realiz6 un ensayo
de retardo en la movilidad electroforética (EMSA). Para ello se obtuvieron sondas
comerciales marcadas con biotina en el extremo 5" que contenian las cajas E-box
presentes en las regiones enriquecidas, y se ocupOd una proteina recombinante

comercial de snail (Figura 18.A).

En el ensayo realizado se asume que la proteina recombinante de snail es capaz de
unirse a la sonda de DNA sin requerir co-reguladores o estructuras secundarias de la
cromatina. Para superar la primera limitacion del ensayo, se realiz6 un EMSA con
extractos nucleares (Figura 18.B). En el ensayo con proteina recombinante se utilizd
la isoforma 1 de la proteina snail ya que esta descrito que esta variante es la que se
une con mayor afinidad al DNA y también la que participa en la regulacion génica de
otras moléculas, como por ejemplo e-cadherina. Para descartar la posibilidad de que
el andlisis por ChIP describiera la interaccion de snail 2 se realizaron también

ensayos de supershift con anticuerpos capaces de diferenciar entre ambas isoformas.
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Interaccién
proteina-
sonda

Marca
inespecifica

Sonda
libre

Ext - + Snail-1 + + + + Ext + + + + + + +
nucl. nuck.
SDIE1 +
DNA + + SDIE1 - + - + +
SDIE1* | - +
SD1E2 - - + - R + +
SDIE2 - - +
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Figura 18: A) Ensayo de movilidad electroforética. En los carriles de la derecha se observan
loscontroles de migracion que provee el kit con el que se realizo el ensayo. En los carriles
de la izquierda estan los ensayos realizados con proteina recombinante snail con las sondas
SD1E1, SD1E1*, SD1E2 y SD1E2*(ver metodologia). B) Ensayo de movilidad
electroforética. En los carriles de la derecha se observa la interaccion de los extractos
nucleares con las sondas SD1E1, SD1E2 Mientras que en los carriles de la izquierda se
muestran los ensayos de supershift con los anticuerpos anti-snail 1 y anti-snail 2.

Estos resultados sugieren que la union de snail al DNA no es independiente de otros
factores, pues al hacer reaccionar solo la proteina recombinante con la sonda no
encontramos retardo en la movilidad en el gel. Si bien el ensayo muestra interaccion
de los extractos de proteinas nucleares con ambas sondas, esto solo nos indica que
dentrodelndcleo hay proteinas que se unen a estas regiones. En el supershift no vemos
desplazamiento de las bandas puesto que los anticuerpos que diferencian entre snail 1

y 2 interacttan con el mismo dominio de la proteina que se une al DNA.

No es posible dilucidar mediante este ensayo si snail 1 se une a las cajas E-box
presentes en el promotor del gen de sindecano 1. Sin embargo el analisis por ChIP es
una aproximacion mas certera a lo que ocurre en la célula y no a un ensayo in vitro
como el EMSA. Los resultados del ensayo de ChIP si demuestran interaccién de snail
con las regiones promotoras del gen desindecano 1 y por lo tanto es necesario
determinar si esta interaccion ejerce una regulacion transcripcional.
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Objetivo 2:

2.- Determinar, mediante PCR en tiempo real e inmunofluorescencia, los niveles

de mMRNA y proteinas de snail, en la linea celular LNCaP-Snail+

Una vez generada la linea celular con sobreexpresion estable de snail mediante
infeccion de las células LNCaP con el lentivirus p-lenti/EFla-snail/RSV-RFP-Puro/ y
p-lenti/EF1a-null/RSV-RFP-Puro/ se generaron las lineas celulares LNCaP-Snail+ y
LNCaP-null respectivamente. Las células infectadas fueron seleccionadas mediante
resistencia a puromicina(Figura 19) y posteriormente separadas por sorting celular
(Figura 20y 21)

