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ANALISIS PROTEOMICO DE LOS MECANISMOS
MOLECULARES DE PROGRESION TUMORAL RELACIONADOS
CON LA PROTEINA SPARC.

Resumen

SPARC (proteina secretada acidica y rica en cisteinas) es una glicoproteina sobreexpresada en una gran
variedad de tumores favoreciendo la progresion tumoral y metdstasis. Su rol biolégico ha sido
demostrado ademds en remodelacién de tejidos, migracion celular endotelial, morfogénesis y
angiogénesis.

Nuestro laboratorio ha demostrado que la transfeccion estable de células tumorales de melanoma con
una secuencia de ADN antisentido de SPARC, promovid la inhibicién del crecimiento tumoral en un
modelo murino in vivo. Sin embargo, se desconocen los mecanismos moleculares por los cuales SPARC
ejerce su efecto protumoral. Esta tesis de doctorado se enfocd en la busqueda de intermediarios
moleculares por los cuales SPARC favorece la progresion tumoral. Mediante andlisis protedmicos globales
aplicados al modelo de melanoma humano con disminucién forzada de la expresion de SPARC, pudimos
dilucidar un mecanismo molecular por el cual SPARC actua sobre la progresién tumoral. Esta via se centra
en el eje TGFP1/ colageno tipo I/ integrinas o231 a través del cual SPARC regula la invasividad celular
mediada por catepsina B. Por otro lado, se demostré que SPARC induce el cambio de E- a N-caderina de
membrana permitiéndoles a las células de melanoma transmigrar a través de una monocapa de células
endoteliales mediante un mecanismo molecular independiente al descripto para la induccidon de
catepsina B. Ademas, las células deficientes en SPARC presentaron una expresion disminuida de genes
asociados con propiedades mesenquimales revelando que SPARC estd involucrada activamente en la

transicion epitelio-mesenquimal y en la progresién metastasica.

Palabras clave: SPARC, protedmica, cdncer, melanoma, transicion epitelio-mesenquimal
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A PROTEOMIC ANALYSIS OF SPARC-RELATED MOLECULAR
MECHANISMS OF TUMOR PROGRESSION

Abstract

SPARC (secreted protein acidic and rich in cysteins) is a secreted glycoprotein related to tumor
progression and metastasis and overexpressed in different tumors. Its role has been described in several
biological processes that include tissue remodelling, endothelial cell migration, morphogenesis and
angiogenesis. Our laboratory showed that the stable transfection of tumor cells with antisense SPARC
DNA abolished tumorigenicity in an in vivo melanoma murine model. However, little is known about the
molecular mechanisms affected by SPARC during tumor growth. This thesis was focused in the search of
molecular mediators of SPARC protumoral effect and to address this objective a proteomic strategy was
applied. Global protein expression analysis of the melanoma proteome following enforced
downregulation of SPARC expression led us to elucidate a molecular mechanism where SPARC makes use
of TGFP1/collagen | and integrin o231 to promote cathepsin B-mediated melanoma invasiveness. SPARC
also induces E- to N-cadherin switch enabling melanoma cells to transmigrate across an endothelial layer
through a mechanism that does not involve the molecular mediators showed for cathepsin B. In addition,
SPARC-deficient cells also exhibited decreased expression of genes associated with the acquisition of
mesenchymal traits revealing that SPARC plays a key role in the promotion of epithelial to mesenchymal

transition and melanoma aggressiveness.

Key words: SPARC, proteomics, cancer, melanoma, epithelial-mesenchymal transition
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Introduccion General

Cancer: un conjunto de enfermedades, un gran desafio

Por qué investigar en cancer?

La proporcion actual de la poblacion mundial que se encuentra en riesgo de padecer cancer representa
un dato alarmante: una de cada tres personas desarrollard cancer y de aquellos que desarrollen Ia
enfermedad uno de cada cuatro hombres y una de cada cinco mujeres morira a causa de esta patologia.
Las estadisticas indican que el cancer representa hoy la segunda causa de muerte luego de las
enfermedades cardiovasculares y con prospecciones de convertirse en la primera. (American Cancer
Society, estadisticas 2009, www.cancer.org).

Frente a este desalentador panorama, el alivio del sufrimiento humano y el reto intelectual de un
problema casi sin igual en cuanto a complejidad e impacto en la salud, son los dos factores principales
gue motivan la investigacion del cancer. Preguntas tales como: Cémo se genera? Cémo evitarlo? Cémo
tratarlo? surgen tanto en personas ligadas a la medicina y la ciencia como en aquellas que no. Desde
nuestro lado, se trata de contestarlas mediante la investigacién, y aunque nuestro aporte pueda ser
infimo ante tal reto nos queda la esperanza de que el resultado del trabajo en conjunto logre encontrar la

respuesta a semejante enigma.

El cancer a nivel celular

En el afio 1837 Johannes Miiller describia que el cancer “estaba hecho de células” (Mdller, 1837), un
descubrimiento que seria el punto de partida para afos de investigacién que se enfocarian en tratar de
encontrar cuales son las diferencias entre las células normales y las tumorales. El esfuerzo puesto en
combatir esta enfermedad condujo a grandes descubrimientos en la biologia celular: se descubrieron
proteinas cuyas anormalidades funcionales estaban directamente ligadas a procesos de reparacion del
ADN, sefalizacién celular, ciclo celular y apoptosis, crecimiento descontrolado, aumento de la divisién
celular, disminucion de muerte celular y otras caracteristicas tipicas de las células cancerosas.

En la actualidad se acepta que el cancer, palabra de origen griego karkinos que significa “cangrejo”, es un

desorden molecular en las células que surge como consecuencia de alteraciones genéticas que conducen

1
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a la transformacion progresiva de las células normales a malignas (Hanahan and Weinberg, 2000).
Mediante el anadlisis patoldgico de distintos 6rganos se reveld la existencia de lesiones que podrian
representar un estadio intermedio del proceso a través del cual las células evolucionan progresivamente
desde la normalidad hacia la malignidad (Foulds, 1954). La observacion de modelos experimentales en
cancer tanto en ratones como en humanos llevé a postular que el desarrollo tumoral procede a través de
un mecanismo de evolucidn darwiniana en la cual una sucesién de cambios genéticos que confieren algun
tipo de ventaja en el crecimiento celular, conduce a la conversion progresiva de una célula normal a una
cancerosa (Nowell, 1976).

En la actualidad, existe consenso cientifico en cuanto a 6 caracteristicas que comparten las células
tumorales, independientemente del érgano en el cual se desarrollen: autosuficiencia en sefiales de
crecimiento, insensibilidad a sefales inhibitorias del crecimiento, evasién de la muerte celular
programada (apoptosis), ilimitado potencial replicativo, angiogénesis sostenida, invasién de tejidos y

metastasis (Hanahan and Weinberg, 2000) (Figura 1).

Autosuficiencia en
sefales de crecimiento

Evasién de
la apoptosis

Angiogénesis
sostenida

Invasion de tejidos y
metastasis

Figura 1. Capacidades adquiridas de las células cancerosas. A través de diferentes estrategias las células tumorales adquieren

capacidades funcionales durante el proceso de malignizacién. Adaptado de Hanahan et al . (Hanahan and Weinberg, 2000).
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Autosuficiencia en sefiales de crecimiento: las células normales requieren de sefales mitogénicas de
crecimiento para poder pasar de un estado quiescente a un estado replicativo. Estas senales son
transmitidas a la célula a través de receptores de membrana que se unen a distintas moléculas de
sefializacién (proteinas de la matriz extracelular, factores de crecimiento solubles, moléculas de
adhesién). Ninguna célula normal puede proliferar en ausencia de estas sefiales de crecimiento. Sin
embargo, en las células tumorales, muchos oncogenes mimetizan el efecto de los factores de crecimiento
favoreciendo el crecimiento en forma independiente de las sefales externas. Por otro lado, las células
tumorales son capaces de sintetizar y secretar sus propios factores de crecimiento activando la
proliferacion de células vecinas (efecto pardcrino) o su propia proliferacién (efecto autdcrino) Esta
liberacién del control de la proliferacion o dependencia exdégena, altera en gran medida la homeostasis

celular que opera para asegurar el normal comportamiento celular dentro de un tejido.

Insensibilidad a sefiales inhibitorias del crecimiento: en un tejido normal existen multiples sefiales
inhibitorias del crecimiento que operan para mantener la quiescencia y homeostasis celular. Estas sefiales
inhibitorias incluyen factores solubles inmovilizados en la matriz extracelular. Las células tumorales
evaden el control de los puntos de chequeo permitiendo que la proliferacién avance en las distintas

etapas del ciclo celular.

Evasion de la apoptosis: la adquisicion de resistencia a la apoptosis es un evento critico en la
carcinogénesis. La sobreexpresion o mutacidn de oncogenes pueden llevar a la supresidn de la apoptosis y
mayor supervivencia. Las mutaciones adquiridas por las células tumorales las llevan a ignorar las sefiales
de muerte y continuar proliferando, lo que aumenta el riesgo de nuevas mutaciones y por ende, la
progresion maligna. Una de las mutaciones mas comunes (en mas del 50/ de los cadnceres humanos) es en
el gen supresor p53. También se han detectado mutaciones en las vias PI3K y en las proteinas Bcl-2, RAS y

SRC.

llimitado potencial replicativo: las células normales en cultivo tienen un potencial replicativo finito: luego
de un determinado numero de duplicaciones, dejan de replicarse y entran en estado de senescencia. Las
células tumorales poseen ilimitado potencial replicativo in vitro, siempre que sean provistas de nutrientes
y factores de crecimiento. La expectativa de vida de una célula depende en gran medida del acortamiento
de los extremos de los cromosomas, los telémeros, que ocurre cada vez que la célula se divide. Cuando se
alcanza una longitud limite del teldmero, las células entran en estado de senescencia replicativa. En las c

élulas tumorales, la telomerasa (que utiliza ARN como molde para replicar ADN telomérico) se encuentra
en niveles altos de expresion encargandose del mantenimiento de la longitud de los teldmeros como

mecanismo esencial para la adquisicion de inmortalidad.
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Angiogénesis sostenida: el oxigeno y los nutrientes aportados por la vasculatura son cruciales para la
funcion celular y la supervivencia. Las células tumorales deben desarrollar la capacidad de inducir la
formacion de nuevos vasos para proveer de oxigeno y nutrientes al tumor en crecimiento. Para esto, la
estrategia es balancear positivamente la expresion de factores proangiogéncos, por ejemplo VEGF
(vascular endotelial growth factor) quien se encuentra sobreexpresado en la mayoria de los tumores

comparado con sus contrapartes normales.

Invasion de tejidos y metastasis: tarde o temprano la mayoria de los tumores invaden tejidos adyacentes
y viajan a sitios distantes del tumor primario donde pueden desarrollar nuevas colonias de células en el
proceso que se conoce como metdstasis. Estas metdstasis son las causantes del 90/ de las muertes por
cancer (Sporn, 1996). Al igual que en el tumor primario, la metdstasis exitosa depende de la adquisicion de
las caracteristicas nombradas previamente. Adicionalmente, dos cambios principales ocurren en las
células para favorecer el proceso de invasidn y metdstasis: cambios en el perfil de expresion de proteinas
de adhesion y cambios en el patrén de secrecion de proteasas.

Es importante destacar que el resultado de la progresidn tumoral depende, ademas de las capacidades
adquiridas nombradas previamente, de la interaccidon de la célula tumoral con su microambiente. Este

tema es introducido a continuacion.

El microambiente tumoral y el proceso de invasion

Varios autores han postulado al cdncer como el resultado de un desbalance patolégico de las sociedades
constituidas entre las células y los tejidos (Brown et al., 1999; Hanahan and Weinberg, 2000; Park et al.,
2000). La malignidad de una célula tumoral es un estado que emerge del microambiente comprendido
entre en tumor y el huésped en el cual el huésped participa en la induccidn, seleccién e invasién de las
células neoplasicas. En este contexto, las células tumorales reclutan vasculatura y estroma a partir de la
produccidon y secrecién de factores de crecimiento y citoquinas (Brown et al., 1999). A su vez, el

|ll

microambiente tumoral “activado” por el huésped (compuesto por células y componentes extracelulares)
modifica el comportamiento proliferativo e invasivo de las células tumorales.

La arquitectura tisular normal, mantenida por la membrana basal que delimita los limites de los tejidos y
6rganos y por la comunicacion célula-célula, restringe la mezcla inapropiada de células de diferentes
tipos. De esta forma, las células permanecen confinadas al tejido al cual corresponden debido al control
ejercido por la intercomunicacidn con células vecinas y con la matriz extracelular (MEC). Sin embargo, las
células malignas son resistentes a las sefiales regulatorias ejercidas por su contexto social.

Existen situaciones normales en las que células de un determinado tipo deben invadir tejidos para

cumplir su funcién normal. Es asi como los procesos de neovascularizacion, cicatrizacion de heridas y
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crecimiento de neuritas, son ejemplos de procesos invasivos fisioldgicos. En respuesta a factores tréficos,
las células vasculares, las capas de células epiteliales o las neuritas, migrardn, penetraran las barreras
tisulares y estableceran nuevos procesos de anastomosis (Liotta and Kohn, 2001). Los procesos de
invasion fisiolégica y maligna usan mecanismos moleculares similares, la diferencia es que el proceso
maligno persiste hasta desestabilizar la arquitectura normal de los tejidos afectados (Liotta et al., 1991).
Las células malignas estimulan en forma perpetua a las células vasculares y estromales del huésped a
conducir el proceso invasivo. De esta manera, las células vasculares migran e invaden hacia adentro de la
masa tumoral mientras que las células tumorales migran e invaden en direccién opuesta. La activacién

del microambiente local parece generar un entorno permisivo para las células malignas (Figura 2).

Fibroblasto Endotelio

Célula inmune

Estroma

RN

e
Membrana ————

basal

Epitelio

Células

epiteliales Células

tumorales

Figura 2. Microambiente huésped-tumor y el campo invasivo. El carcinoma invasivo es representado como una patologia de
multiples sociedades celulares. La transicién a carcinoma invasivo es precedida por la activacion de fibroblastos del huésped,
células inmunes y células endoteliales. La invasion ocurre en una zona de contacto y cooperacion entre las células estromales y
el epitelio pre-maligno. El intercambio de citoquinas y enzimas entre las células participantes estimula la migracion de ambos
tipos celulares (en sentidos opuestos) y modifica la matriz extracelular adyacente. El resultado de esta interaccion es la ruptura

de los limites normales de los tejidos. Adaptado de Liotta y Kohn (Liotta and Kohn, 2001).

Recientemente los autores Kristian Pietras y Arne Ostman (Pietras and Ostman, 2010), han revisado los
conceptos descriptos por Hanahan hace 10 anos, quien describia los cambios celulares que una célula
tumoral presenta y que se denominaron “the hallmarks of cancer” o “los sellos del cancer”. En la revisién

actual, se plantea que las células tumorales no acttan solas y que el crecimiento tumoral y la metastasis
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son el resultado de la subsistencia tumoral en un microambiente enriquecido por células estromales
como fibroblastos, células endoteliales, pericitos, leucocitos y matriz extracelular.

En cancer, la invasidn inicia el proceso metastatico mediante la adhesién y deadhesion de las células
tumorales a otras células (normales o tumorales o a componentes de la matriz), la degradacion
proteolitica del tejido circundante y la movilidad a través de esas matrices desorganizadas. La repeticion
ciclica de estos tres procesos permite a la célula tumoral penetrar los tejidos vecinos y acceder
eventualmente a la circulacién sanguinea.

