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Resumen

La Enzima Convertidora de Endotelina - 1¢ (ECE-1c) es una metaloprotea-
sa de membrana que participa en la sintesis de Endotelina-1 y se ha demos-
trado que tiene un rol en invasiéon en cancer de mama, ovario y prdstata. La
region N-terminal de ECE-1c posee tres sitios putativos de fosforilacién por
la proteina kinasa CK2. En esta tesis se estudi6 la fosforilacion de ECE-1c por
CK2 y como esto afecta la migracién e invasion celular en un modelo de cancer
de colon. La hipétesis de esta tesis fue “La proteina kinasa CK2 fosforila y esta-
biliza a ECE-1c, promoviendo la invasividad de células de céncer colorrectal”.
El objetivo general fue determinar si la proteina kinasa CK2 fosforila a ECE-1c
en su extremo N-terminal afectando su estabilidad y si esto tiene un efecto en
el potencial invasivo de células de cdncer colorrectal. Para responder a esto se
plantearon los siguientes objetivos especificos: 1. Determinar si CK2 fosforila
a ECE-1c en su regién N-terminal in vitro y en lineas celulares de cancer colo-
rrectal; 2. Estudiar si CK2 regula mediante fosforilacién la estabilidad ECE-1c
en células no tumorales y de céncer colorrectal; y 3. Evaluar si CK2 regula via
ECE-1c la migracion e invasividad in vitro de células de cdncer colorrectal.

Un andlisis in silico mostré que la region N-terminal de ECE-1c contiene
tres sitios putativos de fosforilaciéon por CK2: Thr9, Ser18 y Ser20. En base a
este antecedente se realizaron ensayos in vitro utilizando ATP radiactivo y la
region N-terminal de ECE-1c fusionada a GST como sustrato, mostrando que
CK2 es capaz de fosforilar dicha region. Estos resultados fueron confirmados
al analizar los sustratos fosforilados con espectrometria de masas, mostrando
que los residuos fosforilados in vitro fueron Ser18 y Ser20. Para demostrar si la
fosforilacion ocurre en un contexto celular, se inmunoprecipité ECE-1 en trata-
miento con el inhibidor de CK2, TBB, desde células de cancer de colon DLD-1.

La marca de fosforilacion se detecté con un anticuerpo antifosfo-S/T/Y, mos-



trando que la inhibiciéon de CK2 disminuye la marca de fosforilacién de ECE-1
total. Posteriormente se evalué si los niveles de ECE-1 eran afectados por la in-
hibicién de CK2 en células embrionarias HEK-293T y de cancer de colon DLD-
1. Tal como se esperaba, la inhibicién de CK2 utilizando TBB o CX-4945 dismi-
nuy¢ los niveles proteicos de la ECE-1 endégena y de la regién N-terminal de
ECE-1c fusionada a GFP en ambas lineas celulares. Adicionalmente, se realiza-
ron ensayos de estabilidad proteica utilizando cicloheximida y se mostré que
la inhibiciéon de CK2 con TBB disminuy9 la estabilidad de la regién N-terminal
de ECE-1c fusionada a GFP en células embrionarias HEK-293T y de cancer de
colon DLD-1. Por otro lado, las mutantes de ECE-1c fosfomimética (DDD) y
no fosforilable (AAA) por CK2 expresadas en células CHO-K1, demostraron
tener mayor y menor estabilidad proteica, respectivamente. Finalmente, en-
sayos funcionales de migracién-3D e invasién celular utilizando camaras de
transwell/matrigel, mostraron que ECE-1c es capaz de aumentar el potencial
migratorio/invasivo de células de cdncer de colon DLD-1. Ademads, la sobreex-
presion de la mutante no fosforilable por CK2 (AAA) no fue capaz de modificar
la capacidad migratoria ni invasiva de esta linea celular. En conclusién, estos
resultados sugieren que CK2, por fosforilacion en el extremo N-terminal, au-
menta la estabilidad de ECE-1c, lo que conduce a un aumento en la invasién
de células de cancer de colon. Estos hallazgos dan luces de un nuevo meca-
nismo por el cual CK2 promueve la progresiéon maligna de esta devastadora

enfermedad.



Abstract

Endothelin Converting Enzyme - 1c (ECE-1c) is a membrane metallopro-
tease involved in endothelin-1 synthesis and has been shown to have a role in
invasion promotion in breast, ovarian and prostate cancer. N-terminal region
of ECE-1c has three putative phosphorylation sites for CK2. In this thesis, we
studied whether ECE-1c phosphorylation by CK2 affects cell migration and in-
vasion in a colon cancer model. The hypothesis of this thesis was "CK2 protein
kinase phosphorylates and stabilizes ECE-1c, thereby promoting invasiveness
of colorectal cancer cells." The overall objective was to determine whether
CK2 protein kinase phosphorylates ECE-1c at its N-terminal affecting its sta-
bility and whether this has an effect on the invasive potential of colorectal
cancer cells. In order to answer this, the following specific objectives were
considered; 1. To determine whether CK2 phosphorylates ECE-1c at its N-
terminal region in vitro and in colon cancer cell lines; 2. To study whether
CK2 phosphorylation regulates ECE-1c stability in non-tumor and colorectal
cancer cells; and 3. To evaluate whether CK2 regulates migration and inva-
sion of colorectal cancer cells via ECE-1c phosphorylation.

An in silico analysis showed that the N-terminal region of ECE-1c has three
putative phosphorylation sites for CK2: Thr9, Ser18 and Ser20. Based on this
background, we performed an in vitro phosphorylation assay using radioactive
ATP and the N-terminal region of ECE-1c fused to GST as substrate, showing
that CK2 phosphorylates this region. These results were confirmed by ana-
lyzing phosphorylated substrates with mass spectrometry, showing that the
phosphorylated residues were Ser18 and Ser20. To show whether phospho-
rylation occurs in a cellular context, we performed and immunoprecipitation
assay inhibiting CK2 with TBB in DLD-1 colon cancer cells, detecting ECE-1

phosphorylation mark. Phosphorylation was detected with an antifosfo-S/T/Y



antibody showing that CK2 inhibition decreases ECE-1 phosphorylation mark.
Subsequently we assessed whether ECE-1 levels were affected by CK2 inhibi-
tion in HEK-293T cells and DLD-1 colon cancer cells. As expected, CK2 inhi-
bition using TBB or CX-4945 decreased protein levels of endogenous ECE-1
and N-terminal region of ECE-1c fused to GFP in both cell lines. Additionally,
assays of protein stability were performed using cycloheximide and showed
that inhibition of CK2 with TBB decreased stability of the N-terminal region
of ECE-1c fused to GFP in HEK-293T and DLD-1 colon cancer cells. In this
context, ECE-1c mutants phosphomimetic and not phosphorylatable by CK2
expressed in CHO-K1 cells were shown to have more or less protein stabil-
ity, respectively. Finally, functional assays and 3D-cell migration and inva-
sion using Transwell chambers, showed that ECE-1c is capable of increasing
the migration/invasiveness potential in DLD-1 cells. In addition, the non-
phosphorylatable by CK2 mutant was not able to increase migration or inva-
sive capacity. In conclusion, these results suggest that colon cancer cell inva-
sion is promoted by protein kinase CK2 through the increase of endothelin-
converting enzyme-1c protein stability by phosphorylation of its N-terminal
end. These findings shed lights on a novel mechanism by which CK2 promotes

malignant progression of this devasting disease.



4. Introduccion

4.1. Cancer
4.1.1. Cancer: definicidn y epidemiologia en Chile y el mundo

El cancer es una enfermedad multifactorial que consiste en la alteracion de pro-
cesos celulares que conducen a la proliferacién descontrolada de un determinado
grupo de células. En muchos casos, estas células son capaces de migrar y colonizar
otros Organos, estableciéndose y generando un dafilo muchas veces irreversible en
el tejido, pudiendo incluso producir la muerte del individuo. Estas alteraciones son
producidas por factores genéticos y epigenéticos que generan una desregulacion
del ciclo celular, dando lugar a células con un aumentado potencial proliferativo
(Hanahan y Weinberg, 2011)

El cancer es la segunda causa de muerte a nivel mundial después de las enfer-
medades cardiovasculares, con una tasa de mortalidad de 113 por cada 100.000
habitantes (GLOBOCAN, 2013). Aproximadamente, cada afio hay 14,1 millones de
nuevos casos, 8,2 millones de muertes por cancer y se estima que hay mas de 32
millones de personas viviendo con la enfermedad. Los canceres mas frecuentes en
hombres son los de pulmon, préstata y colorrectal, mientras que en mujeres son
los de mama, colorrectal y cuello del dtero (GLOBOCAN, 2013). Por su incidencia
y mortalidad estimada en ambos sexos, dentro de los cdnceres mas comunes se

destaca el cancer colorrectal (Figura 1).
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Figura 1: Tasa estimada de incidencia y mortalidad por cancer a nivel mundial.
En azul se muestra la tasa de incidencia y en rojo la tasa de mortalidad. ASR (W)
per 100.000: Tasa estandarizada por edad por cada 100.000 habitantes a nivel

mundial (GLOBOCAN, 2013).



En Chile el cancer es la segunda causa de muerte luego de las enfermedades
cardiovasculares, con una tasa de mortalidad de 137 por cada 100.000 habitantes.
En los dltimos 10 afios se ha observado una tendencia al alza, acercandose a la tasa
de mortalidad provocada por las enfermedades cardiovasculares. Esto hace que el
estudio de esta enfermedad sea importante, con el fin de mejorar el diagndstico,

evaluar el prondstico y la creacion de eventuales tratamientos (MINSAL, 2012).

4.1.2. Biologia del cancer

El cancer se inicia por alteraciones epigenéticas y genéticas, como amplifica-
ciones, traslocaciones cromosomales o mutaciones puntuales, tanto en las regio-
nes codificantes como reguladoras de ciertos genes. Estos genes corresponden a
dos grandes grupos: oncogenes y supresores de tumores. Los oncogenes favorecen
la proliferacién celular y/o inhiben la apoptosis, como por ejemplo Ras, c-Myc,
ciclina-D1, $-catenina y Survivina. Los supresores de tumores son aquellos que fre-
nan la proliferaciéon y/o promueven la apoptosis, como por ejemplo APC, p53 y
E-cadherina (Lee y Muller, 2010; Hanahan y Weinberg, 2011).

En cancer, los oncogenes se caracterizan por una ganancia de funcion y los
supresores de tumores por una pérdida de funcion. Estas caracteristicas pueden
ser provocadas por cambios en actividad de las proteinas, cambios conformaciona-
les, variaciones en sus niveles, alteraciones en localizacion subcelular, entre otros
factores (Lee y Muller, 2010). También existe otro grupo de genes que codifican
proteinas de la maquinaria de reparacién de ADN, que al ser defectuosos puede au-
mentar la tasa de acumulacién de mutaciones a medida que se producen divisiones
celulares, haciendo atin mas susceptible a la célula de heredar y generar alteracio-

nes genéticas. Todas esta alteraciones pueden dar como resultado una célula con



alta inestabilidad genética, provocando una desregulacion del ciclo celular, dando
lugar a células con un aumentado potencial proliferativo (Lee y Muller, 2010).

A medida que se desarrolla el tumor, las células pueden adquirir un nuevo
fenotipo con caracteristicas tales como autosuficiencia de sefiales de crecimiento,
resistencia a las sefiales inhibitorias del crecimiento, potencial replicativo ilimitado,
capacidad de evasidn de la apoptosis, angiogénesis sostenida, desregulacion de la
energética celular, evasion del sistema inmune y capacidad de invadir otros tejidos

(Hanahan y Weinberg, 2011).

4.2. Cancer colorrectal
4.2.1. Epidemiologia y aspectos clinicos

A nivel mundial se calcula que existe aproximadamente un millén de nuevos ca-
sos de cancer colorrectal al afio, siendo los paises desarrollados los mas afectados,
con una tasa de mortalidad anual de 25,1 por cada 100.000 habitantes (Jemal
et al., 2009). Se estima que cada afio en el mundo se produce medio millén de
muertes por causa de esta enfermedad (Meyerhardt y Saunders, 2008). Entre el
25 y 30% de los pacientes diagnosticados tendrd metdstasis en el momento del
diagndstico inicial y otro 40-70 % de los pacientes desarrollara metdstasis hepdtica
en el corto plazo (D’Errico y Moschetta, 2008).

En Chile los registros epidemiolédgicos de incidencia y mortalidad a nivel pais
han sido obtenidos sélo de un pequefio numero de hospitales entre Antofagasta,
Calama, Valdivia y Santiago. A pesar de este registro reducido, se estima que en
nuestro pais el cancer colorrectal es el sexto cdncer prevalente en mujeres y el
séptimo en hombres, y presenta una tasa de mortalidad de 6,2 por cada 100.000

habitantes (MINSAL, 2012; Zarate et al., 2012; Donoso et al., 2006).
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Entre los factores de riesgo mds comunes de cancer colorrectal se encuentran el
sindrome hereditario poliposis adenomatosa familiar (PAF), que se caracteriza por
una mutacién en el gen supresor de tumores APC, la enfermedad inflamatoria in-
testinal (EII), la enfermedad de Crohn, diabetes y obesidad. También se considera
como factor de riesgo la dieta elevada en carnes rojas, baja ingesta de acido félico,
calcio y vitamina D (Meyerhardt y Saunders, 2008).

El cancer colorrectal se presenta principalmente en forma de pélipos en el colon
(70 %), incluyendo en muchos casos el recto y el apéndice (30 %). El desarrollo de
la enfermedad comienza a partir de una proliferaciéon descontrolada de células
epiteliales que llevan a la formacion de un pdlipo adenomatoso, el cual muchas
veces crece y genera una displasia de alto grado y, en dltimo término, un carcinoma
invasivo o un tumor maligno (Meyerhardt y Saunders, 2008). Este modelo fue
propuesto por Jackman y Mayo en el afio 1951 y actualmente se sigue utilizando

como una aproximacion tedrica para el desarrollo de este tipo de cancer (Figura 2).
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Figura 2: Modelo de progresion del cancer colorrectal. Etapa I: el pdlipo esta
contenido en las paredes del epitelio colorrectal. Etapa II: las células han traspasa-
do el epitelio hasta las capas musculares. Etapa III: el tumor se encuentra vascu-
larizado. Etapa IV: las células malignas han invadido linfonodos proximales. Etapa
V: las células cancerosas metastizan otros 6rganos (Meyerhardt y Saunders, 2008).
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4.2.2. Diagndstico, prondstico y terapia

Las primeras etapas del cancer colorrectal son generalmente asintomaticas, sin
embargo, en etapas avanzadas las manifestaciones clinicas mas recurrentes son
la hemorragia digestiva intermitente, dolor cdlico y obstruccién del colon. Es por
esto que, en la mayoria de los casos, los pacientes son diagnosticados en etapas
avanzadas, disminuyendo el porcentaje de sobrevida a medida que la enfermedad
progresa (Meyerhardt y Saunders, 2008).