Campo Claro Fluorescencia

Antibidtico

LNCaP-Snai

20X

Cell sorter

Figura 19:Microfotografias en campo claro y de inmunofluorescencia de las células
infectadas y positivas para RFP seleccionadas con antibi6tico puromicina y posteriormente
por sorting celular.
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Figura 20: Patron de separacion de células LNCaP mediante sorting celular. A. Patron de
separacion de las células LNCaP por tamafio y granularidad celular. B. Patrén de separacion
de las células LNCaP RFP-(azul) y RPF+ (verde). C. Grafico del nimero de células LNCaP
RFP+ (verde). D. Gréfico del nimero de células RPF- (Azul).
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Figura 21: Patron de separacion de células LNCaP infectadas y que generaron posteriormente
las lineas celulares LNCaP-Snail+ y LNCaP- Null. A. Patrén de separacion de las células
LNCaP infectadas por tamafio y granularidad celular. B. Patron de separacion de las células
LNCaP infectadas RFP-(azul) y RPF+ (verde). C. Grafico del nimero de células LNCaP
infectadas RFP+ (verde). D. Gréafico del nimero de células LNCaP infectadas RPF- (Azul).
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A las células separadas previamente se les determind el perfil de transcripcion de
MRNA de snail, mediante PCR en tiempo real, comparadas contra la linea original,
LNCaP WT, y el control negativo deinfeccion, LNCaP-null (Figura 22).
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Figura 22: A) Cuantificacion de los niveles de mMRNA de snail normalizados por los niveles
de mRNA de GAPDH y B) Cuantificacién de los niveles de mRNA de snail normalizados
por los niveles de mMRNA de GAPDH en las lineas celulares LNCaP wild-type, LNCaP null
y LNCaP Snail+. Las barras representan el promedio +/- el error estandar del promedio de
tres experimentos independientes. Las diferencias estadisticamente significativas fueron
determinadas por el andlisis de varianzas ***,p< 0,001; **,p<0,01;*p<0,05

Nuestros resultados confirman que los niveles del transcrito de snail aumentan de
manera significativa en la nueva linea celular cuando se compara con ambas lineas
controles, indicando que la infeccidn fue exitosa ya que existen mas copias de mRNA
de snail. Como respuesta compensatoria al aumento de snail las células sobreexpresan
vimentina y al medir los niveles de mMRNA de esta molécula en las células LNCaP-

snail+ observamos que existe un aumento en su expresion transcripcional.

Con el fin de determinar la funcionalidad de la sobreexpresion de snail, se realizaron
inmunofluorescencias contra snail para comprobar su presencia en el nacleo (Figura
23) y contra e-cadherina para verificar si existeuna disminucion en los niveles

proteicos de esta Ultima (Figura 24).
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Figura 23: A. Microfotografias de inmunofluorescencia indicando la localizacion del factor
de transcripcion snail, en las lineas celulares LNCaP wt, LNCaP null y LNCaP Snail+,
ademas se muestra las imagenes de las regiones ricas en A-T del DNA 'y la superposicion con
la marca del factor. B. Grafico de intensidad (DO/ pm2) del nivel de proteina snail en las
lineas celulares LNCaP wt, LNCaP null y LNCaP Snail+. Las barras representan el promedio
+/- el error estandar del promedio de tresexperimentos independientes. Las diferencias
estadisticamente significativas fueron determinadas por el andlisis de varianzas ***,p<
0,001; **,p<0,01;*p<0,05.
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Figura 24: A. Microfotografias de inmunofluorescencia indicando la localizacién de e-
cadherina, en las lineas celulares LNCaP Wild type, LNCaP null y LNCaP Snail+, ademas se
muestra las imagenes de las regiones ricas en A-T del DNA vy la superposicion con la marca
del factor. B. Grafico de intensidad (DO/ um2) del nivel de proteina e-cadherina en las lineas
celulares LNCaP wt, LNCaP null y LNCaP Snail+. Las barras representan el promedio +/- el
error estandar del promedio de tres experimentos independientes. Las diferencias
estadisticamente significativas fueron determinadas por el andlisis de varianzas ***,p<
0,001; **,p<0,01;*p<0,05



La nueva linea celular LNCaP-Snail+ tiene mayores niveles de mRNA y proteina
snail que LNCaP wild type y LNCaP null. Enlas inmunocitoquimicas fluorescentes
también se observa que cuando snail esta sobreexpresado los niveles proteicos de la
proteinae-cadherina disminuyen. Esto se complementa con lo obtenido mediante PCR
en tiempo real, donde como medida compensatoria al aumento de snail, los niveles de
mRNA de vimentina aumentan, tal como ocurre durante la TEM, tanto en el

desarrollo embrionario como en la progresion tumoral.