El proceso de invasion estd acompafiado por un aumento de enzimas proteoliticas activas, capaces de
degradar matriz y proveer una via de evasion a la célula tumoral, estas enzimas proteoliticas incluyen las
serinoproteasas (plasmina), las metaloproteasas (MMP1, MMP2, MMP9, MT-MMP), las cistein-proteasas
(catepsina B, Ly X) vy las aspartil- proteasas (catepsina D). Uno de los principales blancos de estas enzimas
proteoliticas es la membrana basal, un tipo especial de matriz extracelular (ver apartado Dandoles a las
células un contexto: la matriz extracelular).

Las células tumorales y las que forman parte del estroma tumoral producen mayor cantidad de estas
enzimas en comparacion con las células normales de igual estirpe. Por otro lado, la actividad de estas
enzimas esta regulada en parte por los inhibidores enddégenos. En los tumores, el balance entre proteasas
e inhibidores se desplaza hacia la degradacion proteolitica, estableciendo un fenotipo invasivo y

metastasico.

Melanoma

El melanoma es un cancer que se origina en los melanocitos. Entre los diferentes tipos de cancer, el
melanoma es uno de los mas agresivos. Los melanomas surgen normalmente por transformaciones
malignas de los melanocitos de la piel, aunque pueden surgir desde melanocitos no cutdaneos como los
gue rodean la capa coroidal del ojo o las meninges. Entre otros nombres para este tipo de cancer se
encuentran los de melanoma maligno y melanoma cutdaneo o mas frecuentemente melanoma cutaneo
maligno (CMM).

El melanoma es responsable del 80/ de las muertes provocadas por cancer de piel y sélo el 14/ de los
pacientes con melanoma metastdtico logran sobrevivir mas de 5 afios. Los factores de riesgo mas fuertes
para melanoma son una historia familiar de melanoma, multiples nevos-benignos (lunares) o pecas, ojos
claros, pelo colorado y un melanoma previo. La exposicidén a rayos UV es un importante factor ambiental
gue favorece la aparicion de melanoma ya que agrede y desestabiliza la piel, afectando la funcién inmune
cutanea y generando la formacion de especies reactivas de oxigeno que causan dafios en el ADN de

melanocitos y queratinocitos (Thompson et al., 2005). El bronceado de la piel es una medida defensiva
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contra dicha agresion donde los melanocitos sintetizan melanina y la transfieren a los queratinocitos , alli
la melanina absorbe y disipa la energia ultravioleta (Gilchrest et al., 1999).

Para entender la génesis del melanoma y el contexto en el cual se encuentran las células es de
fundamental importancia conocer el érgano en el cual se encuentran. La piel humana es un érgano
complejo compuesto de dos capas, la epidermis y la dermis, separadas por una membrana basal (Figura
3). En la epidermis, los queratinocitos proveen una barrera primaria hacia el ambiente externo mediante
continua autorrenovacién mientras que los melanocitos se encuentran en la membrana basal entre la
unién epidermis-dermis donde producen el pigmento protector melanina el cual es transportado y cedido
a los queratinocitos protegiéndolos de los efectos dafiinos de los rayos ultravioletas (UV). A pesar de la
dindmica celular que existe en estas capas, la proliferacion de los melanocitos es controlada
estrictamente y practicamente no ocurre en condiciones fisioldgicas. La dermis presenta componentes
mesenquimales: fibroblastos y vasos sanguineos y linfaticos, los cuales proveen soporte mecanico y

nutricional, rigidez y espesor a la piel.

Estrato corneo

Capa granular

Epidermis Capa espinosa
Capa basal
Membrana basal
Melanocito
Dermis Vasos sanguineos/

Linfaticos

Fibroblastos

Figura 3. Esquema de la piel normal humana. La epidermis contiene las 3 capas principales de queratinocitos que son la capa
basal (cercana a la dermis); la capa espinosa (compuesta por células poliédricas); y la capa granular que se encuentra entre la
capa espinosa y el estrato corneo donde las células presentan una morfologia aplanada. Los melanocitos, que residen en la capa
basal, existen en un estado de proliferacion controlada en una relaciéon 1: 36 respecto a queratinocitos (1:5-10 respecto a
queratinocitos basales). En la capa basal los melanocitos sintetizan y donan melanina, un pigmento protector, a los

queratinocitos a través de sus multiples dendritas. Adaptado de Hsu et al (Hsu et al., 2002).

En el contexto de la piel normal, los melanocitos interactian con los principales componentes de la

epidermis, los queratinocitos. De hecho, el cocultivo de queratinocitos y melanocitos hace que estos
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ultimos readquieran sus caracteristicas normales semejantes a las in situ (Mancianti et al., 1993; Valyi-
Nagy et al., 1993).

En el afio 1984, Wallace Clark publicé la definicién de los 5 pasos, caracterizados histo-patoldgicamente,
de la progresién tumoral en melanoma (Clark et al., 1984) (Figura 4). El estadio nevo benigno se postula
como la lesidn melanocitica hiperplasica mas temprana. El estadio nevo displasico, se determind que es
el precursor candidato del melanoma cutaneo. El crecimiento en fase radial, es el primer estadio maligno
reconocible donde las células tumorales son confinadas a la epidermis o son localmente invasivas pero no
muestran capacidad de crecimiento rdpido o metastasis. Durante el estadio de crecimiento en fase
vertical, las células de melanoma infiltran la dermis y tejidos subcutdaneos como una masa en expansion,
con el consecuente riesgo de la diseminacion sistémica. Finalmente, la metastasis representa el estadio
mds avanzado de la progresion tumoral.

Muchos cambios moleculares e interacciones célula-célula cambian durante este proceso de
malignizacién. En la piel normal, la homeostasis entre queratinocitos y melanocitos es mantenida por

uniones homotipicas entre E-caderinas y uniones tipo gap.

Crecimiento Crecimiento
Nevo ) NEV‘? de fase de fase Melanoma
benigno displasico radial vertical metastasico
Epidermis
Membrana |+
basal
Dermis

Figura 4. Cambios histo-patoldgicos durante la progresion del melanoma cutdaneo maligno. (Ver texto). Adaptado de Clark et al

(Clark, 1991).

Durante la progresion del melanoma, la disminucién de la expresion de E-caderina conjuntamente con la
ganancia de expresion de N-caderina conduce a un cambio entre las células que se comunican donde los
melanocitos dejan de comunicarse con los queratinocitos y comienzan a establecer comunicaciones con
células que también expresan N-caderina como fibroblastos y células endoteliales. Esto genera que se
pierda el control de proliferacién de los melanocitos, quienes en estadios avanzados de la progresion del

melanoma comienzan también a expresar Mel-CAM y L1-CAM. Estas dos moléculas de adhesién
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favorecen el reclutamiento de células normales al tumor como células endoteliales, células de musculo
liso y células T activadas que producen multiples factores que afectaran finalmente la motilidad y Ila
sintesis de proteasas. Estas a su vez potencian la invasidn y la migracion (Haass and Herlyn, 2005; Herlyn
et al., 2000; Hsu et al., 2002; Li et al., 2002).

Como se describiera anteriormente, el melanoma es un tipo de cancer de piel que se detecta muchas
veces en el estado ya metastatico. Es una patologia que presenta un mal prondstico y una muy baja tasa
de supervivencia. Al respecto, el “espesor de invasividad” del tumor fue un concepto introducido por
Breslow en el afio 1970 (Breslow, 1970) que se utiliza en la actualidad para predecir una supervivencia de
5 afos. Por ejemplo, un espesor de melanoma de menos de 0,76 mM esta asociado con una
supervivencia de 5 afios en el 97/ de los pacientes mientras que un espesor de mas de 8,0 mM esta
asociado con una supervivencia de 5 afios en el 32/ de los pacientes.

La opcion con mejor chance de éxito para el tratamiento de melanoma es la remocidn quirurgica de la
piel de melanomas en estadios tempranos mientras que los estadios mas avanzados son muy resistentes
al tratamiento con los agentes quimioterapicos convencionales. En la actualidad, no existe un
tratamiento estandarizado convencional para el tratamiento de la enfermedad (Tsao et al., 2004) y a
pesar de que existe una gran cantidad de trabajos que aplican anadlisis gendmicos, todavia ha sido
infructuosa la busqueda de nuevos blancos terapéuticos.

De las caracteristicas anteriormente mencionadas, queda claro en melanoma que la busqueda de los
mecanismos moleculares que gobiernan la invasividad es de fundamental importancia para el disefio de

nuevas estrategias de tratamiento con el objetivo de prevenir la rapida evolucion de la enfermedad.
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SPARC: una proteina de la matriz extracelular

Dandoles a las células un contexto: la Matriz extracelular

Ya desde el afio 1850, se reconocia que el material fuera de las células era producido por las células; este
material recibiria luego el nombre de matriz extracelular (MEC). Desde el afio 1930 a 1975, los
componentes de la matriz extracelular fueron caracterizados por métodos quimicos, fisicoquimicos y
bioldgicos. A principios de esta Ultima década, Bornstein y colaboradores propusieron un modelo de
interaccion célula-matriz donde la matriz se representaba como una red proteica externa compuesta por
fibronectina, colageno y otras proteinas (Bornstein, 2002).
Actualmente se define a la matriz extracelular como una compleja red de macromoléculas secretadas,
localizadas en el espacio extracelular, cuya funcién es intervenir en la regulacién de la proliferacion,
diferenciacidon, migracion e interacciones intercelulares. La red macromolecular de la matriz estd
compuesta en gran medida por colagenos, elastina, glicoproteinas y proteoglicanos secretados por
fibroblastos, células epiteliales y endoteliales, entre otras, que cumplen funciones estructurales. La
abundancia relativa, la distribucién de las proteinas y la organizacién molecular de estos componentes de
la matriz extracelular varian enormemente de tejido a tejido dependiendo de su estructura y funcién.
Existe otro grupo de proteinas presentes en la matriz denominadas proteinas matricelulares las cuales
modulan la interaccion célula-matriz pero no cumplen roles estructurales (Bornstein, 2000). Este grupo
de proteinas comprende principalmente a: SPARC, trombospondina 1 y 2, proteinas CCN, galectinas,
osteopontina y la familia de tenascinas. Existen caracteristicas comunes a este grupo de proteinas:
- Son expresadas en altos niveles durante el desarrollo y en respuesta a injuria;
- No tienen roles estructurales en la MEC pero funcionan como moduladores de las interacciones
célula-matriz;
- Se unen a varios receptores de la superficie celular, factores de crecimiento, citoquinas, otros
componentes de la MEC o proteasas;
- Generalmente inducen estados antiadhesivos, en contraste con la mayor parte de las proteinas
estructurales de la matriz.
Muchas de las funciones de estas proteinas en cancer e inflamacién serdn luego descriptas en el apartado
“Evidencias del rol molecular protumoral de SPARC: inflamacién”.
En este punto es importante también mencionar un tipo especializado de matriz extracelular que se
denomina membrana basal, una capa especializada de entre 50 y 100 nm compuesta por una compleja
mezcla de proteinas de matriz extracelular que se encuentra en forma basolateral a todas las capas

celulares del organismo como epitelios y endotelios. La membrana basal separa estas capas celulares del
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tejido conectivo circundante, provee soporte estructural a estas células e influencia y modifica el
comportamiento celular mediante sefializacién desde afuera hacia adentro (outside in) (LeBleu et al.,
2007). Los cuatro componentes proteicos principales de la membrana basal son: colageno tipo IV,
laminina, nidégeno y perlecano. Estos componentes proteicos son los principales targets de las proteasas
que fueron descriptas en el apartado “El microambiente tumoral y el proceso de invasion”. La membrana
basal representa una barrera de contencién para el tumor primario, el cual debe degradar esta matriz

especializada para poder invadir y metastatizar.

SPARC, nuestra proteina de estudio

La proteina SPARC (Secreted Protein Acidic and Rich in Cysteins) es una proteina de secrecién que
presenta un peso molecular estimado de 32 kDa, y cuyas modificaciones post-traduccionales dan como
resultado una glicoproteina con un peso molecular aparente de 40-44 KDa por SDS-PAGE (Hughes et al.,
1987). Como vimos anteriormente, es una proteina matricelular, con funciones no estructurales sino de
modulacién de la funcién celular.

SPARC fue descripta por primera vez en el afio 1981 por Termine y colaboradores (Termine et al., 1981)
quienes demostraron que SPARC es una proteina presente en hueso y el principal componente no
colagenoso del tejido dseo humano y bovino. Posteriormente Sage y colaboradores (Sage et al., 1984;
Sage et al., 1981) la describirian como una proteina secretada por células endoteliales in vitro, mientras
que Otsuka y colaboradores (Otsuka et al., 1984) la presentarian como una proteina producida por
fibroblastos en cultivo. Otras nomenclaturas le fueron otorgadas a SPARC, tales como osteonectina por
su presencia en hueso, 43 K, teniendo en cuenta su masa o BM (membrana basal)-40, debido a que fue
encontrada también en ese tejido (Mann et al., 1987).

SPARC es el producto de un Unico gen tanto en vertebrados como en nematodos (Mason et al., 1986a;
Schwarzbauer and Spencer, 1993) donde presenta un alto grado de conservacién evolutiva, tal como lo

muestra la Tabla 1.

Nimerodeacceso |SPARC

SPARC (a) murino  |humano
humano NP-003109 92|-

bovino AAA30678 93 99
rata CAA74042 98 92
raton CAA27642 - 92
pollo AAA16893 86 87
codorniz AAD12179 79 89
rana CAA44350 77 79
trucha AAC99813 74 77
drosophila CAB39319 32 30
nematodos AAA16827 32 31

Tabla 1. Comparacién de la identidad de la secuencia de aminoacidos de SPARC en diferentes especies.

a, Numero de identificacion en la base de datos Genbank del NCBI. Adaptado de Brekken et al (Brekken and Sage, 2000).
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Como vemos, el gen humano es en un 92/ idéntico al del ratédn y un 31/ al gen del nematodo. Su
expresién en numerosas especies, a lo largo de varias phyla, incluyendo Homo sapiens, Drosophila
melanogaster, Caenorhabditis elegans, Rattus norvegicus, Xenopus laevis, y otros, junto con su alto grado
de homologia entre las distintas especies, supone que su funcion bioldgica es fundamental para las

diferentes especies.

Estructura y regulaciéon del gen de SPARC

SPARC es el producto de un uUnico gen localizado en el brazo largo del cromosoma 5 humano, en la
posicion 5931-g33; en la regién central del cromosoma 11 murino, y en el cromosoma 4 de nematodos
(Mason et al., 1986a; Schwarzbauer and Spencer, 1993; Swaroop et al., 1988). El promotor del gen de
SPARC carece de la clasica caja TATA pero posee cajas GCA repetidas continuas asi como también
elementos de respuesta a AMPc, shock térmico y elementos de respuesta a glucocorticoides (Mason et
al., 1986b; McVey et al., 1988). El gen murino de SPARC consiste de 10 exones separados por 9 intrones,
con una longitud de aproximadamente 26,5 kb como puede observarse en la Figura 5.
A

0kb 10kb 0 kb 30 kb
I | i |

5

+

Figura 5. Representacidon esquematica del gen murino de SPARC el cual presenta un 92/ de homologia con el humano. Los
exones estan representados como rectangulos en negro y estan numerados desde el extremo 5’ del gen. El exdn 1 y una porcion
del exdn 2 contribuyen a la regién no traducida del ARNm de SPARC. El exdn 2 codifica el péptido sefial y el sitio de clivaje y los
dos primeros aminoacidos de la proteina secretada. El exdn 10 codifica los ultimos 10 aminoacidos de la proteina y contiene la
region 3’ no traducible de la proteina. Desde el exén 3 al exon 10 son codificados los aminoacidos que forman parte de la
secuencia de la proteina secretada.