El diagndstico clinico del cancer colorrectal ocurre en primer lugar con una co-
lonoscopia seguida de una biopsia del pdlipo o del tumor. Esta consiste en evaluar
la morfologia del tejido con tincién cldsica de hematoxilina/eosina y en algunos
casos utilizando marcadores de citoqueratinas propias de tejido epitelial (Meyer-
hardt y Saunders, 2008). Sin embargo, la deteccién y prondstico del cancer de
colon aun es deficiente, sobretodo en etapas tempranas, por lo que son necesarios
nuevos marcadores que permitan mejorar estos procesos.

No obstante, se conoce mucho sobre la progresion del cancer colorrectal, la cual
coincide con la acumulacién de alteraciones genéticas que incluyen la pérdida de
funcién de supresores de tumores como APC y p53, asi como la ganancia de funcion
de oncogenes, como cMYC y kRAS (Rizk y Barker, 2012). El orden de aparicion de
algunas mutaciones puede variar, sin embargo, la acumulacién de estas anomalias
genéticas se relaciona directamente con la malignidad de la progresiéon neoplasica

asi como el mal prondstico de la enfermedad (Figura 3).
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Figura 3: Modelo de iniciacion y progresion del cancer colorrectal. En rojo se
muestran los supresores de tumores con pérdida de funcién y en verde los oncoge-
nes que presentan ganancia de funcién (Rizk y Barker, 2012).

El tratamiento del cancer colorrectal depende del estadio de la enfermedad,
siendo las principales modalidades terapéuticas la cirugia (etapas [ y II), la quimio-
terapia (adyuvante y neoadyuvante) y la radioterapia. Esta ultima es la modalidad
menos utilizada, siendo la quimioterapia la alternativa mas importante, sobretodo
en pacientes metastasicos. Entre los farmacos quimioterapéuticos mas utilizados
estan las fluoropirimidinas, irinotecdn y oxaliplatino; aunque actualmente se estan
utilizando tratamientos mas especificos contra el receptor del factor de crecimien-
to epidérmico (HER2) y contra el receptor del factor de crecimiento de endotelio
vascular (VEGFR) (Meyerhardt y Saunders, 2008).

Como no existe un tratamiento completamente efectivo ni un medio eficaz de
deteccién y prondstico del cancer colorrectal, en los dltimos afios se ha hecho un
gran esfuerzo por entender la biologia molecular y celular de la enfermedad, asi

como los mecanismos que participan en su génesis y progresion.
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4.3. Rutas de senalizacion relacionadas con cancer colorrectal
4.3.1. Ruta Wnt/(3-catenina o ruta Wnt/canonica

La ruta Wnt/p-catenina es una de las rutas de sefializacion mds importantes
involucradas en varios cdnceres, incluido el cdncer colorrectal. Existe una gran di-
versidad de moléculas relacionadas con esta ruta, como CK2, COX-2 y AKT, que
tienen un papel muy importante en la tumorigénesis y progresion del cancer colo-
rrectal (Ponce et al., 2011a; Ponce et al., 2011b; McDonald et al., 2009).

La ruta de sefializacién Wnt/3-catenina regula eventos importantes en el desa-
rrollo y remodelamiento de algunos tejidos, teniendo implicancias directas en la
proliferacién y migracién celular (McDonald et al., 2009). Esta via se encuentra
normalmente activa en células epiteliales, tales como las del colon, que estdn en
constante regeneracién y muerte (Kim et al., 2005). La proliferacién, muerte y mi-
gracion son caracteristicas celulares claves en la progresion tumoral (Hanahan y
Weinberg, 2011) y se ha visto un aumento en la activacion de la via Wnt/$-catenina
en células de varios tipos de cancer, incluido el colorrectal (Widelitz et al., 2005).

La proteina central de esta via es 3-catenina que actiia como coactivador trans-
cripcional de genes relacionados con proliferacion, resistencia a la muerte e inva-
sién celular. Cuando la ruta de sefializacion estd inactiva, el receptor Frizzled y el
co-receptor LRP5/6 se encuentran libres y (3-catenina interactia con un complejo
citoplasmdtico compuesto por las proteinas Axina, APC, GSK30 y CK1a. Estas tlti-
mas dos corresponden a Ser/Thr-kinasas que fosforilan a 3-catenina, promoviendo
su ubiquitinacién y posterior degradacién por el proteosoma.

Por el contrario, la activacién por unién de un ligando Wnt a estos recepto-
res, como por ejemplo Wntl o Wnt3a, impide que las fosforilaciones ocurran y

B-catenina se estabiliza en el citoplasma, permitiéndose su estabilizacién y migra-
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cion al nucleo, donde cumple su papel de coactivador transcripcional (Widelitz et
al., 2005). Una vez en el nucleo, B-catenina es capaz de unirse a los factores de
transcripcion de la familia Tcf/Lef, promoviendo la expresion de genes responsa-
bles de la proliferaciéon, invasién y migracién celular, caracteristicas aumentadas
en cancer. Entre estos genes podemos encontrar a los genes codificantes de Survi-
vina, c-Myc, COX-2 y VEGF, los cuales contienen en sus regiones promotoras sitios
de unién a los factores de transcripcion Tcf/Lef (He et al.,, 1998; Kim et al., 2005;
Torres et al., 2007).

En cancer, especificamente en cancer colorrectal, la activacion aberrante de la
via puede ser a través de la hiperactivacion de componentes rio abajo del receptor
y no necesariamente a través de ligandos Wnt, como por ejemplo la mutacién de
APC, que impide la degradacién normal de (3-catenina. Asimismo, la sobreactiva-
cién de las kinasas CK2 y AKT promueven la estabilizacién 3-catenina y su migra-
cion al nucleo, potenciando su papel como coactivador transcripcional (Widelitz et

al., 2005; Tapia et al., 2006; Ponce et al., 2011a).

4.3.2. La proteina kinasa CK2 y su papel en la ruta Wnt/(3-catenina

Un conocido regulador positivo de la ruta de sefializacién Wnt/B-catenina es
la proteina serina/treonina kinasa CK2, que tiene un papel importante en varios
procesos celulares relacionados con la expresion génica, proliferacién y viabilidad
celular (Trembley et al., 2010; Niefind et al., 2009; Tapia et al., 2006)

CK2 estad formada por dos tipos de subunidades, una catalitica (« 0 o) y una
regulatoria (), estableciéndose un heteroetramero que se puede encontrar en las
combinaciones ay03,, o232 0 ao’B2 (Niefind et al., 2001; Niefind et al., 2009). Ambas

subunidades regulatorias forman un dimero que favorece la unién de las subuni-
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dades cataliticas, generando una estructura tipo mariposa que representa el esta-
do méaximo de activacién (Figura 4). La secuencia consenso para fosforilacion de
los sustratos proteicos de CK2 es S/TXXD/E/?Y/?S/PT y se ha descrito que gene-
ralmente se encuentra préxima a regiones predominantemente acidicas, es decir,
ricas en residuos D, E, o un residuo fosforilado (*) (Trembley et al., 2010; Meggio

y Pinna, 2003).

Figura 4: Proteina kinasa CK2. Representacion de la estructura de CK2 obteni-
da por cristalografia. En azul se muestran las dos subunidades cataliticas o y en
naranjo las subunidades regulatorias . La figura se realiz6 con el programa Py-
Mol 1.7.0.0-1 utilizando el archivo PDB IJWH obtenido por difraccién de rayos X
(Niefind et al., 2001).
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Los niveles proteicos de CK2, en particular de la subunidad catalitica «, se en-
cuentran aumentados en diversos tipos de cancer, incluido el cdncer colorrectal, y
su sobreexpresion en modelos celulares y/o animales se correlaciona con un au-
mento en proliferacién y disminucién de la apoptosis, entre otras caracteristicas
importantes en el desarrollo tumoral (Litchfield, 2003).

Se conocen mas de 300 sustratos de CK2, lo que se relaciona con su rol en di-
versos procesos celulares, como por ejemplo replicacidn, transcripcién, traduccién,
proliferacién y muerte celular (Litchfield, 2003; Meggio y Pinna, 2003; Trembley
et al., 2010). Muchos de estos procesos estan desregulados en cancer, donde CK2
tiene un rol fundamental, por ejemplo, promoviendo proliferacién mediante la
fosforilacién de proteinas reguladoras del ciclo celular, como p53, p27XP!1, p34cde2,
cdc34, Topoisomerasa II, entre otros (Litchfield, 2003).

En nuestro grupo de investigacion se ha descrito que CK2 tendria un rol impor-
tante en la disminucion de la muerte a través de la activacion de la ruta Wnt/3-
catenina y la subsecuente expresion de una proteina inhibidora de la apoptosis
(IAP), Survivina, o regulando otras rutas de sefializacién, como la de PI3K/AKT
(Tapia et al., 2006; Ponce et al., 2011a y 2011b). Asimismo, se ha descrito que CK2
puede promover la viabilidad de células de cancer colorrectal mediante la regula-
cion positiva de la expresion de la enzima COX-2 y la consecuente produccién de
PGE-2, lo que liga a CK2 con la progresion tumoral por la produccién de factor
soluble auto y paracrino (Yefi et al., 2011). Estas caracteristicas, sumada a muchas
otras, han llevado a sugerir que en las células cancerigenas se produciria una suerte

de “adiccién” a CK2 (Ruzzene y Pinna, 2010).
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4.3.3. Rol de CK2 en estabilidad de proteinas

Se ha descrito que CK2 regula negativamente la degradacién proteasomal de
ciertas proteinas. Por ejemplo la fosforilacion de c-Myc por CK2 previene su de-
gradacién proteasomal, potenciando la transcripciéon de genes involucrados en la
progresion del cdncer (Duncan y Litchfield, 2008).

Otros trabajos han demostrado que CK2 fosforila a $-catenina en residuos dis-
tintos a los residuos que favorececen su ubiquitinacion, estabilizandola y prote-
giéndola de su degradacion proteasomal a través de un mecanismo relacionado
con el bloqueo de la unién de APC en el complejo de degradacién (Song et al.,
2000). En este sentido, estudios realizados en nuestro grupo han mostrado que
la estabilizacién de p-catenina por la Ser/Thr-kinasa AKT/PKB, también seria un
evento regulado en parte por CK2, ya que esta ultima fosforilaria a AKT en Ser129,
hiperactivandola, promoviendo la estabilizacién de {-catenina y favoreciendo su

localizacion nuclear (Ponce et al., 2011ay 2011b).

4.4. Eje Endotelina-1 en cancer
4.4.1. Eje Endotelina-1

Uno de los genes blancos de la ruta Wnt/(-catenina y que ultimamente ha re-
cibido mucha atencion por su participacion como mitdgeno es EDN1, que codifica
el precursor de Endotelina-1 (ET-1), un péptido con variadas funciones celulares
(Smollich y Wiilfing, 2007). ET-1 se genera inicialmente a partir del precursor
PrePro-Endotelina-1 (PrePro-ET-1) de 212 aminodacidos, el cual es procesado por
una endopeptidasa a Big-Endotelina-1 (Big-ET-1), de 39 aminodcidos. Posterior-

mente, la generacién del péptido (ET-1) activo se lleva a cabo por la Enzima Con-
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vertidora de Endotelina-1 (ECE-1), la cual rompe el enlace entre el triptéfano 21
y la valina 22, produciendo un péptido de 21 aminoacidos con actividad biologica

(Shimada et al., 1995; Valdenaire et al., 1999a) (Figura 5).

ET-1
Big-ET-1 m@o@g £ @La)
L 4
~—"

PrePro-ET-1
(2 12 aa) Endopeptidasas
intracelulares

Figura 5: Biosintesis de Endotelina-1. En la figura se muestra la expresién del
gen EDN1, que codifica el precursor PreProEndotelina-1 (PrePro-ET-1), el cual es
procesado intracelularmente por una endopeptidasa a Big-Endotelina-1 (Big-ET-1).
Posteriormente, la Enzima Convertidora de Endotelina-1 (ECE-1), mostrada como
un homodimero de membrana, produce el péptido activo (ET-1) de 21 aminodacidos
(Shimada et al., 1995).



La funcién celular de ET-1 es mediada por dos tipos de receptores acoplados a
proteina G, ETaR y ETbR, desencadenando diversos eventos de sefializacidn rela-
cionados con su rol vasoactivo y en proliferacién celular (Khimji y Rockey, 2010).
Se ha descrito que ET-1 es un péptido altamente vasoactivo que tiene funciones im-
portantes en la vasoconstriccidn y regulacion cardiaca, por lo que su desregulacion
influye directamente en la generacion de diversas enfermedades, como hiperten-
sion y falla renal aguda (Khimji y Rockey, 2010).

Sin embargo, ET-1 también tiene una participacion relevante en el crecimiento
y proliferacion celular, lo que significa que posee un alto potencial mitogénico y
se ha sugerido que existe una estrecha relacion entre alteraciones en el eje ET-1 y

diversos tipos de cancer, entre ellos el colorrectal (Rosano et al., 2013).

4.4.2. Alteraciones del eje ET-1 en cancer

La expresién aberrante de ET-1 y sus receptores o la alteracion de los elemen-
tos involucrados en esta via de sefializacion, pueden contribuir a la iniciacién y/o
progresion tumoral, ya sea de forma autocrina o paracrina. En diferentes tipos
de cancer, incluido el colorrectal, se ha propuesto que la activacién aberrante del
eje ET-1 frecuentemente se relaciona con mal prondstico. Esto se debe a que la
sefializacion de ET-1 puede promover proliferacidon celular, sobrevivencia, transi-
cion epitelio-mesénquima, alteracion de la respuesta inmune o resistencia a drogas
(Rosano et al., 2013) (Figura 6). Es por esto que los receptores de ET-1 se han pro-
puesto como blancos terapéuticos y se ha demostrado que el uso de antagonistas
puede disminuir la progresién tumoral en modelos animales, sin embargo, estos
estudios todavia no se han desarrollado en el area clinica, haciéndose necesario la

evaluacion de otros factores y proteinas del eje ET-1 (Rosano et al., 2013).
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Figura 6: Rutas de sefalizacion activadas por ET-1. El receptor de Endotelina-1,
cuya isoforma predominante en cancer es el tipo A (ETpR), que se acopla a una
proteina Go (generalmente q) y/o a proteinas de andamiaje, como [-arrestina. Es-
to gatilla la activacién de diversas rutas de sefializacién y proteinas, tales como
PLCB, MAPK, PI3K, Adenilato ciclasa, Rho-GEFs, entre otras, asi como la activa-
cién cruzada de receptores tirosina kinasa, activando las rutas de SRC y RAS. La
activacién de estas rutas puede conducir a un aumento en la proliferacién celular,
inhibicién de la apoptosis, angiogénesis y remodelacion del citoesqueleto, todas
estas caracteristicas fundamentales en la progresion tumoral (Rosano et al., 2013).

22



4.4.3. Rol de ECE-1 en el Eje Endotelina-1

El péptido activo ET-1 tiene una vida media de sélo 1 minuto, siendo procesado
e inactivado por la enzima Neprilisina (NEP). En consecuencia, sus efectos bioldgi-
cos son completamente dependientes de la continua conversion de Big-ET-1 a ET-1
por la Enzima Convertidora de Endotelina-1 (ECE-1) (Rosano et al., 2013).