Como las células LNCaP-Snail+ presentan una sobreexpresion del represor
transcripcional y este es funcional, es posible entonces determinar si ejerce una
accion regulatoria sobre las regiones promotoras de los genes de sindecano 1 y

sindecano 2

Objetivo 3:

Determinar, mediante PCR en tiempo real, inmunocitoquimica, y ensayo de gen
reportero, el efecto de la sobreexpresion de Snail en la expresion de Sindecano 1

y Sindecano 2, in vitro, en la linea LNCaP Snail+.

Aun cuando en el objetivo 1 se demuestra que Snail sélo podria regular directamente
Sindecano 1, mediante PCR en tiempo real se midieron los niveles de mRNA tanto de
Sindecano 1 como de Sindecano 2 (Figura 25), este Gltimo como control de una
molécula que no deberia cambiar sus patrones de expresion en las células infectadas.
A través de inmunofluorescencia se midieron los niveles de proteina de Sindecano 1
(Figura 26) en las lineas celulares y de forma complementaria se realizaron ensayos
de gen reportero (Figura 27) para estudiar la posible regulacién de Sindecano 1

mediante el represor transcripcional Snail.
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Figura 25: Cuantificacion de los niveles de mMRNA de A. sindecano 1 y B. sindecano 2,
normalizados por los niveles de mRNA de GAPDH en las lineas celulares LNCaP wild-
type, LNCaP null y LNCaP Snail+. La barras representan el promedio +/- el error estandar
del promedio de tres experimentos independientes. Las diferencias estadisticamente
significativas fueron determinadas por el andlisis de varianzas.
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Niveles de proteina Sindecano 1
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Figura 26: A) Microfotografias de inmunofluorescencia indicando la localizacién de
sindecano 1, en las lineas celulares LNCaP Wild type, LNCaP null y LNCaP Snail+, ademas
se muestra las iméagenes de las regiones ricas en A-T del DNA y la superposicion con la
marca del factor. B.Grafico de intensidad (DO/ pum2) del nivel de proteina sindecano len las
lineas celulares LNCaP wt, LNCaP null y LNCaP Snail+. Las barras representan el promedio
+/- el error estandar del promedio de tres experimentos independientes. Las diferencias
estadisticamente significativas fueron determinadas por el analisis las varianzas.
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Figura 27: Cuantificacion de la actividad relativa del promotor sindecanol-luciferasa
normalizada por la actividad renilla en las lineas celulares LNCaP wild-type, LNCaP
null y LNCaP Snail+. La barras representan el promedio +/- el error estandar del
promedio de tres experimentos independientes. Las diferencias estadisticamente
significativas fueron determinadas por el anélisis de varianzas.
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Estos resultados sugieren que s6lo la sobreexpresién de snailen la linea celular
LNCaP no es suficiente para generar una represiondirecta en la expresion de
sindecano 1, ni una regulacion indirecta sobre sindecano 2. La regulacion de
sindecano 1 durante la TEM no esta en la actualidad bien dilucidada, y puede tener
diferencias significativas con la regulacion de e-cadherina, como podrian ser la

necesidad de contar con co-represores del promotor del gen de sindecano 1.
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VII. DISCUSION

El cancer es la segunda causa de muerte en el mundo después de las enfermedades
cardiovasculares. La bdsqueda exhaustiva de nuevos marcadores tumorales que sean
relevantes para el diagndstico, prondstico y seguimiento de diversas patologias es
cada vez mas necesaria. En el CaP se ha incorporado la deteccion del PSA como
método de screenning en la poblacion general, y en la actualidad es el Gnico marcador
utilizado en la clinica para detectar un tipo de cancer. Pero los niveles de PSA
también tienden a ser elevados en hombres mayores de 50 y en patologias benignas