Tomado de Lane and Sage (Lane and Sage, 1994).

El gen homdlogo de SPARC en C. elegans contiene 6 exones y presenta claras diferencias respecto a su
contraparte en mamiferos. Los exones 1,3 y 10 de mamiferos parecen estar ausentes y los exones 6y 7 se
encuentran fusionados. La ausencia del exdn 3, que contiene la secuencia mas variable en vertebrados da
como resultados un acortamiento en el dominio | de la proteina (ver apartado siguiente: Caracteristicas
Estructurales y Bioquimicas de SPARC). Un resumen de las caracteristicas estructurales del gen de SPARC

y sus transcriptos es representado en la Tabla 2 a continuacion:
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Cromosoma humano 5q 31-33
Cromosoma murino 11

Cromosoma nematodo 4

10 exones murino (aproximadamente 26,5 kb)

6 exones en nematodos (aproximadamente 3,6 kb)

No posee cajas TATA o CAAT
Primer intrén mayor a 10 kb

Posee secuencias repetidas GCA

2,2-3.0 kb en humanos
2,2 kb murino o bovino

1,1kb en nematodos

Tabla 2. Caracteristicas estructurales del gen de SPARC. Tomado de Lane and Sage (Lane and Sage, 1994)

Caracteristicas Estructurales y Bioquimicas de SPARC

El gen de SPARC en vertebrados codifica para una proteina de 298 a 304 aminoacidos de extensién. Los
17 primeros aminodacidos constituyen el péptido sefial que es removido previo a la secrecion de la
proteina. La proteina SPARC humana madura sobre la cual se basa el trabajo presentado en esta tesis,
presenta 286 aminodcidos y un punto isoeléctrico de 4,76. El peso esperado de la proteina es de
aproximadamente 32kDa, sin embargo, por modificaciones post-traduccionales la proteina secretada
presenta un peso aproximado de entre 40 y 44 kDa. Esta variacidon estructural de SPARC, se debe
principalmente a glicosilaciones, las cuales varian dependiendo del tejido de donde proviene la proteina
(Kaufmann et al., 2004). La proteina derivada de hueso y plaguetas migra en forma diferente mediante
electroforesis en geles (SDS-PAGE) y la digestion enzimatica con N-glicosidasa F y endoglicosidasa H,
demostrd que la diferencia se debe a la N-glicosilacion variable en la proteina derivada de hueso que
presenta predominantemente oligosacaridos de alta manosa, mientras que la proteina derivada de
plaguetas presentada oligosacaridos de estructura compleja (Kelm and Mann, 1991). Esta caracteristica
presente en plaquetas, también se demostrd en la proteina SPARC derivada de lineas de melanoma,

objeto de estudio en esta tesis (Ledda et al., 1997b).
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La estructura de SPARC se divide en 3 dominios bien diferenciados (Maurer et al., 1995; Maurer et al.,

1997) que se encuentran representados en la Figura 6 y cuyas funciones se resumen en la Tabla 3.

Dominio | o Dominio Acidico (aa 3-51): Este dominio estd codificado por los exones 3 y 4, es altamente
acidico con un valor de pl cercano a 3. Aunque la estructura de este dominio todavia no ha sido resuelta,
estudios de dicroismo circular predicen la existencia de regiones de tipo a hélice sensibles a cambios en
la concentracion de Ca?*". SPARC de nematodos, al carecer del exdn 3, es 21 aminoécidos mas corta
(Schwarzbauer et al., 1994), pero mantiene las propiedades de unién al Ca®*. Este dominio N-terminal
presenta los epitopes inmunodominantes (Maillard et al., 1992; Stenner et al.,, 1984) y se une a
hidroxiapatita, por lo que ha sido implicado en la mineralizacion de hueso y cartilago (Romberg et al.,

1985).

D1:Acidico | DIl: Similar a folistatina DIII: Sitio de unién de Ca extracelular

! — COOH
T Co— ®

NH>

130 e— s 280

Figura 6. Estructura de SPARC humana. La representacion deriva de la informacion obtenida por cristalografia donde se observan
2 dominios (el dominio acidico no pudo ser determinado por esta técnica). El dominio similar a folistatina, desde el aminoacido
57 al 137, esta representado en rojo, excepto el péptido 2.1 (aa 55-74) y el péptido angiogénico (K)GHK (aa 114-130) que se
encuentran representados en verde y negro respectivamente. El dominio EC o sitio de unidn extracelular al Ca (aa 138-286) esta
representado en azul, excepto por el péptido 4.2 (aa 255-274) representado en amarillo.

Adaptado de Brekken et al (Brekken and Sage, 2000).

Dominio Il o Dominio Similar a Folistatina (FS) (aa 52-132): Este dominio es codificado por los exones 5y
6 y contiene 10 cisteinas y un complejo carbohidrato N-ligado en la posicién Asn99. La estructura de este
dominio es homdloga al dominio repetido de folistatina y estudios de cristalografia de rayos X
demostraron que el dominio Il consiste de una estructura alargada formada por una horquilla B N-
terminal y un pequefio nucleo de estructura mixta o/p. Tanto los estudios de secuencia como la
estructura cristalina muestran que el ndcleo del dominio Il se asemeja a un inhibidor de serina-proteasa y
que el dominio NH2 terminal tipo horquilla B se parece al del EGF (factor de crecimiento epidermal)

(Hohenester et al., 1997). La regién N-terminal del dominio Il posee ademas péptidos bioactivos que
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ejercen diferentes efectos sobre las células endoteliales. Por ejemplo, el péptido 2.1 (aa 55-74) inhibe la
proliferacion de células endoteliales (Funk and Sage, 1993) mientras que el péptido 2.3 (aa 113-130) que
contiene la secuencia de unidn al Cu®*, estimula la proliferacion de células endoteliales y la angiogénesis.

Por otro lado, la region N-terminal del dominio Il posee afinidad por heparina y proteoglicanos. (Figura 6)

Dominio Il o Dominio EC extracelular de unién al Ca®* (aa 133-285): Este dominio est4 codificado por
los exones 7 a 9. Un estudio de cristalografia de rayos X reveld la estructura globular de este dominio que
contiene dos motivos manos EF con elevada afinidad por Ca®* (Hohenester et al., 1996). Este dominio
interactua con el dominio Il a través de una hélice N-terminal anfifilica, esto ocurre a través de multiples
residuos que se encuentran conservados en los miembros de proteinas de la familia SPARC, SC1 y QR1
(Figura 7). El dominio Il posee el péptido 4.2 (aa 254-273) que se ha demostrado que inhibe la
proliferacion de células endoteliales (Kupprion et al.,, 1998; Motamed and Sage, 1998). Los colagenos
fibrilares tipo I, lll y V, y el colageno de lamina basal tipo IV, se unen al dominio EC de SPARC en forma
dependiente de la concentracion de Ca* (Maurer et al.,, 1995; Pottgiesser et al., 1994; Sasaki et al.,
1997b; Sasaki et al., 1998).

La afinidad de SPARC por colageno puede ser aumentada por el clivaje entre las leucinas L197 y L198 y se
ha demostrado la especificidad de varias metaloproteasas extracelulares (MMP-7, MMP-3, MMP-2,
MMP-13) para clivar a SPARC en la mencionada posicién. El andlisis de la estructura cristalina y de la
mutagénesis dirigida mostraron que cinco residuos (R149, N156, L242, M245 y E246) son necesarios para
la union al coldgeno, y que el clivaje entre los residuos L197-L198 permite un mayor acceso de la hélice
triple de colageno a los residuos involucrados en la unién de coldgeno aumentando de esta manera la
afinidad de la interaccion (Sasaki et al., 1998).

El dominio Ill de SPARC también posee afinidad por la regién de unién a heparina de la vitronectina, pero
esta interaccién sélo ha sido observada en ensayos de fase sélida mientras que la vitronectina en forma

soluble no interacciona con SPARC (Rosenblatt et al., 1997).

Une Ca2+ con baja afinidad Inhibe proliferacién Une Ca2+ con alta afinidad
Sitio de transglutaminacion Desensambla adhesiones focales Inhibe estiramiento celular
Inhibe estiramiento celular Estimula angiogénesis Inhibe proliferacién
Inhibe produccién de FN y TSP Une Cu2+ Desensambla adhesiones focales
Induce produccién de PAI-1 Une PDFG y VEGF Induce produccién de MMP-9

Tabla 3. Resumen de las diferentes funciones y propiedades en ensayos in vitro que le han sido atribuidas a los 3

dominios de SPARC.
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Proteinas homdlogas a SPARC

SPARC es una proteina extracelular que pertenece a la familia de proteinas de la matriz extracelular y
ademas pertenece al grupo de proteinas que poseen un dominio similar a folistatina y un dominio EC.
Dentro de este grupo de proteinas denominadas “SPARC-like” se han identificado otros 4 miembros: (a)
SC1, una proteina identificada inicialmente en cerebro de rata (Johnston et al., 1990) y su homodloga
humana hevina, aislada de endotelio de vénulas (Girard and Springer, 1995); (b) la proteina de retina de
codorniz QR1 (Guermah et al., 1991) ; (c) La proteina TSC36/FRP , una proteina inducida por TGF- en
células de glioma (Shibanuma et al., 1993); y (d) testican/SPOCK, una glicoproteina asilada de testiculos
humanos (Alliel et al., 1993), cerebro murino y humano (Bonnet et al., 1996; Marr et al., 2000) y células
endoteliales (Marr et al., 1997). Mientras que todas las proteinas tienen un dominio similar a folistatina,
seguido por un dominio EC, difieren considerablemente en el dominio acidico N-terminal como se puede

observar en la Figura 7.

Dominio Dominio Dominio
Acidico Similar a Extracelular de
Folistatina Unién al Ca2+
aa: 3-51 aa: 52-132 aa: 133-285 Numero total de
aminoacidos
NN 000 0 0 s 285
T T T sc 634
245 556 614
(ETEEEE T o« 660
143 54 (1]
0 e 1 [T 1] Testican 421
10 309 216
110 ] L[ mscaerrme 288
6 296 156
| 111 [T ] SRG 427
0 234 242

Figura 7. Esquema estructural de las proteinas homdlogas a SPARC. En la figura se encuentran representadas en forma lineal la
homologia en cada dominio (el degradé de colores da idea de grado de homologia). Los nimeros representan el porcentaje de

identidad de la secuencia de aminoacidos respecto a SPARC. Adaptado de Brekken et al (Brekken and Sage, 2000).

Las funciones bioldgicas de estas proteinas homdlogas a SPARC no se conocen con precisidon hasta el
momento. La proteina hevina ha sido descripta como una proteina antiadhesiva (Girard and Springer,
1996), mientras que QR1 y TSC36 estan asociadas con inhibicidn del ciclo celular (Shibanuma et al.,
1993). SC1 posee un 53/ de homologia con SPARC y es co-expresada junto con SPARC durante el
desarrollo en cerebro y glandula adrenal (Soderling et al., 1997) y en sistema nervioso central de ratén
adulto (McKinnon and Margolskee, 1996). Que SPARC y SC1 tengan solapada su expresién en algunos

tejidos podria indicar que se compensan funcionalmente una con otra.
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Expresion de SPARC

Estudios de la expresiéon de SPARC en vertebrados menores e invertebrados han demostrado que la
expresion de la proteina se encuentra regulada en forma temporal y espacial durante el desarrollo.
(Damjanovski et al., 1998; Holland et al., 1987; Nomura et al., 1988; Sage et al., 1989b; Schwarzbauer et
al., 1994). En anfibios la expresion de SPARC comienza luego de la gastrulacion mientras que en ratones la
expresion de la proteina puede ser detectada desde el dia 9 en el primordio del corazén; mas tarde en el
dia 14 SPARC es expresada en cartilago, hueso, epitelio del tracto digestivo, vasos sanguineos y piel. En el
humano, altos niveles de ARNm y de proteina han sido descriptos en hueso y dientes durante el
desarrollo, principalmente en osteoblastos, odontoblastos y fibroblastos adyacentes a condrocitos
(Mundlos et al., 1992).

La expresion y funcion biolégica de SPARC en el adulto parece estar limitada a tejidos que sufren
remodelacion, como el intestino, hueso y tejidos en reparacion como durante la cicatrizacidon de heridas
(Holland et al., 1987; Sage et al., 1989b). Caracteristicamente expresada por las células ganglionares y
astrocitos en la retina, SPARC parece estar involucrada en el mantenimiento de la funcién de la retina,
dado que se observa en el adulto un aumento de la expresién en comparacion con tejido retinal de recién
nacidos (Yan and Sage, 1999).

SPARC ha sido descripta en zonas de angiogénesis durante el crecimiento de la membrana
corioalantoidea de embriones de pollo y su expresion se correlaciona con el crecimiento de nuevos vasos
sanguineos (lruela Arispe et al., 1995). Desafiando el concepto de que SPARC es solamente una proteina
de secrecién, SPARC no sdlo se observa en células en cultivo con una localizacion perinuclear que rodea el
aparato de Golgi, sino que ademas Gooden y colaboradores, describieron a SPARC en el nucleo de células
en divisiéon (Gooden et al., 1999). Aunque la funciéon de SPARC en el nucleo es desconocida, la evidencia

sugiere que podria estar involucrada en la regulacion de la mitosis de células prediferenciadas.

Funciones Bioldgicas de SPARC en tejidos normales:

antiproliferacion y antiadhesion

Antiproliferacion y antiadhesion son las dos principales funciones bioldgicas definidas para SPARC in vitro,
cada una de las cuales actua por una via de sefializacién independiente (Motamed and Sage, 1998). En los
comienzos de las investigaciones que se enfocaron en describir las funciones bioldgicas de SPARC, se
demostrd que era un importante inhibidor del ciclo celular arrestando fibroblastos en fase G; (Funk and
Sage, 1991; Sage et al.,, 1995). Ademas se demostré que SPARC inhibe la proliferacion de células
endoteliales, musculo liso y fibroblastos estimulados in vitro con VEGF, PDGF, bFGF y suero fetal bovino
(Hasselaar and Sage, 1992; Kupprion et al., 1998; Raines et al., 1992). Esta propiedad antiproliferativa fue

confirmada en células de ratones null para SPARC, donde los fibroblastos, células mesangiales y del
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musculo liso, mostraron una tasa de proliferacion mayor comparadas con su contraparte wild-type. Los
estudios que se concentraron en determinar el mecanismo por el cual SPARC inhibe al ciclo celular han
sido infructuosos hasta el momento. Mediante estudios de inhibicién de vias de sefializacion, se ha
demostrado que la inhibicidn general de proteinas tirosina-quinasa con herbimicina A y genisteina,
protegid a células endoteliales del efecto antiadhesivo de SPARC pero el efecto antiproliferativo no pudo
ser inhibido (Motamed and Sage, 1998). El estudio concluyé que el efecto antiadhesivo de SPARC sobre
células endoteliales es mediado a través de una via dependiente de fosforilacién de tirosinas mientras
que la funcién antiproliferativa es dependiente en forma parcial de una via acoplada a receptor de
proteina G.