La ECE-1 es una metaloproteasa integral de membrana tipo II, perteneciente a
la familia M13 de metaloproteasas dependientes de zinc. Otros miembros de esta
familia son NEP, el antigeno de grupo sanguineo (Kell), la endopeptidasa neutra
reguladora de fosfato (PHEX), la enzima convertidora X (XCE) y diversas endopep-
tidasas secretadas solubles (Pelayo et al., 2011). La ECE-1 estd constituida por un
dominio catalitico extracelular (C-terminal), una regiéon de transmembrana y un
pequefio dominio citoplasmdtico (N-terminal) de aproximadamente 60 residuos.
Su localizacion en la membrana celular corresponde a un dimero unido por puen-
tes disulfuros (Shimada et al., 1996) (Figura 7). Su sintesis se inicia en el reticulo
endoplasmadtico y se glicosila en el complejo de Golgi, llegando finalmente a la

membrana plasmatica (Shimada et al., 1996).
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Figura 7: Estructura de la Enzima Convertidora de Endotelina-1. Esquema re-
presentativo de ECE-1 en la membrana celular formando un homodimero. Se
muestra la coordinacion de Zinc en el dominio catalitico extracelular, el puente
disulfuro y los diez sitios putativos de glicosilacién por subunidad (Shimada et al.,
1996).
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4.4.4. Isoforma c de la Enzima Convertidora de Endotelina-1

Se ha descrito cuatro isoformas de ECE-1 (a, b, ¢, d) que difieren en la secuen-
cia de la regidon N-terminal, localizacién subcelular y distribucién en los tejidos,
sin embargo, todas tienen propiedades cataliticas similares (Schulz et al., 2009).
El gen codificante de ECE-1c estd ubicado en el cromosoma 1, compuesto por 19
exones. Las diferencias en la regién N-terminal entre las cuatro isoformas se de-
ben a variaciones de corte y empalme de los exones 1-4 y por la presencia de un
promotor independiente para cada isoforma (Shimada et al., 1996; Muller et al.,

2003) (Figura 8).
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Figura 8: Estructura génica y peptidica de las distintas isoformas de ECE-1.
Arriba, estructura del gen conteniendo los promotores alternativos para cada iso-
forma. Al medio, las variantes peptidicas de cada isoforma. Abajo, la estructura
esquematica de ECE-1, en donde RV es la regién intracelular variable de cada iso-
forma, en naranjo la porcion intracelular comun, y TM la fraccion transmembrana.
HELTH corresponde al motivo de unién a zinc. Modificado de Mac Leod et al.,
2002.
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Las variaciones en secuencia proteica son minimas entre las isoformas b, cy d,
diferencidndose en aproximadamente 15 aminodacidos. Por otro lado, la isoforma
ECE-1a es la que presenta mayor variabilidad en la regiéon N-terminal, con una por-
cidn intracelular de 32 aminoacidos totalmente distinta a las otras tres (MacLeod
et al., 2002). Todas las isoformas presentan la misma regién transmembrana y do-
minio catalitico, y procesan Big-ET-1 con similar eficiencia catalitica, con un pH
optimo de 6,8 (Valdenaire et al., 1999).

La localizacién subcelular de ECE-1 es diferente para cada isoforma: la variante
ECE-1a se ha encontrado localizada principalmente en la membrana plasmatica
y nuclear; ECE-1b se localiza principalmente a nivel de Golgi; ECE-1c se localiza
mayoritariamente en la membrana plasmadtica y vesiculas citoplasmadticas; y ECE-
1d en la membrana plasmatica, en vesiculas endosomales y en Golgi (Schweizer et
al., 1997; Valdenaire et al., 1999; Muller et al., 2003; Jafri y Ergul, 2003; Kuruppu
et al., 2010) (Figura 9).

4.4.5. Rol de ECE-1c en cancer

Se ha descrito que la expresion de la enzima ECE-1 es elevada en distintos tipos
de cancer, como pulmén, glioblastoma, boca, tiroides y colon (Awano et al., 2006;
Hong et al., 2010). Interesantemente, la isoforma ECE-1c se ha descrito como la
variante mas importante en la progresién tumoral, ya que es la que presenta mayor
expresion en tejidos y lineas celulares tumorales (Awano et al., 2006; Hong et al.,
2010).

Distintos autores han planteado que la isoforma ECE-1c es importante en la

progresién del cancer mamario y prostdtico, ya que al ser sobrexpresada en lineas
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Figura 9: Localizacion subcelular de ECE-1c. Inmunofluorescencia de ECE-1c en
células CHO-K1 (Modificado de Schweizer et al., 1997).
celulares se ha observado un aumento de la invasion in vitro en camaras de Trans-
well/Matrigel (Smollich et al., 2007; Lambert et al., 2008). En contraparte, se ha
observado un rol totalmente distinto de la isoforma ECE-1a, ya que al ser sobrex-
presada en células de cancer prostatico su potencial invasivo se ha visto disminuido
a pesar de que también participa en la produccion de ET-1 (Lambert et al., 2008).
Si bien, los efectos de ET-1 en la progresion tumoral son dependientes de la ac-
cion catalitica de ECE-1, no existen evidencias sustantivas que demuestren que esta
enzima tiene un rol en invasién celular de manera dependiente de la produccién
de ET-1. Incluso en un modelo de cancer prostatico se ha propuesto que los efectos
de ECE-1, particularmente de ECE-1c, no serian dependientes de ET-1 (Lambert et
al., 2008). Estos mismos autores han propuesto que las isoformas ECE-1b y ECE-1d
no presentan grandes variaciones en su expresion en células tumorales y tampoco
se ha visto que su sobrexpresion incremente la invasidn in vitro.

Como ya se ha mencionado, estas isoformas presentan distinta localizacidn sub-
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celular y su secuencia peptidica es sélo distinta en la porcién N-terminal, lo que
sugiere que esta fraccion aminoacidica de ECE-1c es clave en su distribucién y
probablemente también en su funcién en invasion celular. Lo anterior reviste gran
relevancia, ya que sélo un pequefio numero de aminodcidos localizados en el ex-
tremo N-terminal de ECE-1c serian los responsables de la capacidad invasiva ob-
servada en células de cancer de prostata (Lambert et al., 2008). Al respecto, se ha
descrito que ECE-1c es fosforilada en su extremo N-terminal por la proteina kinasa
PKC en Thr4 y Ser35, lo que aumentaria su actividad catalitica y favoreceria su
localizacion en la membrana celular, pero hasta la fecha no se ha demostrado si
este proceso tiene alguin efecto directo en la progresiéon tumoral ni en su rol en

invasién (Smith et al., 2006; Kuruppu et al., 2010; Kuruppu et al., 2012ay 2012b).

En este sentido, un andlisis in silico realizado en nuestro grupo mostré que la
region N-terminal citoplasmatica de ECE-1c (NT-ECE-1c) presenta tres sitios putati-
vos de fosforilacién por la proteina kinasa CK2, Thr9, Ser18 y Ser20. No obstante,
no se ha descrito si estas fosforilaciones ocurren a nivel celular y, menos atn, si
tienen un rol en su funcién promotora de la invasion celular. De ocurrir lo anterior,
se podria sugerir a la ECE-1c como un potencial blanco de CK2 y eventualmente
podria tener un papel en la progresion tumoral, especificamente en la invasion de

células de cancer de colon.
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4.5. Hipotesis y Objetivos:

En sintesis, la literatura indica que:

CK2 fosforila a un gran nimero de proteinas, regulando diversos procesos

involucrados en el desarrollo del cancer de colon.

= CK2 promueve la estabilidad de diversas proteinas a través de su fosforila-

cion.

= ET-1 es un mitégeno relevante en cancer colorrectal y su activacién depende

de ECE-1.

= La expresion de ECE-1 estd aumentada en distintos tipos de cdncer, incluido

cancer de colon.

= ECE-1c es la tnica isoforma capaz de incrementar el fenotipo invasivo en

células de cancer prostatico.

= La region N-terminal de ECE-1c presenta tres sitios putativos de fosforilacién

por CK2.

En consecuencia, la hipdtesis de esta tesis es:

“La proteina kinasa CK2 fosforila y estabiliza a ECE-1c, promoviendo la

invasividad de células de cancer colorrectal”.
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4.5.1. Objetivos

Objetivo General Determinar si la proteina kinasa CK2 fosforila a ECE-1c en su
extremo N-terminal afectando su estabilidad y si esto tiene un efecto en el potencial
invasivo de células de cancer colorrectal.

Objetivos Especificos

OE1. Determinar si CK2 fosforila a ECE-1c en su regiéon N-terminal in vitro y en

lineas celulares de cancer colorrectal.

OE2. Estudiar si CK2 regula mediante fosforilacién la estabilidad ECE-1c en célu-

las no tumorales y de cancer colorrectal.

OE3. Evaluar si CK2 regula via ECE-1c la migracion e invasividad in vitro de célu-

las de cancer colorrectal.
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5. Materiales y métodos

5.1. Tampones y soluciones

1. Medio de cultivo LB: 10 g/L Triptona; 5 g/L Extracto de levadura; 5 g/L

Cloruro de Sodio.
2. Medio de cultivo LBA: LB suplementado con 100 yg/mL Ampicilina.

3. Buffer universal de digestion de DNA: 1 M Acetato de Potasio; 250 mM de
Tris pH 7,6; 100 mM Acetato de Magnesio; 5 mM [3-mercaptoetanol; 7 ug/mL

albumina sérica bovina.

4. Buffer de Elucion de DNA: Acetato de Sodio, 0,3 M SDS, 0,1 % Cloruro de
Magnesio, 10 mM Tris, 10 mM (pH 6.8).

5. Solucidén de Tincion de proteinas: 0,1 % Azul de Coomassie; 50 % Metanol;

10% Acido Acético.
6. Solucién Decolorante: 20 % Metanol; 10 % Acido Acético.
7. Buffer PBS-T: 1X PBS; 0,1 % Tween20.
8. Buffer PBS-T-L5 %: PBS-T; 5 % leche descremada.
9. Buffer de lavado de columna: 50 mM HEPES; 5 % Glicerol; 1 mM [-mercaptoetanol.

10. Buffer de dilucion de proteinas: 10 mM HEPES; 5 mM (-mercaptoetanol;
20 % Glicerol.

11. Buffer de didlisis de proteinas: 50 mM Tris pH 8; 1 mM (-mercaptoetanol;

0,01 % Triton X-100; 150 mM Cloruro de Sodio, 10 % Glicerol.

31



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Buffer de fijacion para inmunocitoquimica: 4% Paraformaldehido; 100
mM PIPES pH 6,8; 40 mM Hidréxido de Potasio; 2 mM EGTA; 2 mM Cloruro

de Magnesio.

Solucion de fosforilacion 5X: 250 mM HEPES; 37,5 mM Cloruro de Potasio;
35 mM Cloruro de Magnesio; 2,5 mM DTT; 0,25 mM ATP.

Solucion de fosforilacion H-0: 20 mM HEPES pH 7,9; 2 mM EGTA; 5 mM

DTT; 0,1 mM PMSF; 10 % glicerol.

Buffer de carga de proteinas 4X: 0,25 M Tris-HCI pH 6,8; 8% p/v SDS;

40 % Glicerol; 0,04 % p/v Azul de bromofenol; 20 % [3-mercaptoetanol.

Buffer de lisis para IP: 1% NP-40; 20 mM Tris pH 7,4; 50 mM Cloruro de

Sodio; inhibidor de fosfatasas y de proteasas 1X.

Buffer I ubiquitinaciéon: 6 M Cloruro de Guanidinio; 0,1 M Na,HPO,/NaH,PO,
pH 8; 10 mM Tris-HCI pH 8; 0,1 % Triton-X 100; 5 mM Imidazol; 10 mM (-

mercaptoetanol.

Buffer II ubiquitinacion: 8 M Urea; 0,1 M Na,HPO,/NaH4PO, pH 8; 10 mM

Tris-HCI pH 8; 0,2 % triton-X 100; 5 mM Imidazol; 10 mM B-mercaptoetanol.

5.2. Construccion de los vectores

5.2.1.

Amplificacion y purificacidn de la secuencia codificante del fragmento

N-terminal de ECE-1c

Los partidores disefiados amplifican el extremo 5’ de ECE-1c, correspondiente

a los primeros 300 nucledtidos que codifican la regién intracelular y la porcién

transmembrana de la proteina. Sus secuencias se detallan en la Tabla 1.
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Para la reaccidn de PCR se utilizé la DNA polimerasa Taq Platinum HiFi de Invi-
trogen. Se amplific6 la banda utilizando el vector pCDNA-3-ECE-1c como templado
en un volumen total de 50 yL y se verific en un gel de agarosa al 1% utilizando
Gel Red para la visualizacién de las bandas de DNA en transiluminador UV. El pro-
grama de PCR se detalla en la Tabla 2. El producto de PCR se cloné entre los sitios
EcoRI/BamHI del vector pGEX-2T (GE Healthcare, UK). La secuencia que codifica
la regiéon N-terminal de ECE-1c fusionada a GFP se amplific utilizando los parti-

dores NT2 (Tabla 1) y se clondé en el vector pEGFP-N1 (Clontech, CA, USA).

Tabla 1: Partidores utilizados para subclonamiento. NT1 directo y NT1 reverso
amplifican el cDNA del extremo 5’ de ECE-1c (residuos 1 a 100) y se utilizaron
para el subclonamiento en el vector pGEX-2T. NT2 directo y NT2 reverso amplifi-
can el cDNA del extremo 5’ de ECE-1c (residuos 1 a 100) y se utilizaron para el
subclonamiento en el vector pEGFP-N1.

Partidor Secuencia 5’ - 3’

NT1 Dir ggatccatgatgtcgacgtacaagegggcc

NT1 Rev geggecgcetecatggagetcaagatggag

NT2 Dir ccggaattccggatgatgtcgacgtacaagegg

NT2 Rev cgggatcccgetecatggagetcaagatggag

Para la purificacion del fragmento, el producto de PCR se carg6 en un gel de
acrilamida al 5%, se incubd con Gel Red por 5 minutos y se visualizé en luz UV.
Se corto la porcidn correspondiente a la banda amplificada y se incubd con 1,2 mL
de buffer de elucién de DNA a 37°C por toda la noche en agitacion fuerte. Luego,
para eliminar los restos de acrilamida se centrifugé por 15 minutos a 4000 rpm a
4°C. Para precipitar el DNA, el sobrenadante se incubé con 0,7 volimenes de iso-
propanol al 100 % por 30 minutos a -80°C y se centrifugd por 10 minutos a 13000
rpm. El precipitado se lavé con etanol al 80 % y se centrifugd nuevamente en las

mismas condiciones de velocidad y tiempo. El pellet se resuspendié en 10 pL de
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agua libre de nucleasas.

Tabla 2: Programa PCR convencional
Temperatura (°C) Tiempo N° Ciclos

94 3 —
94 30"
60 45" 30
72 45"
72 5 —

5.2.2. Subclonamiento en vector transportador pGEM-T-easy

Para el sublonamiento en vector pGEM-T-easy se sigui6 la misma metodologia
para el fragmento que fue clonado en pGEX-2T y en pEGFP-N1.