de la prostata como HPB®,

En el CaP se ha demostrado que es importante en el momento de realizar una biopsia,
contar con un marcador que permita generar un pronostico sobre la posible capacidad
del tumor para generar una metastasis y asi precisar el tratamiento. En nuestro
laboratorio se ha trabajado en la busqueda de un posible marcador de prondstico y asi
se comenzaron a estudiar las moléculas de adhesién sindecano 1 y sindecano 2°’. En
otros carcinomas se ha identificado que la pérdida en la expresion de estos
proteoglicanos se correlaciona con el aumento en la migracién y capacidad de
generar metastasis>. En biopsias de pacientes con CaP se observa una disminucion
de la localizacion en membrana de ambas moléculas y por esto se han planteado
sindecano 1 y 2 como posibles marcadores de mal prondstico de la enfermedad.
Pero aun cuando podamos determinar que un paciente con CaP tiene mayores
probabilidades de generar metastasis, es necesario entender el mecanismo que origina
esta capacidad invasivapara a futuro generar una terapia capaz de revertir la
progresion de la enfermedad. Si bien el represor transcripcional snail no es un
posible marcador tumoral por su corta vida media, es importante dilucidar el papel
exacto de snail en la progresion de este carcinoma, para contrarrestar sus efectos y

determinar si es una molécula diana para una terapia.
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Los resultados obtenidosmediante ChIP dan cuenta de la interaccion de snail con la
region promotora del gen de sindecano 1 sdlo en las células PC3. En la linea celular
LNCaP en cambio no se observan niveles de enriquecimiento en la
inmunoprecipitacién que puedan indicar interaccion de snail con la region promotora
del gen desindecano 1. Esto concuerda con los resultados previos a esta investigacion,
puesto que los niveles de proteina snail en LNCaP son mas bajos que en PC3 y no se
localizan en el niicleo®. Entonces es l6gico plantear que snail en las células LNCaP
no logra interaccionar con el DNA, ya que su ubicacion es uniforme y no se
concentra en el ndcleo, como si ocurre en las células PC3.Durante la tumorigénesis,
es posible que se generen mutaciones tanto en el promotor de sindecano 1 como en el
transcrito de snail, lo que podria cambiar sitios de fosforilacion en snail, o generar un
promotor menos activo. Como no se ha secuenciado el promotor de sindecano 1 en
ambas lineas para compararlas, no es posible afirmar que sean iguales. Si se realizara
una investigacion al respecto esperariamos que se obtuvieran regiones con diferencias

significativas en ambos modelos de trabajo.

En la region promotora del gen desindecano 2 no se observan niveles de
enriquecimiento en la inmunoprecipitacion desnail sobre el control negativo 1gG en
ninguna de las lineas celulares estudiadas. Estos resultados se explican mediante el
estudio de sindecano 2 en biopsias de pacientes con CaP, donde si bien se ve
claramente una disminucion en la localizacion de este proteoglicano en la membrana
celular, no se observa un cambio en los niveles de proteina totales en la célula®. Es
posible que los niveles proteicos de sindecano 2 se regulen mediante mecanismos
post-traduccionales y no en el proceso de transcripcion. Si asi fuese, es necesario

indagar en el papel que cumple sindecano 2 durante la progresion tumoral.

De acuerdo con los resultados obtenidos mediante el analisis de ChlP se esperaba que
al sobre expresar snail, este fuera capaz de reprimir la expresién transcripcional de
sindecano 1 y no cambiar el patron de expresion de sindecano 2. Cuando se realiz6 el
estudio, los resultados arrojaron que ni la expresion de sindecano 1 ni la de sindecano