La adhesién celular y el consecuente estiramiento sobre un sustrato, son requisitos esenciales para el
apropiado crecimiento y supervivencia de las células. Si estos requisitos no pueden concretarse, podria
conducir al redondeamiento de las células y la consecuente apoptosis.

El proceso de adhesion celular es un proceso reversible que ocurre en tres pasos: pegado, estiramiento y
formacién de contactos focales de adhesion y fibras de estrés (Figura 8). La funcidn antiadhesiva de
SPARC es quizds la mas caracterizada de las funciones de esta proteina, y su efecto es logrado por la
disolucién de los contactos focales de adhesidn y la reorganizacion de fibras de estrés. Lane y Sage
documentaron mediante estudios in vitro las secuencias de SPARC responsables del efecto antiadhesivo
(Lane and Sage, 1994). Se ha demostrado que el efecto de anti-estiramiento y el desensamblaje de los
contactos focales de adhesidn en células endoteliales bovinas es mediado por SPARC o por un péptido C-
terminal de la misma conteniendo el sitio de unién a Ca”". Se cree que alguna de estas dos moléculas,
SPARC o su péptido derivado, estan involucradas en la fosforilacién de tirosinas de proteinas asociadas a
los contactos focales de adhesién (Young et al., 1998).

Mientras que el proceso de adhesion celular ha sido bien caracterizado, se conoce mucho menos acerca
de la de-adhesién. De-adhesidn se refiere al proceso reverso a la adhesién en el cual la célula cambia
desde un estado de adherencia mas fuerte a uno de adherencia débil (Greenwood and Murphy-Ullrich,
1998). La transicién desde un estado fuertemente adherido a un estado intermedio involucra la
reestructuracion de los contactos focales de adhesién y fibras de stress manteniendo la morfologia
celular estirada. Este tipo de adhesiéon es mediada no sdlo por SPARC sino también por otras proteinas
matricelulares como trombospondina 1 y tenascina C.

La reversibilidad del proceso de adhesiéon celular se ve representada en eventos tales como:
remodelacion de tejidos durante morfogénesis y cicatrizacion de heridas, metaplasia celular, proliferacién

celular y durante carcinogénesis y metastasis.
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Adhesion débil Adhesion intermedia Adhesidon fuerte

pegado estiramiento formacion de contactos focales
y fibras de estrés

E TSP, TN-C, SPARC |

o

Inmovil Crecimiento celular
Diferenciacion celular
Células estacionarias

Figura 8. Los estadios de la adhesidn celular y la induccidn de un estado intermedio de adhesividad por proteinas matricelulares.
Durante el proceso de adhesidn, la célula se pega, se estira y forma fibras de estrés y contactos focales de adhesién. Con cada
cambio de estado, la fuerza de adhesidn se incrementa. El proceso de de-adhesion es la transicion desde un fuerte estado de
adherencia hacia un estado de adherencia intermedio, caracterizada por el desensamblaje de fibras de estrés y los contactos
focales de adhesidn en la célula que permanece estirada. TSP1 (trombospondina 1), tenascina C (TN-C) y SPARC inducen un
estado de adhesion intermedio. El estado débil de adhesion puede ser encontrado en células en apoptosis o durante la
citoquinesis. El estado de adhesion fuerte es caracteristico de células diferenciadas o quiescentes mientras que el estado
intermedio de adhesidén ocurre durante injuria como en cicatrizacion de heridas o remodelacién de tejidos durante la

morfogénesis o en procesos patoldgicos como la carcinogénesis. Adaptado de Murphy-Ullrich (Murphy-Ulirich, 2001)

Interaccidon de SPARC con otras proteinas

SPARC es una proteina que se une con alta afinidad a cationes bivalentes, factores de crecimiento y
componentes de la matriz extracelular. La unién del Ca** a SPARC provoca un cambio conformacional que
reduce la susceptibilidad del dominio EC frente a proteasas y altera la afinidad por el colageno (Engel et
al., 1987; Maurer et al., 1992; Pottgiesser et al., 1994). SPARC se une también a cu® y Fe?' (Vernon and
Sage, 1989).

Por otro lado, SPARC se une a PDGF (factor de crecimiento derivado de plaquetas) y esta interaccién
interfiere con la unién de PDGF a su receptor en fibroblastos e inhibe la proliferacién de células de
musculo liso estimulada por PDGF (Raines et al., 1992). El mismo hallazgo en células de musculo liso
adrtico fue descripto posteriormente (Motamed et al., 2002).

También se ha demostrado que, SPARC y péptidos derivados del dominio EC (aa 254-273) y FS (aa 54-72)
se unen a VEGF (factor de crecimiento de células endoteliales de la vasculatura), interfiriendo con la

unién de VEGF a su receptor VEGF-R1 en células endoteliales e inhibiendo la proliferacién de dichas
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células (Kupprion et al., 1998). Ademas, SPARC es capaz de inhibir la fosforilacion del receptor VEGF-R1
inducida por VEGF, pero no inhibe la activacién del receptor VEGF-R2.

Se demostré que SPARC y péptidos derivados del dominio EC inhibieron la actividad de FGF-2 (factor 2 de
crecimiento de fibroblastos) sobre células endoteliales adrticas bovinas (Hasselaar and Sage, 1992). Tanto
SPARC como péptidos derivados del dominio EC inhibieron la fosforilacién de FGF-R1 y MAPK inducida
por FGF-2 en células endoteliales humanas y en mioblastos (Brekken and Sage, 2000). Sin embargo, no se
ha podido demostrar una interaccion directa de SPARC con FGF-2 sugiriendo que SPARC seria capaz de
inhibir la fosforilacién del receptor FGF-R1 a través de un mecanismo que no depende de la interaccién
de SPARC con FGF-2.

Respecto a las interacciones de SPARC con proteinas de la MEC, la interaccién con coldgenos es una de las
principales. SPARC interacciona con colagenos tipo |, II, lll, IV, V y VIII, ademas presenta una estrecha
relacion con TGF-f1. (ver mas adelante)

Respecto a interacciones de SPARC con proteinas involucradas en vias de sefializacién como las quinasas,
es importante mencionar que se ha reportado la interaccion de SPARC con la proteina ILK o “integrin-
linked kinase” demostrandose que la interaccion de estas proteinas es necesaria para el correcto
ensamblaje de una matriz de fibronectina. Esto resultd en la primer evidencia del mecanismo molecular
por el cual SPARC estaria regulando el ensamblaje de la matriz extracelular (Barker et al., 2005).
Coincidentemente, Shi y colaboradores demostraron que la disminucidon de la expresién de SPARC en
glioma condujo a una menor activacién de las quinasas ILK y FAK (“focal adhesion kinase”), y a la
consecuente disminucién de la supervivencia celular y capacidad invasiva (Shi et al., 2007). Finalmente,
Weaver y colaboradores probaron que la supervivencia celular in vitro ante condiciones de estrés celular
como la deprivacién de suero, conducen a una activacion de ILK mediada por SPARC lo cual genera un
aumento de la resistencia a la apoptosis (Weaver et al., 2008).

La Tabla 4 presentada a continuacion, resume las evidencias cientificas que demuestran las interacciones

de SPARC con otras proteinas y cationes.

Ligandos Referencias bibliogrdficas
Cationes
Ca2+ Maurer et al. 1992, 1995
Cu2+ Lane et al 1994
Fe2+ Vernon and Sage
Factores de crecimiento
PDGF Raines et al. 1992, Gohring et al. 1998
VEGF Kupprion et al. 1999

Proteinas de Matriz Extracelular

Termine et al. 1981, Sasaki et al. 1998,

Colageno | Giudici et al. 2008
Colageno ll Sage et al. 1989, Giudici et al. 2008
Colageno llI Sage et al. 1989, Giudici et al. 2008
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Colageno IV Mayer et al. 1991, Maurer et al. 1995
Colageno V Sage et al. 1989, Giudici et al. 2008
Colageno VI Sage et al. 1989
Vitronectina Rosenblatt et al. 1997
Trombospondina-1 Clezardin et al. 1988
Union a la superficie celular
Células endoteliales Yost and Sage 1993
Plaquetas Kelm et al. 1992
Otros
Albimina Sage et al. 1984
Hidroxiapatita Romberg et al. 1985
ILK (quinasa unida a integrina) Barker et al. 2005, Weaver et al. 2008,
Shi et al. 2007.

Tabla 4. Interaccién de SPARC con otras moléculas. Adaptado y actualizado de Yan y Sage (Yan and Sage, 1999).

Dada la importancia bioldgica que resulta de las interacciones de SPARC y colageno tipo | y de la relacién

entre SPARC y TGF, estas serdn descriptas en detalle a continuacion.

Interacciéon entre SPARC y Coldgeno tipo |

SPARC se une a los colagenos tipo | a V y el clivaje de SPARC por la accidon de metaloproteasas resulta en
una incrementada afinidad de SPARC estas proteinas de MEC (Sage et al., 1989a; Sasaki et al., 1997a). Se
ha demostrado ademads, que una modificacién estructural del dominio extracelular de unién al calcio de
SPARC conduce a un aumento en 10 veces de la afinidad por coldgenos | a IV (Sasaki et al., 1998).

En estudios in vivo, Iruela-Arispe y colaboradores reportaron que ratones que no expresan coldgeno tipo |
en tejidos mesenquimales fallan en el depésito de SPARC en la MEC tanto in vivo como in vitro (Iruela-
Arispe et al., 1996). Estas evidencias sugerian claramente que la produccién de colageno tipo | parecia ser
un requisito para la asociacién de SPARC a la MEC embridnica de los ratones. Por otro lado, ratones con
expresion null para SPARC (SP -/-) presentan diferentes anormalidades que parecen reflejar, al menos en
parte, cambios en la estructura y composicion de la MEC (Bradshaw and Sage, 2001). Esto fue confirmado
posteriormente en otro trabajo que demostrd que las fibrillas de colageno de la dermis de los ratones
null para SPARC eran mas pequefias en comparacion con la dermis normal (Bradshaw et al., 2003), lo cual
ademads se correlaciond con una menor tensidn de la piel. Los autores de este trabajo propusieron
entonces que la expresién de SPARC era necesaria para la correcta maduracién del colageno en la MEC.
Esta idea fue retomada y confirmada por Rentz y colaboradores quienes demostraron que SPARC regula
el procesamiento de procolageno tipo | y la fibrilogénesis del colageno en fibroblastos dérmicos (Rentz et

al., 2007).
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En estudios mas recientes, se ha llegado a plantear a SPARC como una molécula chaperona de coldgeno
(Martinek et al.,, 2007) dada la capacidad de SPARC de unirse a colageno a través de una secuencia
altamente conservada entre distintas especies favoreciendo la fibrilogénesis. Asimismo, se han propuesto
un “dominio de interaccién a la matriz” y un “dominio de interaccion con la célula” en la fibrilla de
colageno tipo |, siendo este ultimo el sitio propuesto de interaccidon con SPARC, entre otras proteinas de
MEC, y el responsable de la maduracidn y procesamiento del coldgeno (Sweeney et al., 2008).

Numerosas publicaciones han demostrado la estrecha relacidn entre la expresién de SPARC y colageno
tipo | asi como también su interaccién a nivel molecular. Por otra parte, Brekken y Sage demostraron que
la produccidon de SPARC acompafia la induccion de coldgeno tipo | (Brekken and Sage, 2001). Por otro
lado, en cultivos de células mesangiales donde se inhibié la expresion de SPARC, se demostré una
expresidon disminuida de colageno tipo | tanto a nivel del ARNm como de la proteina en comparacion con
la linea wild type (Francki et al., 1999). Estas células presentaron a su vez, niveles disminuidos de TGF-p1,
tanto a nivel de ARNm como de proteina secretada, y la adicion de SPARC exdgena restablecié tanto la
expresion de coldgeno tipo | como de TGF-B1, por lo que se postulé que SPARC regula la expresién de
ambas proteinas. Estos resultados fueron confirmados posteriormente en fibroblastos humanos, donde
la transfeccién de fibroblastos con un ARN de interferencia para SPARC, condujo a una disminucion de
coldgeno tipo I. La adicidn exdgena de TGF-f1 indujo a un incremento en la expresidn tanto de SPARC
como de colageno tipo | en fibroblastos normales pero no en aquellos transfectados con un ARN de

interferencia para SPARC (Zhou et al., 2006; Zhou et al., 2005a).

Interaccion entre SPARCy TGF-[31

El factor de crecimiento transformante TGF-B1 y SPARC han sido relacionados con la rapida remodelacidn
de tejidos conectivos durante el proceso de cicatrizacién de heridas (Sporn et al., 1983; Wasi et al., 1984).
Numerosas publicaciones cientificas demostraron posteriormente que la regulacién de la expresion de
SPARC y TGF-B1 estaba intrinsecamente relacionada y que una proteina estimula la expresién de la otra y
viceversa. Concretamente, en el afio 1988 Wrana y colaboradores demostraron que TGF-B1 inducia la
expresion de proteinas especificas de matriz extracelular, entre ellas SPARC y coldgeno tipo | en
diferentes tipos celulares encontrados en hueso (Wrana et al.,, 1988). Posteriormente, estas
observaciones serian confirmadas en fibroblastos in vitro los cuales, luego de la adicidn exdgena de TGF-
B1, presentarian niveles aumentados de la expresion de SPARC y coldgeno tipo | (Wrana et al., 1991).
Asimismo, Ford y colaboradores demostraron que el aumento de la expresion de SPARC durante la
diferenciacién de queratinocitos humanos era un proceso dependiente de TGF-31 (Ford et al., 1993). Por
otro lado, se demostréd en un modelo de células dentales que la Vitamina D en presencia de TGF-B1

inducia la expresiéon de SPARC (Pavasant et al., 2003; Shiba et al., 2001). Ademas, Reed y colaboradores
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demostraron que TGF-B1 induce la expresion de colageno tipo | y SPARC en fibroblastos (Reed et al.,
1994). Como vemos, estas evidencias dan cuenta de que la expresién de SPARC es inducida por TGF-31
ademas de relacionar la expresidn de estas proteinas a la de colageno tipo I.

Por otro lado, numerosos trabajos cientificos han demostrado que este proceso es reciproco, esto es, que
SPARC induce la expresion de TGF-B1. Como comentaramos en el apartado anterior, se demostré en
cultivos de células mesangiales y en fibroblastos normales que la inhibicién de la expresion de SPARC
inducia a una disminucién de la expresién de coldgeno tipo | y TGF-1 tanto a nivel del ARNm como de la
proteina, en comparacién con la linea wild type, lo cual podia revertirse mediante el agregado exdgeno
de SPARC (Francki et al., 1999; Zhou et al., 2006; Zhou et al., 2005b). Por otro lado, Bassuk y
colaboradores demostraron, en un modelo de glomerulonefritis en rata, que el agregado exdgeno de
SPARC conducia a un aumento de la expresion de TGF-B1 y coldgeno tipo | en células mesangiales (Bassuk
et al., 2000c). Ademas, se demostré que SPARC inhibe la proliferacidén de células epiteliales a través de la
estimulacién de la sefializacion de la via TGF-1-Smad 2/3 (Schiemann et al., 2003a). Del mismo modo, se
reportd que SPARC regula la fosforilacion de Smad 2 mediada por TGF-f1 en células mesangiales
indicando que SPARC no sélo regula la expresidon de TGF-B1 sino también la cascada de sefializacion
dependiente de esta proteina (Francki et al., 2004b).