Ligacion en pGEM-T-easy: por separado, se mezclaron 7 uL de cada producto
de PCR, 1 yg de vector pGEM-T-easy, 3 unidades de Ligasa del fago T4, buffer de
ligacién, en un volumen final de 10 pL y se dejé a temperatura ambiente por 48
horas. Luego, se electroporé 1 uL del producto de ligacién en 30 ul de bacterias
E. coli DH5u electrocompetentes y se dejo creciendo en 1 mL de medio TB por 30
minutos a 37°C con agitacion fuerte. Posteriormente, se centrifugd por 5 minutos
a 4000 rpm a 4°C y se resuspendio el pellet en 200 uL de LB. Se sembré dicho
volumen en placas LBA/XGal y se incub6 a 37°C por 12 horas.

Selecciéon de colonias transformantes: se seleccionaron 5 colonias blancas y
se crecieron toda la noche en 5 mL de medio liquido LBA a 37°C con agitacion
fuerte. Se extrajo el DNA plasmidial siguiendo el protocolo estdndar de lisis alcalina
y luego de liberar el fragmento con la enzima EcoRI, se analizaron a través de

electroforesis en agarosa al 1% en presencia de Gel Red.
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5.2.3. Subclonamiento en los vectores pGEX-2T y en pEGFP-N1

Obtencidn de inserto desde pGEM-T-easy-NT-ECE-1c: Se selecciond un clon po-
sitivo y se le extrajo el DNA plasmidial correspondiendo al constructo pGEM-T-easy-
N-ECE-1c. Se realiz6 la digestién enzimdtica con BamHI utilizando 10 unidades de
enzima y buffer universal de digestion a una concentracién final de 1,5X en un
volumen total de 20 uL, y se incubdé a 37°C por 10 horas. Se verificé la lineari-
zacién del vector y se agregaron 10 unidades de EcoRI. Finalmente, se verificé la
liberacidn del inserto y se purificé a partir de un gel de acrilamida al 5 %, se eluyd
y precipitd en las mismas condiciones descritas anteriormente.

Digestion de los vectores pGEX-2T y pEGFP-N1: Se realiz6 la digestién de ambos
vectores por separado con las enzimas BamHI y EcoRI en las mismas condiciones
utilizadas en la digestién del inserto. Luego, se purificé en un gel de acrilamida al
5% y se escindié la banda utilizando el mismo protocolo de purificacién y preci-
pitaciéon de DNA descrito anteriormente. El plasmidio se resuspendi6 en 20 uL de
agua libre de nucleasas.

Ligacion: Previo a la ligacién, se cuantificaron las soluciones de DNA de inserto
y vector. La reaccién se realizé siguiendo los protocolos de Sambrook y Russell
realizando ademds una ligacién control de vector sin inserto. De cada muestra
se electropord 1 uL del producto de ligacion en 30 uL de bacterias E. coli DH5u
electrocompetentes y se dejo creciendo en 1 mL de medio TB por 30 minutos a
37°C con agitacidn fuerte. Posteriormente, se centrifugo6 por 5 minutos a 4000 rpm
a 4°C y se resuspendid el precipitado en 200 uL de TB. Se sembré todo el volumen
en placas LBA y se incubd a 37°C por 12 horas. El mismo procedimiento se realizé
con la muestra de control negativo.

Seleccién de colonias transformantes: Se seleccionaron cinco colonias y se cre-
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cieron toda la noche en 5 mL de LBA a 37°C con agitacién fuerte por 12 horas.
Se extrajo el DNA plasmidial de cada cultivo mediante el kit de miniprep Qiagen y
la presencia del inserto se confirmé mediante el analisis de restriccion y por PCR

convencional.

5.2.4. Generacion de mutantes

Para todas las mutagénesis se utilizo el kit de mutagénesis GeneArt Site-Directed
Mutagenesis kit de Life Technologies™ y se siguieron las instrucciones indicadas
por el fabricante. El protocolo general consiste en metilar el DNA templado y am-
plificar con partidores que contengan la mutacién (Tabla 3).

Posteriormente el DNA metilado se degrada y se realiza una reaccién de recom-
binacion para recircularizar el vector lineal previamente amplificado. Finalmente
se transforman bacterias E. coli DH5a quimiocompetentes y se extrae el DNA plas-
midial mediante miniprep, el cual es secuenciado.

En esta tesis se utilizd como templado el plasmidio pLVX-IRES-ZsGreen1-ECE-
1c, construido previamente en nuestro laboratorio a partir del cDNA de ECE-1c
humana extraido desde el vector pcDNA-ECE1c utilizando las endonucleasas Xbal
y EcoRI. La secuencia fue insertada en el sitio de multiclonamiento del vector lenti-
viral pIVX-IRES-ZsGreen1, que posee el promotor de CMV y ademads una secuencia
IRES para expresion bicistronica de GFP (Tesis de Pablo Cabello). En este escrito,

se denominard pLVX-ECE-1c.
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Tabla 3: Partidores utilizados para mutagénesis.

Partidor Secuencia 5’ - 3’

Fw-T9A acgtacaagcgggecgegetggacgaggagg
Rv-T9A cctectegtecagegeggeccgcettgtacgt
Fw-T9D acgtacaagcgggcecgatctggacgaggaggac
Rv-T9D gtectectegtecagateggeecegettgtacgt

Fw-S18,20A  gaggacctggtggacgcgetegecgagggegacgceat
Rv-S18,20A atgcgtcgececteggegagegegtecaccaggtecte
Fw-§18,20D gaggacctggtggacgatctcgatgagggegacgeatac
Rv-S18,20D  gtatgcgtcgccctecatcgagategtecaccaggtecte
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pLVX-ECE- 1cT9A,518,20A

Se utilizd el vector pLVX-ECE-1c como templado, el cual se amplificé utilizan-
do los partidores Fw-T9A y Rv-T9A. Se eliminé el DNA metilado y se realizé la
reaccion de recombinacién del DNA lineal previamente amplificado. De esta forma
se obtuvo la mutante pLVX-ECE-1c™A. Esta construccion se utilizé como templado
para la segunda reaccion de mutagénesis utilizando los partidores Fw-S18,20A y

Rv-S18,20A.

pIVX-ECE-1cToP:518,20D

Se utilizd el vector pLVX-ECE-1c como templado, el cual se amplific utilizan-
do los partidores Fw-T9D y Rv-T9D. Se elimind el DNA metilado y se realizd la
reaccion de recombinacién del DNA lineal previamente amplificado. De esta forma
se obtuvo la mutante pLVX-ECE-1¢™P. Esta construccién se utilizé como templado
para la segunda reacciéon de mutagénesis utilizando los partidores Fw-S18,20D y

Rv-518,20D.

5.3. Expresion y purificacion de proteinas recombinantes

Las construcciones para expresar las proteinas His-CK2a (pT7-CK2a) y GST-
CK2( (pGEX-2T-CK2B) son parte de los insumos presentes en nuestro laboratorio y
ya han sido publicados (Tapia et al., 2002).

5.3.1. Induccién de la expresion

La induccidén de la expresion de His-CK2q« se realizo en E. coli BL21 utilizando 1

mM IPTG por 3 horas a 37°C. La induccién de la expresion de la variante de CK23
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no fosforilable fusionada a GST (GST-CK23%23%) y GST se realizé en E. coli DH5a

utilizando 0,3 mM IPTG por 1,5 horas a 25°C.

5.3.2. Purificacion

Se cargaron 25 mL de la fraccion soluble del lisado bacteriano en una columna
de Ni*2-NTA (His-CK20u) o Glutatién-Agarosa (GST-CK2( y GST-NT-ECE-1c). Se de-
jo fluir todo el volumen mediante gravedad y se lavo con siete volumenes de buffer
de lavado de columna. Posteriormente, se eluyé con 300 mM imidazol o 20 mM
glutatiéon reducido para las proteinas fusionadas a etiqueta de histidinas o GST,
respectivamente. Se colectaron fracciones de 500 uL, las que fueron analizadas por
SDS-PAGE y western blot. Finalmente, las fracciones con mayor concentracion de

proteina se dializaron en 500 mL de buffer de didlisis.

5.4. Ensayo de fosforilacién in vitro

Se preincubaron 20 pmoles de His-CK2a por 10 minutos a temperatura ambien-
te, en presencia o ausencia de 20 pmoles de GST-CK2(5%3C. Luego se agregaron 15
pmoles de GST-NT-ECE-1c o GST como control. Se agregaron 5 uL de solucién de
fosforilacién 5X, 1 uCi de [y**P]-ATP y se completd el volumen con solucién amor-
tiguadora H-0. La mezcla fue incubada 30 minutos a 30°C. La reaccién se detuvo
con 6 yL de buffer de carga denaturante 4X. Las proteinas fueron cargadas en un
gel SDS-PAGE, el cual se expuso en una pelicula de revelado por 16 horas a -80°C.
Se reveld la pelicula y se obtuvo la autorradiografia. Para el ensayo de fosforilacién
se utilizé el inhibidor de CK20, TBB, a una concentracién final de 100 uM. En los

otros ensayos se agregé DMSO como control.
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5.5. Espectrometria de masas

Se realizé un ensayo kinasa in vitro utilizando GST-NT-ECE-1c como sustrato de
CK2, tal como se detalla en el punto 5.4, pero en ausencia de ATP radiactivos. La
muestra se tratd con tripsina y los péptidos tripticos se separaron por cromatografia
liquida (Waters 2695 Separation Module) acoplada a un espectrometro de masas
de ionizacién positiva por electrospray (ESI+/Waters Quattro Micro) en el centro
de proteémica del Instituto Hospital del Mar, en Barcelona, Espafia. Las secuencias
obtenidas se analizaron in silico contra una base de datos de proteinas humanas

(sp_human 2015 04 VDAH) utilizando el algoritmo Mascot v1.4.

5.6. Cultivo celular y transfeccion

Células embrionarias de rifidon HEK-293T se crecieron en medio DMEM high
glucose suplementado con suero fetal bovino (FBS) al 10 % y antibidticos (10000
U/mL penicilina, 10 ug/mL estreptomicina). Células de cdncer DLD-1 se crecieron
en medio RPMI 1640 suplementado con FBS al 10 % y antibi6ticos. Ambas lineas
celulares se cultivaron a 37°C en atmosfera hiumeda con CO, al 5 %. Para transfec-
cion se utilizo el reactivo Lipofectamina 2000 siguiendo las insrucciones del fabri-
cante. En células HEK-293T se utiliz6 una relacion 1:3 de ugDNA:Lipofectamina y
la transfeccién se llevd a cabo por 4 horas. En células DLD-1 se utilizé una relacién

1,5:8 de uygDNA:Lipofectamina y la transfeccion se llevé a cabo por 12 horas.

5.7. Transcripcion reversa y RT-qPCR

Se utilizo el kit EZNA Total RNA Kit I (Omega Biotek) para la extraccion y pu-

rificacién del RNA, siguiendo las instrucciones del fabricante. El cDNA se sintetizé
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con 3 ug de RNA total, 1,5 yL de partidores degenerados (Invitrogen) y agua libre
de nucleasas a 17 yL de volumen total. La mezcla se incubé a 70°C por 5 minutos.
Se agreg6 a cada muestra 5 uL. de M-MLV Reverse Transcriptase Buffer 5X (Invi-
trogen), 1,25 uL mix dNTPs 10 mM, RNAsa Out (Invitrogen) 0,75 uL y 1 uL de
transcriptasa reversa M-MLV (Invitrogen). Las muestras se incubaron a 60°C por
37 minutos y finalmente a 90°C por 10 minutos. El cDNA amplificado se diluyd 5
veces en agua libre de nucleasas y se amplificd por qPCR utilizando el master mix
KapaTM SYBR-FAST Master Mix 2X (Kapa Biosystems). Los partidores utilizados
fueron 5’agcacgcgagctatgatgtd’ y 5’'gggcetgtggaagttcacct3’ para ECE-1c y 5’ttgacg-
gaagggcaccaccag3’ y 5’gcaccaccacccacggaatcg3’ para 18S (Tesis Doctoral de Pablo

Cabello).

5.8. Western blot

El lisado celular se realizé con buffer RIPA suplementado con una mezcla de
inhibidores de proteasas. Se cuantifico la concentracion de proteinas y se agrego
buffer de carga denaturante y se calentaron a 100 °C por 5 minutos. Las proteinas
fueron separadas por SDS-PAGE en geles de acrilamida/bis-acrilamida en condi-
ciones denaturantes y luego se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. Las
membranas fueron bloqueadas con buffer PBS-T con leche descremada al 5% y se
incubaron con su respectivo anticuerpo primario diluido en la misma solucion de
bloqueo. Luego las membranas se lavaron 3 veces con PBS-T por 10 minutos y fue-
ron incubadas con su respectivo anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa de
rabano (HRP) diluido en PBS-T. Se lavaron 4 veces con PBS-T por 10 minutos cada
lavado y la deteccion se realizé con un reactivo de quimioluminiscencia utilizando

films fotograficos de revelado. Sdlo en el ensayo de fosforilacion en lineas celulares
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los lavados se realizaron con TBS-T, la membrana de nitrocelulosa se bloque6 con
3 % gelatina-TBS-T a 90°C y los anticuerpos se diluyeron en 1% gelatina-TBS-T.

Se utilizaron los siguientes anticuerpos primarios con su respectiva dilucion:
anti-GFP policlonal de Sigma-Aldrich (1:2000), anti-GST policlonal de Sigma-Aldrich
(1:2000), anti-ECE-1 de Abcam (1:2000), anti-fosfo S/T/Y de Abcam (1:500) y
anti-B-actina policlonal de Santa Cruz Biotechnology (1:2000). Se utilizaron los
siguientes anticuerpos secundarios con su respectiva dilucién: anti-cabra y anti-

conejo, ambos IgG-HRP de Santa Cruz Biotechnology (1:2000).

5.9. Ensayo de fosforilacidon en células

Células DLD-1 fueron transfectadas con pLVX-ECE-1c y 16 horas post-transfeccién
fueron tratadas con 100 uM TBB por 24 h. Los lisados celulares fueron preparados
con 500 pL de buffer de lisis de IP. Se incubaron 500 ug de proteina con 2,5 ug
de anti-ECE-1 (1 mg/mL) en rotacion suave por 3 horas a 4°C. Posteriormente se
agrego proteina A/G plus agarosa (1:1) por cada IP y se incub6 por 12 horas en ro-
tacién suave a 4°C. Las muestras se centrifugaron a 3500 RPM por 2 minutos a 4°C.
El precipitado (fraccion IP) y el sobrenadante se resuspendieron en buffer de carga
1X. Finalmente, las proteinas fueron separadas y analizadas mediante western blot

con un anticuerpo anti-ECE-1 y anti-fosfoS/T/Y.