2 se ven alteradas por la sobreexpresion de snail, pero que si disminuyen los niveles
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de proteinae-cadherina. Existe entonces la posibilidad que snail simplemente no
participe en la regulacién génica directa de sindecano 1. Pero en las regiones que
comprenden la E-box 1 y 2 del promotor del gen desindecano 1(donde existe
enriquecimiento de snail) también se observa un aumento en el enriquecimiento de
H3 lo que pudiese indicar un promotor reprimido. Si es que existe un aumento en los
niveles de enriquecimiento de H3, esto conlleva un aumento en el ndmero de
nucleosomas, mayor compactacion de la cromatina y por consiguiente la represion
transcripcional en esta zona®®.Snail es capaz de reclutar HDAC*, que desacetilan la
H3 e H4, y otros elementos de regulacion, como AJUBA* y el PRC2*, que metilan
las histonas en K27. Todo esto genera que los nucleosomas se compacten y la
cromatina pase de un estado de heterocromatina a eucromatina y asi se pueda reprimir
la expresion de diferentes moléculas como e-cadherina®. Entonces si la cromatina se
estuviera compactando en el promotor del gen desindecano 1, por efecto de la
interaccion con snail, por qué al sobre expresar esta molécula no vemos una
disminucion en la expresion de sindecano 1. Es necesario entonces plantear que
existen diferencias significativas en los mecanismos de regulacion transcripcional de

e-cadherina y sindecano 1.

La regulacién de la expresion transcripcional y traduccional de sindecano 1 no esta
completamente dilucidada durante la TEM y no se puede asumir que se desarrolla de
igual manera que la de e-cadherina, ya que el promotor de sindecano 1 presenta
diferencias considerables con otros promotores donde se ha estudiado la regulacion
transcripcional de snail. Las E-box 1 y 2 presentes en la regién promotora de
sindecano 1 son mas distantes entre si que las que se ubican en el promotor de e-
cadherina. La distancia entre las E-box permite que la represion del promotor sea
mantenida por factores como zeb 1y zeb2, ya que estas moléculas interaccionan con
ambas cajas a la vez mediante la formacion de estructuras secundarias que se forman
en el promotor de e-cadherina®*. Como entre las E-box 1 y 2 del promotor de
sindecano 1 la distancia es mayor a lo que se describe en el promotor de e-cadherina,
es posible que solamente la sobreexpresion de snail en un modelo celular no sea

capaz de disminuir la expresion de sindecano 1, ya que seria necesaria la presencia
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de otras moléculas que generen una estructura secundaria en el DNA, o de un

complejo de represion diferente al de zeb 1 y zeb 2.

Para afirmar que snail no solo se une a las regiones promotoras de sindecano 1 sino
que también reprime su expresion es posible utilizar un miRNA para snail en las
celulas PC3, que muestran altos niveles de proteina snail. De esto se esperaria que las
células con snail silenciado aumentan sus niveles de mMRNA y proteinas de sindecano
1, si esto no ocurriera es posible que snail no participe como factor principal en la
regulacion génica de sindecano 1 o que simplemente no ejerza ningdn rol en esta.
Como la investigacion sobre la regulacion transcripcional de sindecano 1 en el CaP
no ha sido anteriormente estudiada y este es un trabajo pionero, es necesario en
préximas investigaciones abarcar todas las estrategias experimentales para proponer

un modelo final acerca del papel que tiene snail en la regulacion de sindecano 1.

Futuros estudios deberian dilucidar también qué moléculas actian como co-
represoresdel promotor del gen desindecano ljunto con snail, y mediante que
dominio interactan con snail en caso de que existiera interaccion entre ambos. La
presente investigacion representa un inicio en el estudio de la regulacion génica de
sindecano 1, donde se demuestra la interaccién de snail con el promotor de este
proteoglicano, pero no fue posible dilucidar el mecanismo completo de represion por
parte de snail, que claramente es diferente al de otras moléculas de adhesion como e-
cadherina. Es importante entender el proceso de regulacion transcripcional y
epigenética que ocurre en el cancer prostatico pues esto nos llevara en un futuro a
desarrollar terapias para prevenir metastasis del tumor y por tanto a aumentar la

sobrevida de los pacientes.
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V1. CONCLUSION
1. De acuerdo a los resultados obtenidos por los ensayos de ChIP, el represor
transcripcional snail interacciona con dos de las cinco regiones analizadas en el

promotor del gen de sindecano 1.

2. No existe una disminucion en la expresion de sindecano 1 ni de sindecano 2 en la

linea celular LNCaP-snail+ que tiene mayores niveles de proteina snail

Se propone que snail puede participar en la regulacion génica de sindecano 1 en

conjunto con otros represores transcripcionales que aun no han sido estudiados.
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