Estos resultados refuerzan la evidencia que une a estas tres proteinas: SPARC, coldgeno tipo | y TGF-B1 en
procesos regulatorios comunes.

Hasta ahora hemos focalizado nuestra atencidn en la accidn de SPARC sobre células normales. En células
malignas no siempre SPARC se correlaciona con las mismas actividades que en células normales. A

continuacién introduciremos las evidencias de la actividad de SPARC en tumores.
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SPARCy Tumores

Controversias del rol de SPARC en cancer: pro o antitumoral?

Las evidencias que dan cuenta de la importancia del rol de SPARC en una gran variedad de tipos
tumorales son numerosas aungue todavia no existe un modelo que unifique y pueda explicar todas las
facetas de su funcién molecular y su contribucién al desarrollo de la progresién tumoral. Se han
reportado evidencias que prueban la sobreexpresién de SPARC en una amplia variedad de tipos
tumorales como melanoma, mama, cerebro, glioblastoma, entre otros, lo cual podria llevarnos a
hipotetizar acerca del potencial rol de SPARC en la promocién y progresion tumoral. Sin embargo, se ha
demostrado que existe una baja expresion de la proteina en cancer de ovario, pancreas y cancer
colorrectal, entre otros, lo cual sugeriria un rol inhibitorio de SPARC en la formacién del tumor.

Estas evidencias, aparentemente contradictorias, resaltan la compleja biologia de SPARC en céncer que
puede ser explicada en parte teniendo en cuenta que existen numerosas proteinas en la MEC con
funciones similares o complementarias a las de SPARC. Es de esperarse que el balance particular que
existe en cada tejido tumoral respecto a las actividades de las proteinas de la MEC pueda influir, para un
lado o para otro, en el comportamiento del tumor. Esto puede depender del linaje tumoral, de Ia
proporcién y/o composicidn relativa del estroma o de otros factores que modifiquen la actividad de
SPARC. Por ejemplo, existen fragmentos peptidicos derivados de la proteina que presentan actividades
bioldgicas que se oponen a las actividades de la proteina nativa (Tai and Tang, 2008). Dado que ademas el
perfil de proteasas que se encuentran en el microambiente tumoral de cada tipo tumoral puede diferir
entre los distintos tumores y sabiendo que SPARC puede sufrir protedlisis por accion de metaloproteasas
(Iruela Arispe et al., 1995), estas diferencias, en combinacién con cambios en la composicion local de
moléculas de matriz y citoquinas, pueden contribuir al complejo comportamiento de SPARC en los
distintos tipos de cancer.

A continuacion se presentardn las evidencias que sustentan el rol de SPARC como proteina protumoral y

como antitumoral en distintos tipos de cancer.

SPARC: rol protumorigénico y prometastasico

La matriz extracelular es una compleja red dindmica cuya funcidn va mas alld de ser un soporte mecdnico
sino que estabiliza las funciones fisioldgicas de las células como migracién, proliferacién y diferenciacidn.
La mayoria de los componentes estructurales de la MEC como colageno, laminina y nidégeno favorecen
la sefializacion que promueve la supervivencia celular. Sin embargo, y como ya se adelanté en el apartado

“Funciones bioldgicas de SPARC en tejidos normales”, existe un segundo grupo de proteinas
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matricelulares que favorecen un estado de adhesién intermedio caracterizado por disrupcidon de los
contactos focales de adhesion y reorganizacién de fibras de estrés. Estas proteinas son secretadas en
forma transiente a la MEC, y no se vuelven parte de la red de proteinas presentes. Esta familia incluye a
trombospondina 1y 2, tenascina y SPARC. Debido a su capacidad antiadhesiva, se ha propuesto que el rol
de SPARC reside en promover el desensamblaje de las células malignas de la matriz extracelular,
promoviendo la migracidon y diseminacién de las mismas hacia los tejidos circundantes (Ledda et al.,
1997a; Rempel et al., 2001).

Mediante estudios de expresion de genes por tecnologia de microarreglos, entre otros enfoques
experimentales, se ha identificado a SPARC como una proteina de mal prondstico, muy frecuentemente
asociada con los tumores mas agresivos en una gran cantidad de tipos humanos de cancer, tal como lo
muestra la Tabla 5, donde podemos ver que SPARC se sobre-expresa en melanoma, glioma, cancer de
mama, colon, préstata, rindn, eséfago, pulmdn, pancreas, higado, ovario, vejiga, Utero, piel, tiroides,
cancer de cabeza y cuello, leucemia y cancer gastrico.

La sobre-expresién de SPARC ha sido asociada a los tipos mas agresivos de melanoma humano y se ha
sugerido que su expresién predice el resultado clinico del melanoma cutdneo maligno (Ledda et al.,
1997b; Massi et al., 1999; Rumpler et al., 2003). Mas recientemente la presencia de SPARC en el suero de
pacientes fue propuesta como marcador util para la deteccion temprana del melanoma (lkuta et al.,
2005).

Por otro lado, se ha demostrado que SPARC podria favorecer la diseminacién metastasica y el mecanismo
mediante el cual ejerceria esta acciéon es mediante la regulacidn de la expresidn, secrecion y actividad de
proteasas. Al respecto, se demostré que la expresion de SPARC en melanoma correlaciona en forma
directa con los niveles y actividad de MMP-2 y MMP-9 (Ledda et al., 1997a). Ademas, tanto células de
cancer de mama como glioma, mostraron un incremento en el nivel de MMP-2 en respuesta al agregado
exdgeno de SPARC, indicando que SPARC podria incrementar la capacidad invasiva de las células a través
de la activacién de enzimas degradadoras de la matriz (Gilles et al., 1998). Los resultados presentados en
esta tesis aportardn mayor informacidon respecto al rol de SPARC en la regulacién de proteasas
degradadoras de la matriz como la catepsina B y el consecuente incremento de la invasividad de las
células.

Por otro lado, el aumento de la expresiéon de SPARC y VE-caderina se observé en la vasculatura tumoral y
estroma en cancer de mama en correlacién con la progresion de carcinoma in situ a carcinoma invasivo
(Parker et al., 2004) sugiriendo que SPARC podria promover la angiogénesis.

Estudios mas recientes enfocados en establecer el rol de SPARC en la metdastasis en cancer de mama,
demostraron que SPARC pertenece a un subset de genes asociados con las poblaciones celulares
metastdsicas en pulmdén mas agresivas (Minn et al., 2005). Este subset de genes permitid predecir la

probabilidad de las células cancerosas de mama de metastatizar en pulmon.
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Mas recientemente, un meta-analisis realizado tomando datos ya publicados acerca de firmas

moleculares de expresion de genes en diferentes tipos tumorales, identific6 a SPARC, TIMP3 vy

osteopontina como proteinas co-reguladas durante la progresién maligna (Finocchiaro et al., 2007). Esta

evidencia postularia a SPARC como parte de una red de proteinas de la matriz extracelular que ejecutan

concertadamente un efecto promaligno.

TIPO TUMORAL ENFOQUE EXPERIMENTAL
MODELOS MUESTRAS HUMANAS
Mama Gilles et al 1998 [1]; Jacob et al 1999 [2]; Watkins et al 2005 [10];Porter et al 1995
Zajchowski et al 2001 [3]; Briggs et al 2002 [4]; [11]; Bellahcene et al 1995 [12]; Podhajcer
Woelfle et al 2003 [5]; Campo McKnight et al 2005 et al 1996 [13]; Graham et al 1997 [14];
[6] Watkins et al 2005 [7]; Castronovo et al 1998 [15]; lacobuzio-
Sangaletti et al 2003 [8]; Minn et al 2005 [9] Donahue et al 2002 [16]; Porter et al 2003
Gupta et al 2005 [9] [17]; Dairkee et al 2004 [18]; Amatschek et
al 2004 [19]; Jones et al 2004 [20]; Parker
et al 2004 [21]; Barth et al 2005 [22];
Jansen et al 2005 [23]; Lakhani et al 2005
[24]; Minn et al 2007 [9]; Lien et al 2007
[25].
Melanoma Ledda et al 1997 [26]; Ledda et al 1997 [27]; Massi et al 1999 [38]; Ikuta et al 2005
Sturm et al 2002 [28]; Rumpler et al 2003 [29]; [39]; Alonso et al 2007 [40]
Kuphal et al 2005 [30]; Alvarez et al 2005 [31];
Robert et al 2006 [32]; Moreno-Bueno et al 2006
[33]; Lopez-Haber et al 2007 [34]; Prada et al 2007
[35]; Sosa et al 2007 [36]; Smit et al 2007 [37]
Cerebro Golembieski et al 1999 [41]; Vajkoczy et al 2000 Rempel et al1998 [56]; Rempel et al 1999
[42]; Menon et al 2000 [43]; Huang et al 2000 [44];  [57]; Rich et al 2005 [58]
Rempel et al 2001 [45]; Schultz et al 2002 [46];
Golembieski et al 2002 [47]; Rich et al 2003 [48];
Zhou et al 2005 [49]; Cantarella et al 2006 [50];
Kunigal et al 2006 [51]; Gagliano et al 2006 [52];
Colinet al 2006 [53]; McClung et al 2007 [54]; Shi
et al 2007 [55]
Colon Volmer et al 2004 [59]; Sansom et al 2007 [60] Porte et al 1995 [61]; Madoz-Gurpide et
al 2006 [62] Wiese et al 2007 [63]; Kaiser et
al 2007 [64]
Prostata Lecrone et al 2000 [65]; De et al 2003 [66]; Chen Jacob et al 1999 [2]; Thomas et al 2000

et al 2007 [67]

[68]; Lapointe et al 2004 [69]; Best et al
2005 [70]
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Rifidn Katoetal 1998 [71] Porter et al 1995 [11]; Sakai et al 2001
[72]; Gieseg et al 2002 [73]; Amatschek et al
2004 [19]; Moreno-Bueno et al 2006 [33]

Esdfago Luo et al 2004 [74]; Mitas et al 2005 [75]; Che et al Porte et al 1998 [77]; Yamashita et al 2003
2006 [76] [78]; Xue et al 2006 [79]
Pulmén Siddiq et al 2004 [80] Porter et al 1995 [11]; Koukourakis et al

2003 [81]; Amatschek et al 2004 [19]

Leucemia De Vos et al 2002 [82]; Hedvat et al 2003
[83]; Martinez et al 2003 [84]; Aouacheria et
al 2007 [85]

Pancreas Guweidhi et al 2005 [86]; Bloomston et al
2006 [87]; Prenzel 2006 [88]; Sato et al 2007
[89]

Higado Le Bail et al 1999 [90]; Goldenberg et al
2002 [91]; Lau et al 2006 [92]

Estomago Maeng et al 2002 [93]; Inoue et al 2002
[94]; Wang et al 2004 [95]

Porter et al 1995 [11]; Paley et al 2000

Ovario [96]; Brown et al 1999 [97]

Vejiga Kram et al 2001 [24]; Nimphius et al 2007 [98] Yamanaka et al 2001 [99]

Utero Chen et al 2003 [100]; Sovaet al 2006
[101]; Rodriguez-Jimenez et al 2007 [102]

Osteosarcoma Fanburg-Smith et al 1998 [103]; Dalla Torre
et al 2006 [104]

Tirotides Takano et al 2000 [105]

Cabeza y cuello Chinetal 2005 [106]

Piel Aycock et al 2004 [107]

Tabla 5. Resumen de evidencias en la literatura que muestran a SPARC como una proteina protumorigénica. Modelos:
comprende modelos de estudio in vitro de lineas celulares murinas y humanas o estudios in vivo en modelos tumorales en
ratones. Muestras humanas: comprende el estudio de expresion de genes o inmunohistoquimica en biopsias de pacientes.

Tabla perteneciente al review de Podhajcer y colaboradores (Podhajcer et al., 2008). Las referencias indicadas se encuentran en

el ANEXO lll de esta tesis.
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SPARC: también una proteina antitumoral

La expresién de SPARC también ha sido asociada con buen prondstico en ciertos tipos de cancer, aunque
todavia existe una gran controversia al respecto. En la Tabla 6, se encuentran listados los tipos tumorales
en donde se encontré a SPARC como proteina anti-tumorigénica. Como se observa, SPARC se puede
comportar como una proteina pro o anti tumorigénica en un mismo tipo tumoral, segun el sistema
experimental que se disene.

En neuroblastoma se ha demostrado que SPARC es un factor anti-angiogénico (Chlenski et al., 2004;
Chlenski et al., 2002). En ovario, se propuso que SPARC podria actuar como un supresor tumoral (Said et
al., 2007a; Said et al., 2007b; Yiu et al., 2001). Asimismo, se demostré que la sobre-expresion de SPARC
en cancer de ovario inhibid la tumorigenicidad de las células ovaricas in vivo en modelos de ratones nude
(Mok et al., 1996).

El cancer de colon representa otro caso paradigmatico del rol de SPARC como proteina anti-tumorigénica
aunque se presentaron datos discrepantes entre si. Andlisis gendmico de lineas celulares de cancer
colorrectal resistentes a agentes quimioterapeuticos mostraron que los niveles de SPARC se encuentran
fuertemente disminuidos (Tai et al., 2005). Por otro lado, se vinculd a la expresién de SPARC con una
disminuida resistencia a la apoptosis, mediante una posible interaccion directa de SPARC con pro-caspasa
8 (Gooden et al., 1999; Taghizadeh et al., 2007). En contraste con estas evidencias, un estudio demostrd
la presencia de una incrementada expresiéon de SPARC en muestras de cdncer de colon humano
comparado con tejido colénico normal (Porter et al., 1995). Ademas, un estudio reciente sobre firmas
moleculares de genes identificd la sobreexpresion de SPARC dentro de un grupo de 65 genes que
distinguieron cancer invasivo colorrectal de células colorrectales normales (Wiese et al., 2007).

Por otro lado, SPARC y tenascina- C, promovieron la capacidad invasiva de células de cancer colorrectal
en presencia de coldgeno tipo | (Nguyen et al., 2005). Por lo tanto, aunque parece existir evidencias
significativas respecto al potencial antitumorigénico de SPARC en neuroblastoma, cancer de ovario y
cancer colorrectal, se debe ser cauteloso cuando las discrepancias surgen de diferentes enfoques
experimentales. Una posible explicacién de las discrepancias que modifican fuertemente los resultados
segun el experimento, podria ser que la distribucién histolégica de SPARC, mas que los niveles
cuantitativos totales de expresién, pueda ser diferencial. Por ejemplo, la sobreexpresidon de SPARC podria
localizarse preferencialmente en el borde invasivo tumoral, ya sea expresada por las propias células
tumorales o por células peritumorales como fibroblastos.

Finalmente, fue recientemente demostrado que la inhibicion de la expresién de SPARC en células de
cancer de higado, condujo a una inhibicién del crecimiento tumoral in vivo cuando estas células fueron
inyectadas en ratones (Atorrasagasti et al., 2010). Los autores demostraron ademads que la inhibicién de

la expresion de SPARC indujo un cambio en el perfil de caderinas de membrana, aumentando la expresion
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de E-caderina y disminuyendo la de N-caderina, sugiriendo que SPARC podria estar promoviendo el

proceso de Transicion Mesenquimal- Epitelial (proceso contrario a la EMT).