5.10. Ensayo de estabilidad

Células HEK-293T o DLD-1 fueron transfectadas con pEGFP-NT-ECE-1c o pEGFP.
Luego de 16 horas post transfeccién, fueron incubadas con 20 ug/mL cicloheximi-
da (CHX) en presencia o ausencia de 100 uM TBB. El tratamiento se realizo con

ambas drogas en conjunto por 0, 3 ,6 y 12 horas, luego de lo cual se cosecharon
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las células y se prepararon para andlisis de western blot.

5.11. Microscopia confocal

Células DLD-1 (~10°) se sembraron en una placa de 6 cm por 24 horas previo
a la transfeccion con pEGFP-NT-ECE-1c o pEGFP vacio. Luego se tripsinizaron y se
sembraron en cubreobjetos de 12 mm en placas de 24 pocillos y se crecieron en
medio completo. Al dia siguiente, fueron tratadas en presencia o ausencia de 100
uM TBB por 24 horas utilizando DMSO como vehiculo. Terminado el tratamiento,
las células se fijaron con buffer de fijacidon para inmunocitoquimica por 30 minutos.

Las células fijadas se lavaron con PBS, se utiliz6 0,5 mg/mL DAPI para tincién
nuclear. Se volvié a realizar un lavado con PBS y los cubrobjetos se montaron en un
portaobjeto de vidrio con una soluciéon de Mowiol al 10% y DABCO al 2,5 %. Las
muestras se visualizaron con un microscopio confocal (LSM Microsystems Pascal 5
confocal microscope (CarlZeiss, Thornwood, NY)). Las imagenes fueron procesa-

das con el programa computacional Image J 1.48.

5.12. Ensayo de ubiquitinacion

Células DLD-1 fueron co-transfectadas con pLVX-ECE-1c (o sus respectivas mu-
tantes) y p1170-Ubi"'-His. Dieciseis horas post-transfeccién fueron tratadas con
el inhibidor de CK2, CX-4945, a 25 uM por 24 horas. Los lisados celulares fueron
preparados con 500 uL de buffer I desde placas de 10 cm y sonicados en hielo
por 15 segundos a 15 % de potencia. Se adicioné resina de Ni*2-NTA previamente
equilibrada y resuspendida en buffer I y se incubd por 2 horas en rotacién suave
a temperatura ambiente. Luego de centrifugacion a 1300 rpm por 1 minuto, las

muestras se lavaron con 1 mL de buffer I. Se centrifugaron nuevamente y se re-
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pitid el lavado con 1 mL de buffer II. Se realizé un dltimo lavado con 1 mL de
PBS y se centrifugd. Para separar las proteinas unidas a la resina, se agregé 50 uL
de buffer de carga de proteinas 2X y se incubd a 95°C por 3 minutos. Se centrifu-
g6 nuevamente y el sobrenadante se analizé mediante western blot utilizando un

anticuerpo anti-ECE-1.

5.13. Ensayos de migracion e invasion

Para los ensayos de migracidn en 3D, la base externa de la cdmara superior
de transwell™ (Corning, México) fue incubada con 2 ug/mL de fibronectina por
16 horas a 4°C. Posteriormente, se sembraron 50000 células DLD-1 con 200 uL
de RPMI y en el pocillo inferior se agregaron 500 uL. de RPMI con 10 % SFB. Las
células se crecieron a 37°C y 5% CO, por 5 horas. Lds células que migraron se
fijaron y tifieron con 0,1 % cristal violeta y 20 % metanol disuelto en 0,15 M NacCl,
por 1 hora a temperatura ambiente. Las células que no migraron fueron removidas
con un hisopo de algodon. Para los ensayos de invasion, las células se crecieron en
una cdmara superior cubierta con matrigel (Biocoat™ Matrigel™, BD) y tratada
en las mismas condiciones que los ensayos de migracion-3D, pero incubadas por
22 horas. Las células se fijaron y tifieron con 1 % azul de toluidina y 1% borax. En

ambos ensayos, las células fueron contadas en siete campos para cada condicién.

5.14. Ensayo de viabilidad

Se sembraron 10000 células/pocillo en placas de 96 pocillos y 16 horas post-
transfeccién se realizé el ensayo de MTS™ (Promega, Madison, WI) siguiendo las

instrucciones del fabricante.
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5.15. Analisis estadistico

Los resultados fueron obtenidos de al menos tres experimentos independientes
y cuando fue requerido, los datos se analizaron usando las pruebas de compara-
ciones multiples de Dunnett para comparar entre mds de dos condiciones o t de
Student para comparar entre dos condiciones. Se consideré como significativo un

valor de P menor a 0,05.
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6. Resultados

6.1. Objetivo especifico 1: determinar si CK2 fosforila a ECE-1c

en su region N-terminal
6.1.1. Analisis in silico de la region N-terminal de ECE-1c

Se analizo la secuencia aminoacidica de ECE-1c humana para evaluar la exis-
tencia de sitios blanco de fosforilacién por CK2. Interesantemente, el andlisis in
silico utilizando el programa NetPhosK 1.0 arrojé que la porciéon N-terminal cito-
plasmaética de ECE-1c humana contiene tres sitios putativos de fosforilaciéon por
CK2 (Thr9, Ser18 y Ser20). Para evaluar si estos sitios se encuentran conservados,
se realizé un alineamiento utilizando el programa ClustalX 2.1 entre las secuencias
peptidicas humana, de ratén y rata. Se observo que efectivamente estos sitios se
encuentran altamente conservados en este grupo de mamiferos, lo que podria dar

cuenta de la conservacion de su eventual funcién (Figura 10).
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Human MMSTYKRATLDEEDLVDSLSEGDAYPNGLQ 30
Mouse MMSSYKRATLDEEDLVDSLSEGDVYPNGLQ 29

Rat -MSTYKRATLDEEDLVDSLSEGDVYPNGLQ 30
Xkokkkhhkkhhkkhhhhkhkk hhkkkx

Figura 10: Alineamiento de la secuencia N-terminal de ECE-1c de distintas es-
pecies. Se compararon los primeros 30 residuos de ECE-1c humana, Mus musculus
y Rattus norvegicus utilizando el programa ClustalX 2.1. La prediccion de los sitios
putativos de fosforilacién por CK2, conservados en las tres especies (rojo), se reali-
z6 mediante el programa NetPhosK 1.0 Server (con score > 0,5). Simbologia: (*)
residuos 100 % idénticos, (:) sustituciones conservativas (.) sustituciones menos
conservativas.
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6.1.2. Clonamiento, expresion y purificacion de proteinas recombinantes pa-

ra ensayos in vitro.

Para estudiar la fosforilacion de la regién N-terminal de ECE-1c (NT-ECE-1c)
por CK2 se expresaron los 100 primeros residuos de la proteina fusionados a GST
(GST-NT-ECE-1c) para ser utilizada como sustrato de CK2. En la Figura 11 se mues-
tra un esquema de las construcciones pGEX-2T-NT-ECE-1c (también se muestra el
clonamiento del fragmento en el vector pEGFP-N1 que se utilizara en el Objetivo
2).

Para comprobar la presencia de los fragmentos clonados se realizé PCR de la
secuencia codificante NT-ECE-1c en los vectores pGEX-2T y pEGFP-N1 (Figura 11).
Para corroborar el clonamiento, se realizé un andlisis de restriccién de ambas cons-
trucciones utilizando las endonucleasas EcoRI y BamHI (Figura 11). Ambas cons-
trucciones fueron secuenciadas y se comprobd el correcto marco de lectura y au-
sencia de otras mutaciones no deseadas.

La proteina de fusidn resultante fue expresada y purificada mediante cromato-
grafia de afinidad con resina de Glutation-Agarosa (Figura 12B). También fueron
expresadas y purificadas desde bacteria las subunidades catalitica CK2u y la regu-

latoria CK2( fusionadas a etiquetas 6xHis y GST, respectivamente (Figura 12).
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Figura 11: Subclonamiento de la secuencia codificante de la regiéon N-terminal
de ECE-1c (NT-ECE-1c) en los vectores pGEX-2T y pEGFP-N1. A. Esquema par-
cial de las construcciones pGEX-2T-NT-ECE-1c y pEGFP-N1-NT-ECE-1c. (TM: se-
cuencia codificante de la regién transmembrana). B. PCR del subclonamiento de
la secuencia codificante NT-ECE-1c en los vectores pGEX-2T y pEGFP-N1. C. Ana-
lisis de restriccion de ambas construcciones utilizando las endonucleasas EcoRI y
BamHI. Ambas construcciones fueron secuenciadas y se comprobé el correcto mar-
co de lectura y ausencia de mutaciones.
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Figura 12: Expresion y purificacion de la region N-terminal de ECE-1c fusio-
nada a GST (GST-NT-ECE-1c), His-CK2«, GST-CK23 y GST. A. Esquema de los
vectores de expresion utilizados . B. La induccion de la expresién del péptido se
realizé en E. coli DH5« utilizando 0,3 mM de IPTG por 1,5 horas a 25°C. La frac-
cién soluble se cargd en una columna de Glutatién-Agarosa y se eluy6 con 20 mM
glutation reducido. La purificacién se comprobdé mediante western blot utilizando
un anticuerpo anti-GST. M: Marcador de peso molecular. I: input, E: eluidos., L:
lisado celular, SN: sobrenadante, pp: precipitado. C. La induccién de la expresion
de His-CK2a se realiz6 en E. coli BL21 (DE3) utilizando 1 mM IPTG por 3 horas
a 37°C. La fraccién soluble se cargé en una columna de Ni*2-NTA y se eluyé con
300 mM imidazol. La induccién de la expresién de GST-CK235%3¢ y GST se realizé
en E. coli DH5a utilizando 0,3 mM IPTG por 1,5 horas a 25°C. La fraccion soluble
se cargd en una columna de Glutation-Agarosa y se eluyé con 20 mM glutation
reducido. M: marcador de peso molecular. E: eluidos.
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6.1.3. Fosforilacidon in vitro de la region N-terminal de ECE-1c

Las proteinas recombinantes CK2 y GST-NT-ECE-1c fueron incubadas en presen-
cia [y-32P]-ATP por 30 minutos a 30°C. La reaccién se detuvo con buffer de carga de
proteinas, se analizé por SDS-PAGE y se reveld por autorradiografia a -80°C, tal co-
mo se detalla en la seccién de Materiales y Métodos. Se observé que el N-terminal
de ECE-1c es fosforilado tanto por la holoenzima («y83;) como por la subunidad
catalitica (o) sola (Figura 13, primer y tercer carril). Para inhibir la actividad ca-
talitica de CK2 se utilizé el compuesto TBB (4,5,6,7-tetrabromobenzotriazol), el
cual se ha usado exitosamente para inhibir esta kinasa en distintos modelos de
cancer (Trembley et al., 2010). En presencia de este inhibidor, la fosforilaciéon no
ocurrié (Figura 13, segundo carril). Como control negativo se realizé el ensayo con

la proteina GST, la cual no es fosforilada por CK2 (Figura 13, cuarto carril).
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Figura 13: Fosforilacion in vitro de la region N-terminal de ECE-1c por CK2.
Ensayo kinasa in vitro (IVK, in vitro kinase assay). La regién N-terminal de ECE-
1c fusionada a GST fue incubada con CK2 (holoenzima o subunidad catalitica)
en presencia de [y-*2P]-ATP. Se utilizé 100 M TBB como inhibidor especifico de
CK2. Las proteinas marcadas fueron visualizadas mediante autoradiografia. Abajo
se muestra la presencia de los sustratos mediante western blot (WB) utilizando un
anticuerpo anti-GST (N=3).
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Para demostrar los sitios exactos de fosforilacion, se realizé un ensayo kinasa
in vitro utilizando CK2 recombinante (o/) y GST-NT-ECE-1c como sustrato, en au-
sencia de radiactividad, tal como se detalla en la seccion de Materiales y Métodos.
La muestra se traté con Tripsina y los péptidos tripticos se separaron por croma-
tografia liquida acoplada a un espectrémetro de masas de ionizacién positiva por
electrospray (ESI+). Las secuencias obtenidas se analizaron in silico contra una
base de datos de proteinas humanas (sp_human_ 2015 04 VDAH) utilizando el al-
goritmo Mascot v1.4. Los resultados mostraron con 100 % de probabilidad que las
Serinas 18 y 20 de la region N-terminal de ECE-1c son efectivamente fosforiladas
por CK2. Esto se ve reflejado en los picos que presentan un peso molecular mayor,

correspondiente al grupo fosfato unido covalentemente (Figura 14).
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Figura 14: Analisis de la fosforilacion de ECE-1c por CK2 mediante espectro-
metria de masas. Se realiz6 un ensayo kinasa in vitro utilizando CK2 recombinan-
te y GST-NT-ECE-1c como sustrato, en ausencia de radiactividad. La muestra fue
procesada con tripsina y los péptidos tripticos fueron analizados mediante espec-
trometria de masas ESI+. Arriba, se muestra un espectrograma representativo de
uno de los péptidos tripticos y abajo se detalla la secuencia y los residuos de serina

que arrojaron un 100 % de probabilidad de estar fosforilados (Ser18 y Ser20 de la
region N-terminal de ECE-1c).
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6.1.4. Fosforilacion de ECE-1c en un contexto celular

Para evaluar si CK2 fosforila el extremo N-terminal de la proteina completa
ECE-1c, asi como si esto ocurre a nivel celular, se expreso la proteina ECE-1c en
células de cancer de colon DLD-1 mediante transfeccién transitoria con el vector
pLVX-ECE-1c. Las células transfectadas se incubaron en ausencia o presencia del
inhibidor farmacolégico de CK2, TBB. Se inmunoprecipitd la proteina con un an-
ticuerpo especifico anti-ECE-1 y se analizd la fosforilaciéon con un anticuerpo que
reconoce residuos fosforilados de Ser, Thr y/o Tyr. Se observé que la marca de fos-
forilacién fue menor en células que habian sido incubadas con TBB (Figura 15),
indicando que CK2 fosforila a ECE-1c en células de cancer de colon.

Los resultados obtenidos in vitro (fosforilacion y espectrometria de masas) mos-
traron que CK2 fosforila la regién N-terminal de ECE-1c en Ser18 y Ser20. Ademas,
la fosforilacién también ocurriria en un contexto celular, especificamente en células
de cancer de colon DLD-1, que es la principal linea celular utilizada como modelo

en esta tesis.
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Figura 15: Fosforilacion de ECE-1 a nivel celular. Células de céncer de colon
DLD-1 que expresaron de forma transitoria la proteina ECE-1c"T fueron tratadas
en ausencia (ie, DMSO) o presencia de 100 uM TBB por 24 horas. Las células
fueron cosechadas y lisadas, luego 500 ug de proteina fueron incubadas con un
anticuerpo anti-ECE-1 y posteriormente con proteina A-G agarosa para favorecer
la inmunoprecipitacién. Las proteinas que inmunoprecipitaron fueron analizadas
mediante western blot con un anticuerpo anti -’Ser/*Thr/?Tyr. Se utilizé ECE-1
como control de carga de la inmunoprecipitacion. Se muestra la imagen represen-
tativa de un total de 3 experimentos.