TIPO TUMORAL ENFOQUE EXPERIMENTAL
MODELOS MUESTRAS HUMANAS
Ovario Said et al 2005 [1]; Said et al 2007 [2]; Mok et al Yiu et al 2001 [5]

1996 [3]; Cody et al 2007 [4]

Mama Dhanesuan et al 2002 [6]; Koblinski et al 2005 Bergamaschi et al 2007 [8]
[7]
Colon Tai et al 2005 [9]; Taghizadeh et al 2007 [10];

Tang et al 2007 [11]; Yang et al 2007 [12]

Rifién Chlenski et al 2006 [13]; Chlenski et al 2007 [14]

Prostata Sato et al 2003 [15]; Puolakkainen et al
2003 [16]

Neuroblastoma Chlenski et al 2002 [17]; Chlenski et al
2004 [18]

Pulmoén Brekken et al 2003 [19]

Atorrasagasti et al 2010
Higado

Tabla 6. Resumen de evidencias en la literatura que muestran a SPARC como una proteina antitumorigénica.

Modelos: comprende modelos de estudio in vitro de lineas celulares murinas y humanas o estudios in vivo en modelos tumorales
en ratones. Muestras humanas: comprende el estudio de expresion de genes o inmunohistoquimica en biopsias de pacientes.
Tabla perteneciente al review de Podhajcer y colaboradores (Podhajcer et al., 2008). Las referencias indicadas se encuentran en

el ANEXO lll de esta tesis.

SPARC en melanoma: nuestro modelo de estudio

Nuestro laboratorio desde hace varios afios se encuentra enfocado en el rol de SPARC en melanoma
como modelo de progresion tumoral y nuestros aportes, entre muchos otros, han contribuido al mayor
entendimiento de la accién protumoral de SPARC en melanoma (Alonso et al., 2004; Alonso et al., 2007;
Alvarez et al., 2005; lkuta et al., 2005; Kuphal et al., 2005; Ledda et al., 1997a; Ledda et al., 1997b; Lopez
Haber et al., 2007; Massi et al., 1999; Moreno-Bueno et al., 2006; Prada et al., 2007; Robert et al., 2006b;
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Rumpler et al., 2003; Smit et al., 2007; Sosa et al., 2007; Sturm et al., 2002). En el afio 1997, nuestro
laboratorio publicé la evidencia que seria la base para muchas sublineas o enfoques de investigacién que
se iniciarian luego. En la revista Nature Medicine fueron publicados los resultados que demostraban que
cuando se inhibia la expresion de SPARC mediante estrategias antisentido en lineas celulares de
melanoma humano que eran posteriormente xenotransplantadas a ratones nude, el crecimiento tumoral
era completamente abolido en comparacion con el crecimiento que si se observaba en la linea wild type
con alta expresion de SPARC (Ledda et al., 1997a). En este trabajo se describia el uso del plasmido con la
secuencia antisentido de SPARC que permitié generar las lineas celulares derivadas del melanoma
humana MEL-LES: L-CMV (linea control) y L-1D (clon con 80/ de disminucion de la expresién de SPARC).
La histologia asociada al sitio de inyeccion de las células tumorales indicaba que la células L-1D eran
rechazadas por leucocitos polimorfonucleares (PMN) reclutados en el sitio y que como consecuencia, los
tumores no crecian.

Un trabajo posterior del grupo demostré que el mecanismo de reclutamiento y activacién de PMN
involucraba la expresién aumentada de IL-8, GRO y leucotrienos por parte de las células tumorales con
expresion disminuida de SPARC (Alvarez et al.,, 2005). Sin embargo, cabe destacar que el sistema
experimental en donde se evaluaron estos efectos tiene la limitacién de que al ser células humanas
inyectadas en ratones nude (inmunodeficientes), no se esta evaluando la accion de SPARC en un caso
fisiolégicamente normal. Por otro lado, nuestro laboratorio ha demostrado que SPARC derivada del
estroma modula la proliferacion y capacidad migratoria de células endoteliales y fibroblastos, mientras
que en células de melanoma, glioblastoma y colon se observé un efecto refractario a la accion de SPARC
(Lépez Haber et al., 2007). Por otro lado, la sobreexpresion de SPARC en fibroblastos circundantes al
tumor no afecté el crecimiento tridimensional in vitro de esferoides heterotipicos ni el crecimiento in vivo
de tumores compuestos de una mezcla de células de melanoma humano vy fibroblastos (Prada et al.,
2007). Es interesante postular de acuerdo a estos resultados que las células tumorales, en algunos casos,
pueden desarrollar una “resistencia” a la accion de SPARC como moderadora del crecimiento tumoral.

La plétora de efectos relacionados con SPARC y tumorigenicidad complican el andlisis de vias moleculares
gue median la accién de SPARC, mds aun cuando los numerosos intentos de definir un receptor celular
gue interaccione fisicamente con SPARC extracelular han sido infructuosos. Sin embargo, la posibilidad de
modular la actividad de SPARC en tumores con el fin de obtener un efecto terapéutico es promisoria
(Ledda et al., 1997a) y supone la posibilidad de obtener informacién mas precisa de los procesos que
serian afectados por dicha intervencidn. Es por ello que se necesitan nuevas estrategias para abordar la
pregunta que nos planteamos, que es: cudles son los mecanismos moleculares involucrados en la

progresion tumoral, especificamente aquellos relacionados con la proteina SPARC?
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Como se mencionara anteriormente, en los Ultimos afios se obtuvieron evidencias experimentales que
apuntan al rol de SPARC en tres procesos fundamentales que serdn presentados a continuacién: la

transicion epitelio-mensenquimal, la angiogénesis y la inmunovigilancia (Podhajcer et al., 2008).

Evidencias del rol molecular protumoral de SPARC: angiogénesis

Uno de los potenciales mecanismos por los cuales SPARC podria promover la progresion tumoral es la
angiogénesis, el proceso de formacién de nuevos vasos a partir de vasculatura preexistente, que es
esencial para los tumores que crecen mas alla de un determinado tamafio.

Como se mencionara anteriormente en el apartado “Funciones Biolégicas de SPARC en tejidos normales:
Antiproliferacion y Antiadhesion”, SPARC fue primero descripta en células endoteliales donde se
demostré que inhibia la progresién del ciclo celular mediante un mecanismo que supone la inhibicién de
la unidn de PDGF a su receptor y la inhibicién del efecto mitogénico inducido por VEGF (Hasselaar and
Sage, 1992; Raines et al., 1992). Esto se demostré que ocurria ademas en neuroblastoma, sin embargo, es
en el Unico caso tumoral donde se vio un efecto antiangiogénico producido por SPARC. En otros sistemas
experimentales, la expresion de SPARC correlacioné directamente con progresion maligna y angiogénesis
en carcinoma hepatocelulares (Lau et al., 2006). Por otro lado, células de melanoma sobreexpresando
SPARC produjeron tumores en ratones nude que presentaron incrementada angiogénesis (Prada et al.,
2007).

A pesar del hecho de que SPARC bloquea la unidn de VEGF a su receptor, se demostré que VEGF
incrementa los niveles de SPARC en células microendoteliales, sugiriendo una modulacién reciproca entre
las dos proteinas (Kato et al.,, 2001) que fue luego confirmada en un modelo de neovascularizacién
cororidal luego de injuria (Nozaki et al., 2006).

Podria hipotetizarse que la interaccién entre los diferentes factores angiogénicos, gobernaria el efecto
pro o anti-angiogénico de SPARC dependiendo del contexto en el cual se encuentren las otras moléculas

de sefalizacion.

Evidencias del rol molecular protumoral de SPARC: inflamacion

El concepto de que la inflamacién juega un importante rol en la progresién tumoral ha recibido una
considerable atencién en los ultimos (Mantovani et al., 2008). Actualmente, se considera que existe una
conexién entre inflamacidn crénica y cancer. De acuerdo con esta hipdtesis, las células inflamatorias
reclutadas a un area de remodelacién de tejidos, secretan proteasas y factores proangiogénicos que
incrementarian el desarrollo tumoral. Quimioquinas y citoquinas producidas por las células inflamatorias

han sido sugeridas como promotoras de un ambiente favorecedor para el crecimiento y diseminacién
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tumoral. Sin embargo, existe suficiente evidencia acerca de que células inflamatorias pueden ser
inducidas a atacar el tumor y que SPARC podria inhibir este ataque .

Al respecto, el xenotransplante en ratones nude de células de melanoma con niveles disminuidos de
expresion de SPARC por secuencias antisentido de ARN contra SPARC, condujo al rechazo del tumor por
el huésped a través de un proceso dependiente de células polimorfonucleares (PMN) (Ledda et al., 1997a;
Prada et al., 2007). En estos ensayos, las células de melanoma que presentaban una expresion disminuida
de SPARC, indujeron el reclutamiento de células PMN y el consecuente rechazo del tumor a través de un
mecanismo que involucra un incremento en la secrecidon de factores quimiotdcticos como IL-8, GRO vy
leucotrienos, provenientes de células inflamatorias (Alvarez et al., 2005). Ademas se demostré que PMN
humanos ejercieron un efecto litico in vitro sobre células de melanoma en las que la expresién de SPARC
fue inhibida, y este efecto litico fue a su vez inhibido en presencia de SPARC (Alvarez et al., 2005; Prada et
al.,, 2007). La hipotesis de que SPARC podia jugar un rol en inflamacién se demostré ademas en un
modelo de ratones SP -/- donde se observd un mayor reclutamientos de PMN en los pulmones
comparado con ratones wild type luego de la administracién intratraqueal del agente antineopldsico
bleomicina (Savani et al., 2000).

Efectivamente, la evidencia de que SPARC modula la respuesta inmune antitumoral no se limita a
melanoma dado que se demostré en células tumorales mamarias inyectadas en ratones SP -/- un
crecimiento tumoral disminuido; esta inhibicion del crecimiento fue acompafiada por un masivo infiltrado
de de células inflamatorias, principalmente PMN y macréfagos (Sangaletti et al., 2003) .Aunque la
evidencia obtenida mediante el uso de modelos de ratones null para SPARC SP-/- debe ser tomada con
precaucién debido a que estos ratones presentan un desarrollo alterado de su sistema inmune (Rempel
et al.,, 2007), la evidencia general indica que SPARC podria tener un rol clave en la regulacion de la
respuesta inflamatoria y por lo tanto en evitar el ataque anti-tumoral mediado por células inflamatorias,
especialmente PMN. Una posibilidad es que SPARC podria regular la via de apoptosis en células PMN, la
cual es necesario que ocurra para el reclutamiento de nuevas olas de células inflamatorias, un proceso
que involucra la accion de FasL (Alvarez et al., 2005). Al respecto se mostré que en presencia de SPARC
secretada por las células tumorales o por el estroma tumoral, las células PMN no entran en apoptosis y
de esta manera abortan la capacidad de “reclutar” a nuevas oleadas de células.

Es importante mencionar en este punto que SPARC no es la Unica proteina de matriz extracelular que
influencia la respuesta pro o anti tumorigénica mediada por el sistema inmune. Como se describiera
anteriormente, los tumores se caracterizan por sobreproducir proteinas matricelulares que se cree que
juegan un importante rol en la progresion tumoral (Dvorak, 1986; Podhajcer et al., 2008). Dado que los
tumores se asemejan a cicatrices que no sanan, y que el proceso de cicatrizacion de heridas induce la
expresion de proteinas matricelulares que favorecen el remodelado de los tejidos, hemos hipotetizado

que las proteinas matricelulares, entre ellas SPARC, podrian estar entre las primeras proteinas producidas
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anormalmente por las células tumorales ayudandolas a “despegarse” de las células vecinas, proliferar e
invadir tejidos circundantes, mientras que en pasos mds avanzados de la progresion tumoral podrian
estar involucradas en la angiogénesis inducida por el tumor y el reclutamiento de células inflamatorias

(Llera et al., 2010) (Figura 9).
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Figura 9. Proteinas matricelulares involucradas en la progresion tumoral. Varias proteinas matricelulares juegan roles clave en los
diferentes pasos del crecimiento tumoral, desde la deadhesidn de las células de la matriz que las contiene, la proliferacidn

celular, el reclutamientos de vasos y la intravasacion a la circulacién para la diseminacién.

Evidencias del rol molecular protumoral de SPARC:

Transicion Epitelio-Mesenquimal

El proceso de transicion epitelio-mesenquimal (EMT), es un proceso importante durante el desarrollo
normal en el cual las células epiteliales pierden su polaridad y desarrollan un fenotipo mesenquimal.
Desde hace algunos afios, se ha propuesto que un proceso similar a la EMT podria ocurrir en las células
tumorales con el objetivo de adquirir un fenotipo invasivo y metastatico (Thiery, 2002). La EMT esta
caracterizada por la pérdida de adhesidn intercelular mediada por el cambio del perfil de expresién de
caderinas, donde la célula deja de expresarse E-caderina (caderina epitelial) y comienza a expresar N-
caderina (caderina neural). Ademas, durante la EMT ocurre una disminucion de la expresién de
marcadores epiteliales como las citoqueratinas y un aumento de marcadores mesenquimales como la

vimentina, lo cual conlleva a la adquisicién de un fenotipo fibroblastoide mévil e invasivo . El factor de
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transcripcién Snail y otros miembros de la familia, han sido implicados en la promocién de la EMT,
actuando como represores epiteliales y activadores de genes mesenquimales (Cano et al., 2000; De
Craene et al., 2005; Moreno-Bueno et al., 2006).

Uno de los puntos mas importantes respecto a este proceso es que la expresion de SPARC en melanoma
ha sido asociada con varias caracteristicas involucradas en EMT,; de hecho, SPARC ha disminuido la
expresion de E-caderina e incrementado vimentina a través de la fosforilacién de FAK y/o la induccidn del
factor de transcripcion Snail (Robert et al., 2006b; Smit et al., 2007). Estas evidencias, sugieren que SPARC

Ill

podria regular el “switch” o cambio de expresién E-caderina a N-caderina en células de melanoma con el
consecuente aumento de la migracidn y capacidad invasiva. Recientemente, se ha demostrado en un
estudio de perfiles transcripcionales en muestras de melanoma en crecimiento de fase vertical con y sin
nodos metastdsicos, que SPARC y N-caderina estaban conjuntamente aumentas en melanoma
metastatico, comparado con sus contrapartes no metastasicas (Alonso et al., 2007). En otro estudio de
perfiles genéticos, se demostrd que la sobreexpresién de Snail en lineas celulares de cdncer de mama
indujo una disminucidn de la expresién de E-caderina con un concomitante aumento de la expresién de
SPARC y vimentina (Lien et al., 2007). La Figura 10 esquematiza los eventos que favorecen la progresion
tumoral y en los cuales se ha demostrado que SPARC participa. Como vemos, SPARC es capaz de afectar
la progresion tumoral a diferentes niveles. Durante el estadia temprano del desarrollo SPARC esta
aparentemente implicada en la transformacién maligna. SPARC parece jugar ademas un papel importante
en el proceso de transicidn epitelio-mesenquimal. Mas tarde en la progresidon tumoral, SPARC producida
por las propias células tumorales o por las células del estroma (endotelio, células inmunes y fibroblastos)
estd involucrada en el escape tumoral inhibiendo la accién del sistema inmune sobre el tumor y
promoviendo la angiogénesis. Finalmente, SPARC estd involucrada en el proceso metastatico

favoreciendo la invasién y la transvasacién.
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Figura 10. SPARC en la progresion tumoral: una vision integradora
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Protedmica: una herramienta con alto rendimiento

Qué es la protedmica?