56



6.2. Objetivo especifico 2: estudiar si CK2 regula mediante fos-
forilacion la estabilidad ECE-1c en células no tumorales y

de cancer colorrectal.
6.2.1. Regulacion de la expresion de ECE-1 por CK2

Con el fin de determinar a qué nivel CK2 regula ECE-1 mediante la fosforila-
cion previamente determinada, se realizaron ensayos en distintas lineas celulares
de cancer de colon (HT29 y DLD-1) y en una linea no tumoral (HEK-293T). Las
células fueron crecidas en sus respectivos medios de cultivo, se inhibié CK2 y se
evaluaron los niveles proteicos y de mRNA de ECE-1c, mediante western blot y
RT-qPCR, respectivamente. Se observd que no existid una diferencia significativa
en los niveles de mRNA de la isoforma ECE-1c en las lineas celulares de cancer de
colon (Figura 16).

En cambio, en la linea no tumoral HEK-293T se observé una diferencia signifi-
cativa en los niveles de mRNA al inhibir CK2 (Figura 16). Esto puede ser explicado
por resultados previos de nuestro grupo de investigacién que demostraron la pre-
sencia de elementos Tcf en la region promotora de ECE-1c y la subsecuente parti-
cipacién de la ruta Wnt/[-catenina, que se regula positivamente por CK2 (Tesis de
Pablo Cabello; Niechi et al., 2015; Tapia et al., 2006).

Por otro lado, al inhibir la actividad de CK2 con los inhibidores especificos TBB
0 CX-4945, disminuyeron los niveles proteicos ECE-1 total, tanto en lineas celula-
res de cdncer de colon DLD-1 y HT29, como en HEK-293T (Figura 17 y Figura 18).
Como en las lineas celulares de cancer de colon solo se ven cambios en niveles pro-
teicos y no de mRNA de ECE-1c al inhibir CK2, se pensé que su regulacién podria

ser post-traduccional, por ejemplo, a través de la fosforilacion por CK2 descrita
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anteriormente.
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Figura 16: Regulacidon de los niveles de mRNA de ECE-1c por inhibicion de
CK2. Células de cancer de colon HT29 y DLD-1, y embrionarias no tumorales HEK-
293T fueron incubadas en ausencia (ie, DMSO) o en presencia de 100 uM TBB
por 24 horas. Los niveles de mRNA de la isoforma ECE-1c se midieron por RT-
gPCR utilizando 18S rRNA para normalizar. Se graficé la expresion relativa del
promedio de dos experimentos independientes (Modificado de Tesis de Doctorado
de Pablo Cabello).
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Figura 17: Regulacion de los niveles proteicos de ECE-1 por inhibicién de CK2
con CX-4945. Células de cancer de colon HT29 y DLD-1, y embrionarias no tumo-
rales HEK-293T fueron incubadas en ausencia (ie, DMSO) o en presencia de 25 uM
CX-4945 por 24 horas. La expresién de ECE-1 fue analizada mediante western blot
con un anticuerpo anti-ECE-1, utilizando {3-actina como control. Los pixeles de las
bandas fueron cuantificados con el programa computacional Image J y normaliza-
dos por [-actina. Los gréficos representan el promedio de los datos de tres experi-
mentos independientes. Se utilizé el test t de student para comparar las muestras
con tratamiento (CX-4945) respecto a su control (DMSO). (*p<0,05).
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Figura 18: Regulacidn de los niveles proteicos de ECE-1 por inhibicion de CK2
con TBB. Células de cancer de colon HT29 y DLD-1, y embrionarias no tumorales
HEK-293T fueron incubadas en ausencia (ie, DMSO) o en presencia de 100 uM
TBB por 24 horas. La expresidn de ECE-1 fue analizada mediante western blot con
un anticuerpo anti-ECE-1, utilizando {3-actina como control. Los pixeles de las ban-
das fueron cuantificados con el programa computacional Image J y normalizados
por B-actina. Los graficos representan el promedio de los datos de tres experimen-
tos independientes. Se utilizé el test t de student para comparar las muestras con
tratamiento (TBB) respecto a su control (DMSO). (*p<0,05).
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6.2.2. Papel de la region N-terminal de ECE-1c en la regulacién por CK2

Dado que el extremo N-terminal de ECE-1c es fosforilado por CK2, esta region
fue fusionada a GFP y expresada en células de cancer de colon DLD-1. Se fusiona-
ron los primeros 100 residuos de ECE-1c a la proteina fluorescente verde GFP tal
como se detalla en la seccién de Materiales y Métodos. Para esto, se utilizo el vec-
tor de expresiéon eucarionte pEGFP-N1 y se generd una construccion que expresa
la proteina de fusién NT-ECE-1c-GFP (Figura 19A). Se analiz6 su localizacién en
células DLD-1 por microscopia confocal (Figura 19B).

Se pudo observar que la localizacién de la proteina de fusién presenta un patrén
de distribucién muy similar al descrito en la literatura para ECE-1c (Figura 9), lo
que sugiere que la region N-terminal de ECE-1c es responsable de la localizacion
de la proteina. Interesantemente, resultados preliminares de nuestro laboratorio
no mostrados indicaron que esta proteina de fusién responde al estimulo con PMA,
cambiando su localizacién subcelular desde regiones perinucleares hacia la perife-
ria celular?, tal como estd descrito para la proteina completa en un modelo celular

endotelial (Kuruppu et al., 2012).

Tesis de Hernan Huerta, Programa de Doctorado en Ciencias Biomédicas, Universidad de Chile
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Figura 19: Localizacidn celular de la region N-terminal de ECE-1c fusionada
a GFP. A. Representacién esquemadtica de los 100 primeros residuos de ECE-1c
fusionados a GFP (NT-ECE-1c-GFP). Se incluye su region citoplasmatica, region
transmembrana (TM) y aproximadamente 40 residuos de la regién extracelular.
B. NT-ECE-1c-GFP o GFP fueron expresadas en células DLD-1 y visualizadas por
microscopia confocal. Se utilizé6 DAPI como tincién nuclear (Barra = 20 yM).
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Decidimos evaluar si la proteina de fusién NT-ECE-1c-GFP responde a la inhi-
bicién de la actividad de CK2, tal como se demostré para GST-NT-ECE-1c en los
ensayos de fosforilacién in vitro (ver Figura 17 y 18). Para ello se expres6 NT-ECE-
1¢-GFP en células DLD-1 y HEK-293T y se crecieron en ausencia o presencia de
TBB y se analizaron sus niveles proteicos. Los resultados mostraron que la inhibi-
cion de CK2 llevo a la reduccion de los niveles proteicos de la proteina de fusion
(Figura 20). Estos resultados fueron muy similares a los obtenidos con ECE-1 total,
observandose que en distintos tipos celulares que los niveles proteicos disminuye-
ron significativamente en presencia de TBB.

Los resultados con GFP validaron de esta manera nuestro modelo de estudio.
Cabe destacar que estos efectos fueron totalmente dependientes de la presencia
de la porcién N-terminal de ECE-1c en la proteina de fusién (Figura 20), ya que
los niveles de GFP sola no cambiaron al inhibir CK2 en ambas lineas celulares
(Figura 21). En conjunto, estos resultados permitieron validar la construccién NT-
ECE-1c-GFP como un modelo apropiado para estudiar el efecto de la fosforilacién

de ECE-1c por CK2 en estudios posteriores.
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Figura 20: Niveles de la region N-terminal de ECE-1c fusionada a GFP (NT-
ECE-1c-GFP) al inhibir la actividad de CK2. Células HEK-293T y DLD-1 que ex-
presaron de forma transitoria la proteina de fusién NT-ECE-1c-GFP, fueron tratadas
con 100 uM TBB por 24 horas. Los niveles proteicos fueron detectados mediante
western blot utilizando un anticuerpo anti-GFP. Los pixeles de las bandas fueron
cuantificados con el programa computacional Image J y normalizados por [-actina.
Los gréficos representan el promedio de los datos de tres experimentos indepen-
dientes. Se utilizd el test t de student para comparar las muestras con tratamiento
(TBB) con respecto a su control (DMSO). (*p<0,05).
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Figura 21: Niveles proteicos de GFP al inhibir la actividad de CK2. Células HEK-
293T y DLD-1 que expresan de forma transitoria la proteina GFP, fueron tratadas
con 100 uM TBB por 24 horas. Los niveles proteicos fueron detectados mediante
western blot utilizando un anticuerpo anti-GFP. Los pixeles de las bandas fueron
cuantificados con el programa computacional Image J y normalizados por 3-actina.
Los graficos representan el promedio de los datos de tres experimentos indepen-
dientes. Se utiliz6 el test t de student para comparar las muestras con tratamiento
(TBB) con respecto a su control (DMSO). (*p<0,05).
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6.2.3. Estabilidad de ECE-1c y su regulaciéon por CK2

Los resultados anteriores sugirieron que la fosforilacion del extremo N-terminal
de ECE-1c por CK2 podria eventualmente afectar la estabilidad de la proteina. Para
evaluar si CK2 altera la estabilidad de ECE-1c, se expresé NT-ECE-1c-GFP en células
no tumorales HEK-293T y de cancer de colon DLD-1, en presencia del inhibidor de
la sintesis proteica cicloheximida (CHX) por un periodo entre O y 12 horas.

Se observd que al inhibir CK2 los niveles proteicos de NT-ECE-1c-GFP disminu-
yeron en funcién del tiempo en HEK-293T (Figura 22) y DLD-1 (Figura 23). Esto
no ocurrié cuando se expresé s6lo GFP como control, cuyos niveles fueron estables
al incubar con CHX en presencia o ausencia de TBB, tanto en células HEK-293T
como en células DLD-1 (Figura 24). Estos resultados indicaron que CK2 regula
positivamente la estabilidad de ECE-1c a través de la fosforilacién de su regién

N-terminal.
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Figura 22: Estabilidad de la proteina de fusion NT-ECE-1c-GFP en células no
tumorales HEK-293T. Células HEK-293T que expresaron NT-ECE-1c-GFP fueron
tratadas con 20 ug/mL cicloheximida (CHX) en ausencia (-) o presencia (+) de
100 uM TBB durante 12 horas. Las proteinas fueron detectadas mediante western
blot utilizando un anticuerpo especifico anti-GFP. Los pixeles de las bandas de
NT-ECE-1c-GFP fueron cuantificados con el programa computacional Image J y
normalizados por 3-actina. Se graficd el promedio de los datos de tres experimentos
independientes. En cada tiempo se comparé la condiciéon con tratamiento (TBB)
con la condicién sin tratamiento (DMSO) utilizando el test t de student (*p<0,05).
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Figura 23: Estabilidad de la proteina de fusiéon NT-ECE-1c-GFP en células de
cancer de colon DLD-1. Células HEK-293T que expresaron NT-ECE-1c-GFP fueron
tratadas con 20 ug/mL cicloheximida (CHX) en ausencia (-) o presencia (+) de
100 uM TBB durante 12 horas. Las proteinas fueron detectadas mediante western
blot utilizando un anticuerpo especifico anti-GFP. Los pixeles de las bandas de
NT-ECE-1c-GFP fueron cuantificados con el programa computacional Image J y
normalizados por B-actina. Se graficd el promedio de los datos de tres experimentos
independientes. En cada tiempo se compar6 la condiciéon con tratamiento (TBB)
con la condicién sin tratamiento (DMSO) utilizando el test t de student (*p<0,05).
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Figura 24: Estabilidad proteica de GFP en células HEK-293T y DLD-1 A. Cé-
lulas HEK-293T que expresaron GFP fueron tratadas con 20 ug/mL cicloheximida
(CHX) en ausencia (-) o presencia (+) de 100 uM TBB durante 12 horas. Las pro-
teinas fueron detectadas mediante western blot utilizando un anticuerpo especifico
anti-GFP. B. Lo mismo que en A, utilizando células de cancer de colon DLD-1. Se
muestran los resultados representativos de dos experimentos independientes.
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6.2.4. Degradacion proteasomal de ECE-1c y su regulaciéon por CK2

Se ha mostrado en la literatura que CK2 regula la estabilidad de diversas protei-
nas relacionadas con cancer mediante su fosforilaciéon (Ponce et al., 2011a; Ponce
et al., 2011b; Ruzzene & Pinna, 2010). Para evaluar si la estabilidad y degradacion
de ECE-1c es por la via proteasomal, células de cancer colorrectal DLD-1 se incuba-
ron con el inhibidor de CK2, TBB, y/o del proteasoma, MG-132 por 24 horas. Como
se observa en la Figura 25, los niveles de la proteina de fusién NT-ECE-1c-GFP en
células tratadas con el inhibidor de CK2 no disminuyeron al tratar adicionalmente
con MG-132. En conjunto, estos resultados indican que la fosforilaciéon de la re-
gién N-terminal de ECE-1c por CK2 de alguna forma protegeria a esta proteina de

la degradacion proteasomal.
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Figura 25: Degradacion proteasomal de ECE-1c y su regulacion por CK2. Cé-
lulas DLD-1 que expresaron NT-ECE-1c-GFP se incubaron en ausencia (ie, DMSO)
o presencia de 100 uM TBB y/o 10 uM MG-132 por 24 horas para evaluar degra-
dacién preoteasomal. Los pixeles de las bandas de NT-ECE-1c-GFP fueron cuanti-
ficados con el programa computacional Image J y normalizados por $-actina. El
grafico representa el promedio de datos de tres experimentos independientes. El
andlisis estadistico se realiz6 mediante el test de comparaciones multiples de Dun-
nett (*p<0,05).
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Para comprobar el efecto de la fosforilacién por CK2 en la estabilidad de la
proteina completa, se utilizaron células de hamster (CHO-K1) las cuales expre-
san niveles despreciables de ECE-1 (Muller et al., 2003) con respecto a los otros
modelos celulares utilizados en este estudio, HEK-293T y DLD-1 (Figura 26). Es-
to permitié que al sobreexpresar la isoforma ECE-1c pudiéramos detectarla con el
mismo anticuerpo anti-ECE-1 y minimizar la interferencia de las otras isoformas.

Para evaluar el efecto directo de la fosforilaciéon de ECE-1c en los sitios putati-
vos ya descritos, se diseflaron las siguientes mutantes: no fosforilables por CK2,
ECE-1c*A (T9A, S18,20A), y fosfomimética, ECE-1cPPP(T9D, S18,20D). Las mu-
taciones se realizaron por mutagénesis sitiodirigida sobre el vector pLVX-ECE-1c y
se secuenciaron tal como se detalla en la seccién de Materiales y Métodos. Cabe
destacar que se mutaron los tres sitios putativos, ya que al momento de realizar
estos experimentos aun no se realizaban los ensayos de espectrometria de masas y
se desconocian los sitios exactos de fosforilacién (Ser18/Ser20).