Los rapidos avances de la tecnologia del ADN estan permitiendo la secuenciacidén sistematica de los
genomas de diversos organismos. En particular, la secuenciacion del genoma humano publicada en la
revista Science en el 2001, representa un hito en la historia de la ciencia. Todos los proyectos de
secuenciacién proporcionan una cantidad de secuencias de ADN dificil de manejar, y todavia se
desconoce la funcién biolégica de la mayoria de las proteinas codificadas por los genes identificados. Es
por ello que el consiguiente paso en la era post-gendmica debe ser el estudio funcional de todos estos
genes. La protedmica es uno de los campos que puede ayudar a establecer una conexion entre las
secuencias gendmicas y su comportamiento bioldgico. El término “proteoma” fue usado por primera vez
en 1995 para describir el conjunto de PROTEinas de un genOMA, proveniente de una célula o tejido. De
forma imperceptible, la palabra proteoma, dio lugar a una nueva disciplina: la protedmica.

La definicion mas aceptada para esta disciplina es la del “estudio a gran escala de proteinas
pertenecientes a un sistema bioldgico, mediante el uso de métodos bioquimicos adaptados para andlisis
a gran escala, con el fin de obtener una visidn global e integrada de los procesos celulares”. En otras
palabras, el estudio a nivel protedmico de un sistema bioldgico multiproteico se enfoca en la
determinacion del comportamiento de ese sistema mas que en la interpretacion del comportamiento de
cada integrante. Esta es la base que diferencia a la proteémica de la bioquimica clasica de proteinas
donde se busca el estudio de la funcién y estructura de una proteina aislada.

Cabe mencionarse que la definicion de protedmica ha sido modificada en los ultimos afios teniendo en
cuenta que no sélo incluye la expresién de proteinas como productos génicos, sino también incluye las
modificaciones de las proteinas como un mecanismo natural de regulacion celular (Aebersold and Mann,
2003; Marko-Varga and Fehniger, 2004).

El término protedmica se ha asociado tradicionalmente con la separacién de un gran numero de
proteinas de una célula u organismo mediante 2D-PAGE. Segun esto, la protedmica comenzd en los afios
setenta cuando se empezaron a construir bases de datos de proteinas utilizando la electroforesis
bidimensional. Sin embargo, la identificacién de las proteinas era dificil debido a la falta de métodos
analiticos rapidos y sensibles para la caracterizacion de proteinas. En los afios noventa, la espectrometria
de masas surge como un método analitico muy poderoso, ya que elimina la mayoria de las limitaciones
del analisis de proteinas. Este desarrollo, junto con la disponibilidad de los genomas secuenciados marca

el comienzo de una nueva era.
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Para caracterizar el proteoma de una célula, es importante tener en cuenta que el proteoma es dinamico
y que es el reflejo del medio ambiente en el que es estudiado. Como respuesta a estimulos externos e
internos las proteinas pueden ser modificadas postraduccionalmente, translocadas, sintetizadas o
degradadas, por lo que obtener el proteoma de una célula es como tomar una fotografia de todas las
proteinas en un momento determinado bajo una condicién biolégica determinada. Considerando todas
las proteinas sufren y que impactan en su funcidn bioldgica, podriamos decir que un genoma puede dar
lugar un nimero infinito de proteomas. A lo largo de esta tesis se veran reflejados los resultados
obtenidos de estudios realizados fundamentalmente aplicando protedmica de expresion.

Actualmente, la investigacion en protedmica segrega a esta disciplina en tres campos principales: la
protedmica de expresion, la proteédmica funcional y la proteédmica estructural.

La protedmica de expresidn es el estudio cuantitativo de la expresion de proteinas entre muestras que
difieren en alguna variable. Esto incluye la aplicacion de técnicas fundamentales para separar vy
cuantificar proteinas como HPLC multidimensional, electroforesis bidimensional y electroforesis capilar,
entre otros. La informacion obtenida puede permitir la identificacion de nuevas proteinas implicadas en
transduccién de sefiales, la identificacion de proteinas especificas de una enfermedad etc.

La protedmica funcional es el estudio de la funcion de las proteinas dentro de un sistema bioldgico y la
regulacién de su expresion dentro de ese sistema. Luego de ser traducidas, las proteinas sufren
modificaciones postraduccionales como adiciones de carbohidratos o fosforilaciones los cuales afectan
tanto la estructura como la funciéon. La protedmica funcional incluye también el estudio de la afinidad
entre la interaccion ligando- receptor.

La protedmica estructural involucra la determinacidn y el analisis de estructuras tridimensionales de
proteinas las cuales contribuyen a su funcién y su identidad molecular con otras proteinas. La
informacidon acerca de la estructura 3D de una proteina es central para el disefio de pequefios
compuestos que se unan a grupos funcionales, generando por ejemplo cambios en el sitio activo de una
proteina. Actualmente, la industria es quien empuja al desarrollo de la protedmica estructural centrada

en el descubrimiento de nuevos blancos de drogas.

Esguema general de trabajo en protedmica

Para llevar a cabo cualquiera de los estudios protedmicos mencionados anteriormente (expresion,
funcional o estructural) en primer lugar es necesario la separacion de las proteinas presentes en una
muestra de un determinado proteoma. Posteriormente es necesario, en aquellos casos de protedmica de
expresion donde se quiere comparar cuantitativamente los niveles de expresion de las proteinas entre

dos muestras, realizar la cuantificacion de las muestras en estudio. Ademas, es necesaria la identificacion
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de las proteinas estudiadas dado que generalmente se querra luego estudiar su funcion biolégica en el
sistema estudiado.

Estos pasos bdsicos que involucran cualquier método de estudio en protedmica, son los que determinan
las herramientas asociadas a separacion, cuantificacién e identificacion de proteinas.

Asi entonces podemos clasificar las técnicas de protedmica en:

- Técnicas de Separacion:

e Electroforesis unidimensional (1DE)

e Electroforesis bidimensional (2DE)

e Cromatografia liquida (LC)

e Cromatografia de afinidad (TAP) (Tandem affinity purification)

- Técnicas de Cuantificacion:

e Electroforesis mono o bidimensional seguida de tinciones: Plata, Sypro Ruby, Coomasie
Blue Coloidal.

e Marcacion previa a la separacidon analitica: DIGE (Two-dimensional difference gel
electrophoresis), iTRAQ (isobaric tag for relative and absolute quantitation), SILAC (Stable
isotope labeling with amino acids in cell culture), o ICAT (isotope-code affinity tagging).

- Técnicas de Identificacion:

e Meétodo de la huella peptidica con o sin datos de fragmentacion de péptidos utilizando
espectrometria de masas simple (MS) o en tandem (MS/MS o MS").

e Secuenciacién de novo

Se describirdn a continuacion los alcances de las técnicas aplicadas esta tesis: la electroforesis
bidimensional con marcaje fluorescente previo de las proteinas por DIGE (differential in gel
electrophoresis, marcaje iTRAQ (isobaric tag for relative and absolute quantitation) previo a separacion
por cromatografia liquida y finalmente espectrometria de masas para la identificacién de proteinas por

MALDI-TOF/TOF y Orbitrap.

Electroforesis bidimensional

La electroforesis bidimensional en geles de poliacrilamida es una de las tecnologias mas utilizadas para la
separacion de proteinas. Fue introducida hace 35 afios por O’Farrell (O'Farrell, 1975). La separacion se
basa en dos propiedades fisicoquimicas independientes de las proteinas que son su punto isoeléctrico (pl)
y su peso molecular (PM). La separacion de la primera dimension se realiza mediante isoelectroenfoque,

en el que las proteinas son separadas eléctricamente en un gradiente de pH hasta alcanzar la posicién en
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la que su carga neta es cero, es decir, el punto isoeléctrico. En una segunda dimensién, las proteinas son
separadas por peso molecular mediante electroforesis en presencia de SDS.

En la isoelectroforesis se establece un gradiente de pH formado por la distribucidon de anfolitos, esto es,
moléculas anfotéricas pequenias, solubles, con una alta capacidad buffer cerca de su pl. Estos anfolitos se
encuentran co-polimerizados con una matriz de acrilamida inmovilizada en una tira, permitiendo una alta
resolucion y reproducibilidad de los geles.

La segunda dimensién separa las proteinas de acuerdo a su peso molecular en un gel con SDS. La tira
utilizada en el isoelectroenfoque o primera dimension, es luego aplicada en forma transversal sobre este
gel, que puede presentar distintos porcentajes de acrilamida, y la electroforesis se realiza normalmente
sobre esa muestra que ya fue previamente separada por punto isoeléctrico. El SDS enmascara la carga
propia de las proteinas, formando complejos anidnicos con una carga negativa estable por unidad de
masa. El SDS también contribuye a la ruptura de uniones puente de hidrégeno y bloquea interacciones
hidrofébicas, ayudando asi al desplegado de las proteinas. Ademas del SDS, las proteinas son sometidas a
la accion de un agente desnaturalizante, por ejemplo urea, y de un agente reductor como el DTT. De esta
manera los péptidos se solubilizan en estado desnaturalizado. En la Figura 11 se representan

esquematicamente los pasos involucrados en la electroforesis bidimensional.

Primera dimension porisoelectroenfoque {IEF)

a0 me_ | antes de
(] HtIEF

Después
de IEF

DV
-505 UIsUBWId epundas

Figura 11. En la figura se esquematiza la distribucion de las proteinas luego de la primera y segunda dimensidn. El resultado son

spots circulares de las proteinas separadas por punto isoeléctrico y peso molecular.

Existen parametros que se pueden modificar con el objetivo de incrementar al maximo la separacién de
proteinas, por ejemplo: longitud de la tira de IEF (normalmente desde 7 cm a 24 cm), rango de pH de la
tira de IEF (rangos de pH de 1 unidad o hasta 12), dimensiones del gel de la segunda dimension (desde
7cm x 7cm hasta 24cm x 24cm) y porcentajes de poliacrilamida (desde 6/ hasta 15/ ). A mayor longitud
de la tira de pH, o menor rango de pH, o mayor longitud del gel de la segunda dimensiéon o mayor / de

acrilamida, mejor separacion.
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Una vez finalizada la corrida electroforética se deben revelar las manchas correspondientes a las
proteinas separadas. Existen para esto varios métodos de tincion que difieren principalmente en la
sensibilidad (limite de deteccidn), rango dindmico para la cuantificacion y la compatibilidad con el
posterior procesamiento para la identificacién por espectrometria de masas.

La tincion con Coomasie Brillant Blue coloidal posee una baja sensibilidad y un estrecho rango dindmico,
pero es muy reproducible y de excelente compatibilidad con espectrometria de masas (MS). La tincién
con plata es de muy buena sensibilidad, pero de corto rango dinamico (2 ordenes de magnitud), con baja
reproducibilidad dado que la tincién no presenta punto final y ademds con baja compatibilidad con
posterior uso en MS. La tincidn con colorante fluorescente como el Sypro Ruby tienen un mayor rango
dindmico (3 ordenes de magnitud), buena sensibilidad y compatibilidad con MS, pero es dificultosa la
extraccién de los spots diferenciales asi como es costoso el escaner necesario para su lectura.

AuUn teniendo en cuenta los distintos parametros que definen a cada una de estas tinciones post-
electroforesis, todas comparten la desventaja de que es necesario realizar un gel independiente para
cada muestra en estudio (control vs. tratado). Esto genera una baja reproducibilidad gel a gel debido a
variaciones técnicas que puedan ocurrir durante las dos dimensiones (diferencias de polimerizacién en
geles de poliacrilamida, fluctuaciones térmicas, concentracién de sales, variaciones de pH o campo
eléctrico, variaciones en la tincidn) lo cual hace muy dificultosa la posterior comparacion entre geles en la
busqueda de proteinas expresadas diferencialmente.

En el afio 1997 Unlu y colaboradores (Unlu et al., 1997) desarrollaron la técnica DIGE (difference gel
electrophoresis) que representd un gran avance en el campo de la protedmica de expresion dado que
solucioné muchas de las limitaciones técnicas de las tinciones post electroforesis. La técnica se basa en el
marcaje de las proteinas con fluoréforos previo a su separacidn por electroforesis bidimensional. Cada
muestra (control vs. tratado) se marca con un fluoréforo diferente ( esto es: Cy3 y Cy5) asi como también
se marca un estandar interno proveniente del pool de muestras a procesar con el fluoréforo Cy2. Luego
las muestras control, tratado y estandar, son mezcladas y corridas en un mismo gel. Posteriormente se
cuantifica el aporte de las 3 muestras por separado usando un escaner de tres laseres lo cual permite la
deteccién de diferencias en la abundancia relativa de las proteinas entre las muestras mediante el uso de
un software especifico. Esta técnica permite que las muestras puedan ser corridas en un mismo gel en
ambas dimensiones. De esta manera son sometidas a las mismas condiciones y ambientes a través del
experimento.

Mediante colaboraciones cientificas constituidas entre nuestro laboratorio y las Unidades de Proteémica
del Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares (CNIC) y el Centro Nacional de Biotecnologia
(CNB) ambos en Madrid, pudimos aplicar esta tecnologia para nuestros estudios de protedmica de

expresion, por lo que los principios de esta metodologia se detallan a continuacién.
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DIGE (difference gel electrophoresis)

Como fuera descripto anteriormente, el gran aporte de la tecnologia DIGE en el drea de la protedmica en
comparacién con las técnicas de tincidon post-electroforesis, radica en la capacidad de la técnica de
separar 3 muestras en un mismo gel eliminando de esta manera la variabilidad experimental inter-gel.
Por otro lado, podemos detectar diferencias en la abundancia de las proteinas en un rango mucho mas
amplio dado que la deteccién basada en fluorescencia tiene un mayor rango dindmico, de 5 ordenes de
magnitud, mientras que con tincidon con plata por ejemplo sélo podemos ver diferencias en un orden de
magnitud. Esto significa que podemos cuantificar diferencias entre proteinas que representan entre un
0.001/ y un 10/ del total. Asimismo, la linearidad, sensibilidad y especificidad de la técnica son
considerablemente mejores convirtiendo a la tecnologia DIGE en una de las mejores tecnologias para la
deteccién de diferencias cuantitativas entre proteinas existente hasta el momento.

El flujo de trabajo para un experimento aplicando la tecnologia DIGE se esquematiza en la Figura 12. Alli
puede observarse que las muestras proteicas a ser comparadas (control vs. tratado) son marcadas con
Cy3 o Cy5, mientras que el colorante Cy2 es utilizado para marcar el estandar interno que consiste en un
pool que contiene igual cantidad de proteinas proveniente de todas las muestras presentes en el
experimento. Por ejemplo: si el experimento consta de 6 réplicas bioldgicas habrd 6 muestras control y 6
muestras tratadas, por lo que el estandar interno consistird de 12 partes equitativas de las muestras que
forman parte del experimento. El estandar interno asegura que todas las proteinas presentes en el
experimento estén representadas permitiendo posteriormente poder hacer una comparacién intra-gel o
inter-gel. Las variaciones en los volumenes de spot debido a variaciones especificas de gel como por
ejemplo la entrada de la muestra a la segunda dimension o el proceso de electroforesis en la primera o
segunda dimension, serd la misma para cada proteina dentro del mismo gel. Por lo tanto, la cantidad
relativa de proteina en un gel en una muestra comparada con otra no sera afectada (Lilley and Friedman,

2004).
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Estandar interno Muestra control Muestra tratada
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Figura 12. Esquema general del flujo de trabajo en la técnica DIGE.Las proteinas pertenecientes a cada muestra bioldgica son
premarcadas con colorantes fluorescentes Cy2, Cy3 y Cy5 de acuerdo a un disefio experimental adecuado. Luego del marcaje se
mezclan las muestras proteicas y se corren electroforéticamente en un mismo gel en dos dimensiones. Luego se escanea cada gel
en 3 longitudes de onda y se obtienen las imagenes para cada muestra. El analisis de la expresidn diferencial se realiza mediante

el uso de un software comercial llamado DeCyder.