Se expres6 ECE-1c silvestre y las mutantes ECE-1c*** y ECE-1cPPPen células
CHO-K1. Se midieron los niveles de las proteinas en presencia de CHX entre 0
y 12 horas y se observé que la mutante no fosforilable ECE-1c*** presenté una
tasa de degradacién mayor que la proteina silvestre ECE-1c"T, y ésta a su vez
una degradacién mayor que la variante fosfomimética ECE-1c¢PPP (Figura 27). Estos
resultados mostraron que la fosforilacién de la regién N-terminal de ECE-1c por

CK2 estabiliza la proteina, protegiéndola de su degradacién proteasomal.
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Figura 26: Niveles enddgenos de ECE-1 en lineas celulares no tumorales y de
¢ancer de colon. Se midieron los niveles proteicos de ECE-1 total mediante wes-
tern blot con lisados no tratados de células no tumorales HEK-293T y CHO-K1, y
de cancer de colon DLD-1. Se cargaron 40 ug de proteina y se expuso la mem-
brana por 10 o 30 segundos en la pelicula fotografica. Se muestran los resultados
representativos de dos experimentos independientes.
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Figura 27: Estabilidad de ECE-1c silvestre y mutantes. Células CHO-K1 que ex-
presaron ECE-1c silvestre (WT) y las mutantes no fosforilable (AAA) y fosfomimé-
tica (DDD) fueron tratadas con 20 pg/mL cicloheximida (CHX) durante 12 horas.
Las proteinas fueron detectadas mediante western blot utilizando un anticuerpo
especifico anti-ECE-1. Los pixeles de las bandas fueron cuantificados con el progra-
ma computacional Image J y normalizados por 3-actina. Se graficé el promedio de
los datos de tres experimentos independientes. A las 6 y 12 horas se compararon
los datos correspondientes a las muestras de ECE-1c mutante (AAA o DDD) con
respecto a su control (WT) utilizando el test t de student (*p<0,05).
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6.2.5. Ubiquitinaciéon de ECE-1c y su regulacion por CK2

CK2 controla la degradacién proteasomal de diversas proteinas a través de la
regulacion del proceso de ubiquitinacion (Ruzzene & Pinna, 2010). Por lo tanto,
se evaluo si la fosforilacién de ECE-1c por CK2 regula la ubiquitinacién de la pro-
teina. Para ello se expresé ECE-1c y sus respectivas mutantes en células CHO-K1
en presencia o ausencia del inhibidor farmacolégico de CK2, CX-4945. Este ensa-
yo se realiz6 sobreexpresando la ubiquitina fusionada a una etiqueta de histidinas
(Ub-His) y en presencia del inhibidor del proteasoma MG-132. De esta forma, se
potencio la ubiquitinacion, se inhibi6 la degradacion proteasomal y se acumularon
las proteinas ubiquitinadas.

Como se esperaba, la proteina silvestre ECE-1c se poli-ubiquitind, proceso que
fue mas potente al inhibir la actividad de CK2 con CX-4945. Por otro lado, la mu-
tante no fosforilable (ie, AAA) se ubiquitiné tanto en ausencia como en presencia
del inhibidor de CK2. Finalmente, la mutante fosfomimética (ie, DDD) no presento
un grado de ubiquitinacién detectable, ni siquiera al inhibir CK2 (Figura 28).

En conclusion, la fosforilacion de ECE-1c por CK2 la protege de ubiquitinacién
y degradacion proteasomal, potenciando su estabilidad. Esto sugiere que dicha
fosforilacion podria aumentar el efecto de ECE-1c como promotor de la migracion

y la invasion.
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Figura 28: Ubiquitinacion de ECE-1c y su regulacion por CK2. Células CHO-K1
que expresaron ECE-1c silvestre (WT) y las mutantes no fosforilable (AAA) y fosfo-
mimética (DDD) fueron co-transfectadas con p1170-Ubi"T (Ubiquitina-Histidina) y
tratadas con 10 uM MG-132 para inhibir degradacién proteasomal. Las proteinas
ubiquitinadas fueron separadas en una columa de Ni*2-NTA, separadas por SDS-
PAGE y detectadas mediante western blot con un anticuerpo anti-ECE-1. Arriba, se
muestran las bandas de ECE-1c poli-ubiquitinada. Abajo, se muestra un western
blot de los niveles de ECE-1c detectados con el anticuerpo anti-ECE-1. Se muestra
un resultado representativo de tres experimentos independientes.
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6.3. Objetivo especifico 3: evaluar si CK2 regula via ECE-1c la
migracion e invasividad in vitro de células de cancer colo-

rrectal

Se ha descrito que la isoforma ECE-1c potencia la invasion en células de cancer
de préstata y mama (Lambert et al., 2008; Smollich et al., 2007). No obstante, se
desconoce si ECE-1c estd de algin modo relacionada con la migracion e invasion
de células de cdncer de colon, asi como si la estabilidad de esta proteina por fos-
forilacién estd relacionada con dicho fenémeno. Para estudiar estos procesos, se
sobreexpresaron las proteinas mutantes ECE-1¢*** y ECE-1cPPPen células DLD-1 y

se evalud su migracién-3D y su invasién in vitro.

6.3.1. Efecto de la fosforilacion de ECE-1c en la migracidon celular

La migracidn es un proceso importante en la homeostasis celular y regeneraciéon
de tejidos, pero también es un fendmeno importante en la progresion de muchos
canceres, incluido el cancer de colon, ya que es fundamental para la posterior
invasién y metdstasis (Parsons et al., 2010). Es por esto que es necesario evaluar si
ECE-1c, y en particular su fosforilacion por CK2, estd involucrada en este proceso.

Como se observa en la Figura 29, la sobreexpresién de la mutante fosfomiméti-
ca ECE-1cPPP y la proteina ECE-1c silvestre produjeron un aumento significativo en
la migracion celular en comparacion al control de células transfectadas con vector
vacio (mock). Por otro lado, la mutante no fosforilable por CK2, ECE-1c**, al ser
sobreexpresada no produjo un aumento significativo en la migracién celular con
respecto al control (Figura 29). Cabe destacar que esta diferencia no se debié al

nivel de expresién de las proteinas ya que los niveles de transfeccidn fueron simi-
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lares para todas las isoformas, ni tampoco generd cambios en la viabilidad celular

(Figura 29B y C).
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Figura 29: Efecto de la fosforilacion de ECE-1c en la migracion celular. A Cé-
lulas de cancer de colon DLD-1 que expresaron ECE-1 o las mutantes ECE-144 o
ECE-1"™ o vector vacio (mock) fueron sembradas en cdmaras de Transwell. Luego
de 5 horas fueron tefiidas, fijadas y contadas. A la derecha se muestra el grafico del
promedio de las veces de cambio (fold) del numero de células que migraron con
respecto al control. El andlisis estadistico se realizé mediante el test de compara-
ciones multiples de Dunnett. (N=3, *p<0,05, **p<0,01). B Niveles de las distintas
isoformas de ECE-1 medidos por western blot y que se utilizaron en los experimen-
tos de migracién e invasion. C Viabilidad de 14s células que expresaron las mutante
de ECE-1c medida por ensayo de MTS. Grafico construido de dos experimentos
independientes.

78



6.3.2. Efecto de la fosforilacion de ECE-1c en la invasion celular

La invasién es el proceso por el cual la célula tumoral penetra tejidos circun-
dantes a través de la membrana basal y la matriz extracelular (Bonnans et al.,
2014). Para ello, es necesario que la célula migre, pero también que exprese pro-
teinas extracelulares que degraden esta matriz, como metaloproteasas o MMPs,
permitiendo que la célula pueda colonizar tejidos circundantes. Este proceso es
fundamental para el inicio de la metastasis (Bonnans et al., 2014; Deryugina et al.,
2006).

Como se esperaba, los resultados obtenidos en invasién (Figura 30) se correla-
cionaron con lo observado en los ensayos de migracion en células de cancer colon
DLD-1. Se demostré que la fosforilacion de ECE-1c por CK2 produce un aumento
en el potencial invasivo de la célula, ratificando asi la importancia de estas protei-
nas en la progresion del cancer colorrectal.

Por otro lado, resultados de nuestro laboratorio mostraron que el aumento en
invasién producido por ECE-1c se correlaciona con un aumento en la actividad de
la metaloproteasa de matriz MMP-92. Asimismo, la inhibicién de ECE-1c con un
inhibidor farmacoldgico o su silenciamiento con un siRNA disminuye el potencial

invasivo de células de céncer colorrectal DLD-1° .

2Tesis de Hernan Huerta, Programa de Doctorado en Ciencias Biomédicas, Universidad de Chile
3Tesis de Pablo Cabello, Programa de Doctorado en Ciencias Biomédicas, Universidad de Chile
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Figura 30: Efecto de la fosforilacion de ECE-1c en la invasion celular . Células
de cancer de colon DLD-1 que expresaron ECE-1 nativa (WT) o las mutantes ECE-
1444 o ECE-1PPP o vector vacio (mock) fueron sembradas en cdmaras de Transwell
pre-tratadas con Matrigel. Luego de 22 horas fueron tefiidas, fijadas y contadas.
El grafico representa un promedio de las veces de cambio (fold) de las células que
invadieron la l1dmina de matrigel y atravesaron la membrana porosa. El andlisis es-
tadistico se realizé mediante el test de comparaciones multiples de Dunnett. (N=3,
*p<0,05, **p<0,01).
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7. Discusion

La proteina kinasa CK2 estd involucrada en distintos tipos de cancer, incluido el
cancer colorrectal y su sobreexpresion se relaciona directamente con propiedades
celulares ligadas al cancer (Ruzzene & Pinna, 2010). Por otro lado, el eje endo-
telina y la ECE-1 se han asociado a diversas patologias, tales como enfermedades
cardiovasculares, trastornos neurodegenerativos y, mas recientemente, cancer. Las
ultimas investigaciones han sugerido un rol especifico de la isoforma ECE-1c en
la progresién del cancer ovéarico y prostdtico (Smollich et al, 2008; Lambert et al.,
2008).

Hasta ahora no se conocia la relacidn entre la sobreexpresion de CK2 y la activa-
cién de ECE-1c, ni tampoco sus implicancias en la progresion del cancer colorrec-
tal. En esta tesis se ha demostrado que CK2 puede promover migracion/invasion
celular a través de la fosforilacion y subsecuente estabilizacién de ECE-1c. Este es
el primer estudio que relaciona a CK2 con ECE-1c y sus efectos en la progresion
del cancer de colon. Con esto, se abre un nuevo de campo de estudio, proponiendo
a ECE-1c como potencial blanco de diagndstico, prondstico o tratamiento de esta

enfermedad.

Regulacion transcripcional de ECE-1c por CK2

El gen de ECE-1c posee sitios de union a factores de transcripcion de la familia
Tcf/Lef en su regidon promotora. Estos factores modulan la transcripciéon de genes
blanco de la ruta Wnt/[-catenina, que se encuentra aberrantemente activada en
cancer de colon. Es por esto que investigaciones previas de nuestro grupo sugi-

rieron que la activacion de esta via podria regular positivamente los niveles de
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ECE-1c.

En este contexto, se construyd un reportero de luciferasa con el promotor de
ECE-1c inhibiendo CK2 para regular negativamente la ruta Wnt/$-catenina (Ta-
pia et al, 2006). Este estudio mostréd que la inhibicién de CK2 por el farmaco
TBB disminuye la actividad reportera del promotor de ECE-1c sélo en células em-
brionarias HEK-293T, sugiriendo que la expresion de ECE-1c podria ser regulada
positivamente por esta via sélo en células no tumorales.

En relacion con lo anterior, en esta tesis se realizé un andlisis mediante RT-qPCR
mostrando que la inhibicién de CK2 no varia los niveles de mRNA de ECE-1c en cé-
lulas de cdncer de colon HT29 y DLD-1. Sin embargo, disminuye significativamente
los niveles proteicos de ECE-1 en células no tumorales HEK-293T y de cdncer de
colon HT29 y DLD-1 (Figura 17 y 18). Esto sugiere que al menos en nuestro mo-
delo de cancer de colon, CK2 promueve la expresién de ECE-1 probablemente por

un mecanismo post-transcripcional e independiente de la ruta Wnt/{3-catenina.

Fosforilacion de ECE-1c por CK2

La fosforilacién de proteinas es un mecanismo que controla un gran nimero de
procesos celulares. Se estima que esta modificacion afecta a un 30 % del proteoma
humano y es regulada por alrededor de 500 proteinas kinasas (Gyenis y Litchfield,
2008). En el caso particular de la proteina kinasa CK2, se conocen mas de 300
sustratos, que regulan diversos procesos como transcripcién, traduccién, ciclo ce-
lular, apoptosis, entre otros (Trembley, 2010). En numerosos tipos de cancer, CK2
se encuentra sobreexpresada, principalmente la subunidad catalitica o y en algunos
casos también la subunidad regulatoria 3 (Gyenis y Litchfield, 2008). Esta udltima

aumenta la actividad catalitica de « y modula su selectividad de sustrato, actuando
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como una plataforma para la subunidad o y manteniendo su estabilidad (Niefind
et al., 2010).

En esta tesis se demostro que la fosforilacién in vitro de ECE-1c ocurre sin nece-
sidad de la subunidad regulatoria {3, lo que ha sido demostrado también para otras
proteinas, como calmodulina (Bidwai et al., 1993). Por otro lado, existen protei-
nas que si requieren de la subunidad {3 para ser fosforiladas por CK2, como es el
caso de p27 (Tapia et al., 2004) o Snail (Eshiere et al., 2013), donde el sustrato
interactia directamente con la subunidad [, proceso que es esencial para la sub-
secuente fosforilacién por la subunidad catalitica o. Lo anterior sugiere que una
célula con elevados niveles de CK2a, como estd ampliamente demostrado que ocu-
rre en células cancerosas (Trembley, 2010), podria fosforilar a ECE-1c sin requerir
necesariamente de la expresion elevada de la subunidad regulatoria CK2.

En esta tesis, se encontré que CK2 fosforila a ECE-1c en células de cancer de
colon DLD-1. Esto se comprobé cuando la marca de fosforilacién total disminuyé
con el tratamiento con el inhibidor de CK2, TBB. Sin embargo, como no existe
un anticuerpo que detecte la fosforilacién por CK2 en los residuos especificos de
fosforilacion, este resultado no permitié determinar qué residuos estan siendo fos-
forilados o si estos corresponden a los residuos putativos encontrados in silico (T9,
S18 y S20). Por esta razon se realizé un ensayo de fosforilacién in vitro y se evalu6
por espectrometria de masas (ESI+), determindndose con certeza que los residuos
fosforilados eran S18 y S20. Esto demostrd por primera vez que CK2 es capaz de
fosforilar a la region N-terminal de ECE-1c en los sitios anteriormente menciona-
dos, sumando a esta proteina a la lista de sustratos de CK2 cuya fosforilacion ha

sido demostrada tanto in vitro como en un contexto celular.
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Funcidn de la region N-terminal de ECE-1c

Se conocen cuatro isoformas de ECE-1 que presentan las mismas propieda-
des cataliticas, sin embargo difieren en su regién N-terminal, lo que determina
su localizacion subcelular (Muller et al., 2003). En un modelo celular endotelial
se demosotré que la isoforma ECE-1c se localiza principalmente en la membra-
na plasmadtica y su actividad se incrementa mediante fosforilacién por la kinasa
PKC (Kuruppu et al., 2012). Esto ratifica la importancia de la regién N-terminal de
ECE-1c, ya que la fosforilacién por CK2 podria tener relaciéon con cambios en su
localizacidn, actividad, estabilidad y un efecto en progresién tumoral.

En esta tesis se demostré que la inhibiciéon de CK2 se traduce en una dismi-
nucidén los niveles proteicos de ECE-1 total. Sin embargo, no es posible demostrar
lo que ocurre con la isoforma c, ya que no existe un anticuerpo comercial que la
distinga de las otras variantes. Para tratar de resolver este problema, se construyd
un plasmidio que codifica la regién N-terminal de ECE-1c fusionada a la proteina
fluorescente verde, GFP (NT-ECE-1c-GFP). La proteina GFP se fusiond en el extre-
mo C-terminal, ya que anteriormente se habia descrito que al estar fusionada en el
extremo N-terminal de ECE-1c, GFP puede interferir e impedir las eventuales mo-
dificaciones post-traduccionales de esta regidon, como por ejemplo fosforilaciones
(Kuruppu et al., 2012).

Se evalud la localizacién celular por microscopia confocal y se observé que
presenta un patrén de distribucién subcelular similar a la ECE-1c endégena descri-
ta previamente (Schweizer et al., 1997; Valdenaire et al., 1999B; Kuruppu et al.,
2012). Aunque no se pudo distinguir la localizacién subcelular exacta, la proteina
de fusién presenta un patrén granular citoplasmatico y perinuclear, concordantes

con una proteina de membrana que es sintetizada en el reticulo endoplasmatico,
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procesada en Golgi y distribuida por la via secretora. Ademads, resultados prelimi-
nares de nuestro laboratorio mostraron que la proteina de fusion NT-ECE-1c-GFP
responde a estimulos con PMA (activador de PKC), cambiando su localizacién sub-
celular desde regiones perinucleares hacia la periferia celular, tal como habia sido
descrito para la proteina enddégena (Kuruppu et al., 2012).

Los datos anteriores demostraron que la sola presencia del extremo N-terminal
de ECE-1c fusionada a GFP regula la localizacién de esta ultima a las regiones
subcelulares donde tedricamente se encontraria la isoforma ECE-1c enddgena. Por
ende, se utilizd esta construccion para evaluar si al modular la actividad de CK2,
esta proteina de fusién es capaz de imitar el comportamiento de ECE-1 total en
lineas celulares no tumorales y de cancer de colon. Interesantemente, la fusion de
los 100 primeros residuos de la regién N-terminal de ECE-1c fueron suficientes
para disminuir los niveles de la proteina GFP cuando se inhibié CK2 utilizando
TBB, lo cual no sucedié con GFP sola. Esto sugirié que la expresién de ECE-1c seria
regulada por un mecanismo post-traduccional a través de la fosforilaciéon por CK2
en su regién N-terminal, siendo uno de los candidatos la via proteasomal.

Por otro lado, la inhibicién de CK2 con TBB disminuyé la estabilidad de la re-
gién N-terminal de ECE-1c, observando un efecto mds fuerte en células de cancer
de colon DLD-1 en comparacion con células no tumorales HEK-293T. Esto fue con-
sistente con los altos niveles proteicos y de actividad de CK2 descritos en diferentes
modelos celulares de cancer en comparacién con células no tumorales, sustentan-
do la hipodtesis que las células de cancer se harian “adictas a CK2” (Ruzzene &
Pinna, 2010).

La estabilidad de ECE-1c mediada por fosforilacién por CK2 se corroboré en un

modelo celular que expresa niveles muy bajos de ECE-1 (CHO-K1), con el fin de
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expresar la isoforma ECE-1c y detectarla con un anticuerpo genérico anti-ECE-1.
Con esto se demostrd que la proteina silvestre y en mayor grado la mutante fos-
fomimética (ECE-1cPPP) tuvieron mayor estabilidad que la mutante que no puede
ser fosforilada por CK2 (ECE-1c**), dando cuenta de la importancia de CK2 en
la fosforilacion del N-terminal de ECE-1c en la regulacion de su estabilidad pro-
teica. La inhibicién del proteasoma utilizando MG-132 dio luces sobre una posible
degradacién proteasomal de ECE-1c, sin embargo, queda pendiente determinar el

mecanismo.

Ubiquitinacion y degradaciéon de ECE-1c

CK2 regula la estabilidad de diversas proteinas y estd directamente implicada
en el proceso de degradacién proteasomal. Por ejemplo, CK2 fosforila a la desubi-
quitinasa OTUBI1 y favorece su actividad nuclear, desubiquitinando y estabilizando
proteinas de unién a cromatina (Herhaus et al., 2015). Se sabe también que CK2
regula positiva o negativamente la degradacidon proteasomal de proteinas de for-
ma directa. Es asi como la fosforilacion de c-Myc por CK2 previene su degradacién
proteasomal, potenciando la transcripcién de genes involucrados en la progresion
del cancer. De esta manera, elevados niveles de actividad CK2 incrementarian los
niveles de c-Myc estable, promoviendo la proliferaciéon celular y contribuyendo
al desarrollo tumoral (Duncan y Litchfield, 2008). Otro caso similar ocurre con
B-catenina, que es fosforilada por CK2, estabilizdndola y protegiéndola de su de-
gradacidn proteasomal (Song et al., 2000).

En esta tesis se mostré6 que CK2 fosforila a ECE-1c, impidiendo su degrada-
ciéon proteasomal, resultados que también son corroborados con la construccion

NT-ECE-1c-GFP y el inhibidor del proteasoma MG-132. Al igual que c-Myc y B3-
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catenina, ECE-1c se estabiliza, por lo que elevados niveles de actividad de esta
kinasa, tal como presentan las células de cancer colorrectal, estarian aumentando
los niveles de ECE-1c a través de un mecansimo desconocido promoverian la mi-
gracidén e invasion en células de cancer colorrectal, asi como posiblemente también
en cancer de prostata dado lo observado por Lambert y colaboradores con la misma
isoforma (Lambert et al., 2008)

Las proteinas al ser degradadas son marcadas con una cadena de poli-ubiquitinas
que permite la identificacion e interaccién con el proteasoma. En la gran mayoria
de los casos las proteinas son ubiquitinadas en un residuo de lisina (K). Efectiva-
mente la regién N-terminal de ECE-1c contiene un residuo de lisina (K6) bastante
cercano a los residuos fosforilados por CK2 (ie., S18,520).

Los resultados de esta tesis permiten sugerir que la degradacion proteasomal de
ECE-1c seria regulada por poli-ubiquitinacién. Esto se confirmé en un modelo ce-
lular no tumoral, CHO-K1, donde se observé que ECE-1c sufre poli-ubiquitinacién
basal, la que es significativamente disminuida al inhibir la actividad de CK2. Asi-
mismo, se demostré que la variante no fosforilable por CK2 (ECE-1¢*%) se poli-
ubiquitina independiente de la inhibicién de CK2, demostrando que la ausencia de
fosforilacion en esos sitios mantiene la ubiquitinacion de la proteina. Finalmente,
se observd que la mutante fosfomimética (ECE-1¢PPP) no se ubiquitina, demos-
trando que la fosforilacion en esos sitios previene la ubiquitinaciéon y posterior
degradacién.

En relacién al posible mecanismo que da cuenta de lo anterior, una posibilidad
es que el N-terminal de ECE-1c fosforilado por CK2 podria interactuar con algu-
na proteina que impida la unién a su E3-ligasa especifica, como por ejemplo una

proteina de la familia de 14-3-3. Otra posibilidad es que fosforilacion de estos resi-
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duos provoque un cambio conformacional del dominio citoplasmatico de ECE-1c,
impidiendo la ubiquitinacién.

El mecanismo de ubiquitinaciéon también es desconocido, y poco se conoce de
proteinas de membrana que son degradadas por el proteasoma. Esto se debe a que
la gran mayoria, por su naturaleza, son degradadas por la via lisosomal y/o auto-
fagia. Sin embargo, un mecanismo posible es el de retrotranslocacién, en el cual
las proteinas integrales de membrana experimentan un proceso donde el dominio
que originalmente se encuentra en el lumen del reticulo endoplasmatico, se retro-
transloca hacia el citoplasma, pudiendo ser blanco del proteasoma (Baldridge &
Rapoport, 2016). En muchos casos, la eliminacién de proteinas mal plegadas en
el reticulo endopldsmatico requiere de retrotranslocacion hacia el citosol a través
de complejos de ubiquitina ligasa unidas a la membrana, como lo es el caso de la

proteina HDR1 (Zhang & Ye, 2016; Christianson & Ye, 2014 ).

Rol de ECE-1c en invasion celular

Existe un extensa evidencia del rol de ET-1 en proliferacion, angiogénesis y me-
tastasis a través de la union a su receptor ET4R (Rosano et al., 2013). Sin embargo,
existe escasa literatura sobre el rol de ECE-1c en estos procesos caracteristicos de
células cancerosas. En este contexto se ha descrito que sus niveles son elevados en
algunos modelos tumorales y se ha relacionado con progresiéon tumoral (Rayhman
et al., 2008). Asimismo, se ha descrito que la sobreexpresién de ECE-1c incremen-
ta el fenotipo invasivo de células de cancer de ovario, mama y préstata (Lambert
et al., 2008; Smollich et al., 2008; Rayhman et al., 2008). No obstante, no exis-
ten estudios que evalten el efecto de ECE-1c en cdncer de colon ni tampoco si la

estabilidad de esta enzima es regulada por fosforilacion.
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En este trabajo se mostrd por primera vez que los niveles aumentados de ECE-1c
por mayor estabilidad o sobreexpresién ectépica aumenta el potencial migratorio
e invasivo de células de cancer de colon DLD-1. Ademas, la sobreexpresion de
una mutante fosfomimética y mds estable de ECE-1c (ECE-1cPPP) incremento la
invasividad celular de la misma manera que ECE-1c silvestre. Por el contrario, la
sobreexpresion de una mutante menos estable no fosforilable por CK2 (ECE-1c*)
no tuvo un efecto significativo en la migracién e invasién en estas células.

El valor similar en migracién e invasién observado para la proteina silvestre y
fosfomimética podria deberse a que las células de cancer de colon presentan altos
niveles proteicos y de actividad de CK2, lo que implica que la ECE-1 enddgena
se estaria fosforilando de manera excesiva, provocando el mismo efecto que la
sobreexpresion de la mutante fosfomimética. Por otro lado, la sobreexpresion de
ECE-1c no fosforilable (ECE-1¢***) no produciria un aumento en la migracién e in-
vasion, puesto que CK2 no la fosforila en los residuos Ser18 y Ser20 de su extremo
N-terminal.

Resultadospreliminares de nuestro laboratorio mostraron que la invasion celu-
lar disminuye al inhibir la actividad catalitica de ECE-1 con un inhibidor farma-
colégico, SM19712, en células de cancer de colon DLD-1. No obstante, como el
inhibidor SM19712 inhibe todas las isoformas de ECE-1, no se puede asegurar que
el efecto se deba especificamente a ECE-1c, por lo que se utilizé un siRNA especifico
para ECE-1c, observandose que la invasion celular disminuy6 significativamente.
Estos resultados apoyan la idea de que la isoforma ECE-1c posee la capacidad po-
tencial de promover invasién en células de cancer de colon (Tesis Doctoral de Pablo
Cabello; Niechi et al., 2015).

Los resultados anteriores se pueden comparar con los descritos para lineas celu-
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lares de céncer ovarico, donde el silenciamiento de ECE-1c disminuyd significativa-
mente la invasion celular, revirtié la transiciéon epitelio-mesénquima y disminuyd
casi un 90 % los niveles secretados de ET-1 (Rayhman et al, 2008). Interesante-
mente, estos efectos fueron completamente revertidos por la adicidn exdgena de
ET-1, lo que sugiere que en este modelo de cdncer, los efectos pro-tumorales de
ECE-1c son dependientes de la produccién continua de ET-1 y la interaccién de
este ligando con su receptor.

Por otro lado, en una linea celular de cancer prostatico (PC3), la sobreexpre-
sion de ECE-1c potencia la invasién celular, mientras que su silenciamiento la dis-
minuye. Sin embargo, a diferencia de lo encontrado en céncer ovarico, la adicion
exdégena de ET-1 al medio de cultivo no rescaté los efectos del silenciamiento de
ECE-1c en invasion (Lambert et al., 2008). Esto indica que podria existir un efecto
de ECE-1c en invasién independiente de la produccién de ET-1, al menos en cancer
prostatico y posiblemente también en cancer de colon.

El mecanismo por el cual ECE-1c potencia la invasion celular atin se desconoce.
Sin embargo, se ha propuesto que puede ser a través de la produccion de ET-1, o
bien, a través de un mecanismo no candnico independiente de ET-1. Actualmente,
esta linea de investigacion es objeto de estudio de nuestro grupo y se ha propuesto
que los efectos de ECE-1c no serian necesariamente a través de la senalizacién de
ET-1, sino mas bien por la activacién indirecta de otras rutas alteradas en cancer,
como AKT y FAK, y la activacién de metaloproteasas de matriz, especificamente
MMP-9, que posee un conocido rol en invasion celular (Tesis doctoral de Hernan
Huerta; Whyteside et al., 2010).

En su conjunto, estos resultados permiten concluir que el aumento en la esta-

bilidad de ECE-1c provocada por la fosforilacién de CK2, esta relacionada con un
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aumento en la migracién e invasion de células de cancer de colon, dando luces de
un nuevo mecanismo por el cual CK2 promoveria la progresiéon maligna de esta

enfermedad (Figura 31).
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Figura 31: Modelo de cdmo CK2 podria promover la malignidad del cancer
colorrectal. La proteina kinasa CK2 estd aumentada en distintos tipos de cdncer,
incluido el colorrectal. Los mayores niveles y actividad de esta kinasa podrian dar
cuenta de una mayor fosforilacién en los residuos Serl8 y Ser20 de la isoforma
ECE-1c (1). Esta fosforilacion promoveria la union de proteinas accesorias o cam-
bios conformacionales que impedirian la ubiquitinaciéon de ECE-1c y la subsecuente
degradacion proteasomal (2-3). Este proceso de degradacion puede ser explicado
por retrotranslocacién, en el cual la ECE-1c se ubiquitina en su N-terminal y ex-
pondria su regiéon C-terminal hacia el citoplasma, donde seria degradada por el
proteasoma. Finalmente, la mayor estabilidad de ECE-1c potenciada por su fos-
forilacién, promoveria la migracién y la invasién celular en células de cancer de
colon, seguramente por la mayor produccién de ET-1 o por algin otro mecanismo
independiente (4).
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8. Conclusiones

1. CK2 fosforila in vitro a ECE-1c en los residuos Ser18 y Ser20.

2. La inhibicién de CK2 disminuye la fosforilacién de ECE-1 en lineas celulares

de cancer de colon DLD-1.

3. La fosforilacién de ECE-1c por CK2 impide su poli-ubiquitinacién y degrada-

cién proteasomal, promoviendo su estabilidad.

4. La estabilidad aumentada o la sobreexpresién de ECE-1c promueven migra-

cion e invasion en células de cancer de colon DLD-1.
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