Luego de la corrida electroforética los geles son escaneados en tres longitudes de onda independientes
(una para cada colorante) (Figura 13) y las imagenes son analizadas con un software comercial. Mediante
este software los valores de intensidad de fluorescencia para cada spot se miden y expresan como
volumenes de spot, los cuales son normalizados para cada gel. La cuantificacion relativa de cada spot es
obtenida aplicando un algoritmo que relaciona los volimenes de cada spot en la muestra frente al gel
referencia (Cy3/Cy2 y Cy5/Cy2) y luego al comparar estos cocientes entre control y tratado se obtiene el

dato de si un spot estd aumentado o disminuido en una determinada condicién.
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Cy2(estandar interno) Cy3 (LBLAST) Cy5 (L2F6)

Figura 13. Imagenes de geles en rango de pH 3-11 de dos muestras proteicas de lineas celulares de melanoma (LBLAST y L2F6).

Se muestran a modo de ejemplo las imagenes de un gel escaneado en tres longitudes de onda, una para cada colorante.

En cualquier experimento que involucre la aplicacién de esta metodologia, el disefio experimental es un
punto crucial. Es necesario que el nimero de réplicas bioldgicas para controlar la variacién normal y las
réplicas técnicas para controlar la variacién en la preparacién de la muestra, tengan validez luego al
momento de establecer las diferencias estadisticamente significativas. También es necesario tener en
cuenta el posible efecto de tincién diferencial por marcaje preferencial de un colorante respecto a otro
por lo que es necesario realizar un disefio experimental en el que las muestras control y tratado se

encuentren marcadas con Cy3 o Cy5 en forma randomizada.

Espectrometria de masas MALDI-TOF/TOF

Como se describiera anteriormente, en los estudios de protedmica de expresidon la identificacion de
proteinas es esencial dado que es el primer paso para estudios posteriores que suponen en ultima
instancia la caracterizacién funcional. Las proteinas pueden ser identificadas por diversos
procedimientos, entre los que se incluyen la secuenciacidon del extremo N-terminal y la deteccidon con
anticuerpos especificos. Todos estos métodos generalmente son lentos y onerosos y por lo tanto no
resultan apropiados para su utilizacién como estrategias a gran escala.

Debido a su rapidez, simpleza y elevada sensibilidad, la espectrometria de masas se ha convertido en el
método de eleccion para la identificacion de proteinas a gran escala. También permite la caracterizacién
de modificaciones postraduccionales que presentan relevancia fisioldgica como la glicosilacién y
fosforilacion.

Si bien esta metodologia ha sido utilizada desde hace mas de 100 afos para el analisis de moléculas

pequefias, recién a principios de los 90’ logré reemplazar a la degradacién de Edman como método de
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eleccién para la identificacion y secuenciacién de péptidos y proteinas. Esto fue posible gracias al
desarrollo de varios métodos de ionizacidn suaves para convertir biomoléculas grandes, polares y no
volatiles en iones en fase gaseosa.

La espectrometria de masas se basa entonces en la produccion de iones en fase gaseosa de una mezcla
de biomoléculas y la separacion de los mismos en un analizador de acuerdo a su relacion masa/carga
(m/z). Los iones asi separados son detectados en funcidn de su abundancia.

Para lograr la formacién, separacidn y deteccién de estos iones, los espectrdmetros de masas poseen

cuatro elementos:

Fuente de ionizacién: convierte al analito presente en fase liquida o sdlida a iones en fase gaseosa.
Dependiendo del tipo de ionizacién se obtienen iones con carga positiva o negativa y con una Unica carga
o multiples cargas. En nuestro trabajo, hemos aplicado la fuente de ionizacién tipo UV-MALDI. En ella los
iones son generados por excitacién con un laser pulsante (Karas and Hillenkamp, 1988). La muestra se
cocristaliza con un exceso de un compuesto organico denominado matriz, que contiene grupos quimicos
con alta capacidad de absorber luz UV. La matriz absorbe fotones emitidos por el laser y pasa a un estado
electrénicamente excitado desde el que transfiere energia a las biomoléculas, las cuales se ionizan con
una carga simple y pasan a la fase gaseosa.

Analizador de masas: separa a los iones en fase gaseosa de acuerdo a su relacion individual m/z. Entre los
diferentes tipos de analizadores disponibles, uno de los mas utilizados en combinacidn con la ionizacion
tipo MALDI es el denominado tiempo de vuelo o TOF (time of flight). Este consiste en un tubo de una
longitud fija sometido a una diferencia de voltaje tal que los iones vuelan a través de él segun su relacién
m/z. A mayor m/z los iones vuelan mas rapido y llegan antes al detector

Detector: a él llegan los iones separados segun su tiempo de vuelo en el caso de provenir del TOF. La
magnitud de la corriente producida por la llegada de las cargas al detector en funcion del tiempo es usada
para determinar la intensidad (abundancia) y el valor m/z del i4n.

Procesador: registra los resultados. El espectro de masas resultante es un grafico de la abundancia de

cada ion vs. su relacién m/z.

Una configuracién especial de la espctrometria de masas es la espectrometria de masas en tandem
(MS/MS). Esta consiste en acoplar dos analizadores sucesivos separados por una camara de
fragmentacién. En el primer analizador se selecciona un ion precursor de acuerdo a su masa
(generalmente el mas abundante) y ese ion es luego fragmentado en la cdmara de fragmentacion por
distintas metodologias, por ejemplo: colisidn con un gas inerte (ej. nitrogeno, argén o helio) generando
varios productos idnicos con valores de m/z diferentes al precursor. Los m/z son analizados en el segundo

analizador. Uno de los equipamientos mas comunmente utilizados para este tipo de andlisis y que fue
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utilizado en nuestros estudios de protedmica de expresidon es el MALDI-TOF/TOF, donde el segundo
analizador TOF analiza los iones resultantes luego de la fragmentacidn del péptido.

La fragmentacion mas comun ocurre en las uniones peptidicas, resultando en fragmentos de longitud
decreciente (por pérdida sucesiva de un aminodacido) que conservan el extremo amino- o el carboxilo
terminal del péptido, denominados b o y respectivamente. Analizando los tamafos de los iones
resultantes, es posible determinar la secuencia de aminodcidos de un péptido (secuenciacidn de novo), ya
que al solapar la serie de iones y con los de la serie b se obtiene informaciéon redundante que es
altamente especifica de un péptido individual (Steen and Mann, 2004).

En la Figura 14 se esquematiza un diagrama de un espectrometro de masas MALDI-TOF/TOF. En general,
estos aparatos se caracterizan por un arreglo colineal de dos analizadores de masas tipo TOF, En el TOF 1
los iones analito son separados, luego una camara de fragmentacion selecciona y fragmenta los iones
precursores elegidos para fragmentar. Los fragmentos pasan al TOF 2 donde son también acelerados y
analizados.

Mediante la aplicaciéon de esta metodologia de identificacion de proteinas se logra identificar mas del
80/ de los spots diferenciales seleccionados de un gel 2D; esto se debe a la mayor informacién obtenida
cuando se acoplan los espectros de huella peptidica mas los de fragmentacién de iones, como se

introducira en el siguiente apartado.

Supresor
de iones
Selector de Segunda Reflector
Placa para iones fuente
la muestra /
———
=TOF1 | ;1| = TOF2
H — - il :
| | | - P =
Fuente
MALDI
Celda de — Detector
Colisidn Detector .
Fuente de Analizador
iones

Figura 14. Diagrama esquematico de un espectrometro de masas MALDI TOF/TOF. Adaptado de Suckau et al. (Suckau et al.,

2003).
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Identificacion de las proteinas por huella peptidica

El mapeo de péptidos o huella peptidica es una de las técnicas mads utilizadas para la identificacién de
proteinas que fueron separadas previamente por técnicas de electroforesis bidimensional. En esta
aproximacién, las proteinas se digieren con una enzima, normalmente la tripsina que corta en forma
especifica en el extremo carboxi terminal luego de residuos lisina o arginina si no estan estas unidas a
prolina. De esta manera se obtiene un mapa de masas peptidicas Unico para cada proteina denominado
huella peptidica. Dado que la tripsina cliva a la proteina en sitios especificos, es posible crear un mapa
peptidico tedrico a partir una secuencia proteica conocida. El andlisis de esta mezcla peptidica puede
realizarse en diferentes espectrémetros de masa, en este trabajo utilizamos el MALDI-TOF y MALDI-
TOF/TOF.

Para la identificaciéon por huella peptidica, luego de la proteina fue digerida, la muestra peptidica es
incorporada a una placa metalica de un espectrémetro de masas junto con una matriz que absorbera
radiacién UV proveniente de un laser y la transmitird a los péptidos favoreciendo su pasaje al estado
gaseoso.

Luego de que la muestra fue analizada y procesada en el espectrometro de masas, el resultados es un
espectro con la informacién m/z de los péptidos que forman parte de esa proteina. Esa informacion, que
es facilmente transformada a masas peptidicas experimentales, es comparada con las masas peptidicas
tedricas de proteinas presentes en bases de datos (EMBL, NCBI, Genbank, Swiss Prot). Para ello se han
desarrollado diversos softwares o motores de blusqueda como el MASCOT. Para la identificacidn correcta
de la proteina se requiere que las masas de un ndmero significativo de péptidos coincidan con las masas
tedricas de los péptidos de la proteina candidata y que cubran al menos parte de la secuencia de dicha
proteina. Ademas para realizar la busqueda es necesario tener en cuenta pardmetros especificos como
numero de sitios de clivaje perdidos, tipo de masa molecular ingresada, modificaciones quimicas en los
péptidos conocidas (por ej. las introducidas por procedimientos experimentales como la alquilacién de
residuos de cisteina por iodoacetamida).

La identificacion a través de motores de busqueda es una identificacion probabilistica que da como
resultado una proteina identificada con un determinado score de probabilidad. Una forma de aumentar
la probabilidad de identificar una proteina es aportando mas informacién a la busqueda como por
ejemplo el espectro de fragmentacion de uno o mas péptidos que forman parte de la huella peptidica. En
este caso, para obtener el espectro de fragmentacién, es necesario aplicar espectrometria de masas en

tdndem, como la descripta anteriormente y que fue aplicada en este trabajo.
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La metodologia iTRAQ para la cuantificacion e identificacion por

espectrometria de masas basada en LC-TQ Orbitrap

Las metodologias de deteccidon basadas en tinciones o aquellas que involucran el marcaje previo de las
proteinas como la tecnologia DIGE, entre otras, se basan en la electroforesis bidimensional como primer
paso para la separacién de proteinas en una mezcla compleja. Normalmente, la identificacién posterior
por espectrometria de masas se basa en identificar aquellas proteinas cuya expresidon resultd ser
diferencial entre la condicidn tratada vs. control, permaneciendo desconocidas aquellas proteinas que
forman parte de la muestra en estudio pero cuya expresion no se alteré por el tratamiento. Esto
representa a veces una limitacién a la hora de interpretar los datos en el contexto biolégico en el cual se
encuentran.

Hace pocos afios un gran avance en el campo de la protedmica permitié desarrollar una nueva tecnologia
independiente de geles bidimensionales que se basa en el marcaje previo de las proteinas con etiquetas
isobaricas para la cuantificacion absoluta y relativa: iTRAQ (isobaric tags for relative and absolute
quantification) (Ross et al., 2004)

Esta metodologia permite utilizar 4 u 8 etiquetas o tags de masas diferentes para marcar péptidos y
analizarlos especificamente en una mezcla de 4 a 8 muestras diferentes. Cuando los péptidos marcados
son secuenciados por espectrometria de masas MS/MS, las marcas o etiquetas dan lugar a iones de
distinta masa correspondientes a fragmentos peptidicos los cuales pueden ser cuantificados.

La gran ventaja de este sistema no solo radica en la posibilidad de analizar 4 muestras bioldgicas en el
mismo experimento, lo cual disminuye la variabilidad entre muestras, sino que al marcarse todos los
péptidos presentes en la muestra biolégica éstos pueden ser analizados y cuantificados en el
espectrometro de masas generando como resultado, mediante busqueda en simultdneo en bases de
datos, una lista de todas las proteinas identificadas presentes en la muestra y sus valores de
cuantificacién. De esta manera no sélo puede conocer qué proteinas se expresan diferencialmente sino
también catalogar las proteinas presentes en la muestra analizada.

En la Figura 15 se encuentran representadas las etiquetas isobaricas involucradas en la metodologia
iTRAQ. Como vemos, los isébaros poseen todos la misma masa de 145 Da y estan constituidos por 3
partes: un grupo reportero de entre 114 a 117 Da, un grupo balance de entre 28 a 32 Da y un grupo
amino reactivo que es quien reaccionara con los péptidos. Los grupos reporteros, que se generan durante
la fragmentacién de los péptidos precursores, son los que serdn cuantificados en el espectrémetro de
masas por lo que la tecnologia de 4 etiquetas genera 4 fragmentos de pesos 114, 115, 116 y 117. De esta
manera, un mismo péptido proveniente de muestras distintas correra igual durante la separacion y el
primer detector del espectrémetro de masas, pero al ser fragmentado dird cuanto estaba representado

en la muestra original.
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Normalmente, el procedimiento de rutina implica la digestion triptica de las muestras proteicas
involucradas en el experimento y el posterior marcaje de los péptidos resultantes con las etiquetas
isobdricas. Luego, las muestras peptidicas etiquetadas son inyectadas en un equipo de cromatografia
liguida de dos dimensiones en donde se separan en una primera dimensién en una columna de
intercambio idnico acoplado a una segunda columna de tipo fase reversa. Esta columna inyecta en modo
" H ” z . ’ z 7 . . .
online” los péptidos eluidos en el espectrometro de masa a través de un ionizador de tipo electrospray
(ESI).
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Figura 15. Tecnologia de marcaje ITRAQ. A) Las etiquetas con las que son marcadas los péptidos presentan todas el mismo peso
pero varian en el peso del grupo reportero que se libera sélo después de la fragmentacion MS-MS. B) La formula molecular
diferente en los distintos grupos reporteros determina el peso de los mismos. C) Los péptidos correspondientes a distintas
muestras bioldgicas pueden ser analizados en un mismo experimento luego del marcaje diferencial. Se mezclan y se siembran en

un equipo de HPLC para ser separados y analizados en el espectrometro de masa.

El mejor espectrémetro de masas MS/MS para realizar la cuantificacidén de péptidos de baja relacion m/z
(masa/carga) se ha introducido al mercado recientemente bajo el nombre de Orbitrap. El mismo consta
de una celda de colisiéon de 8 polos que permite la generacion de “alta energia de disociacién inducida
por colision” o HCD ( del inglés higher energy collision-induced dissociation) puediéndose variar la energia
de colision para generar fragmentos idnicos de masa alta o baja. Tal como su nombre lo indica es una
trampa de iones pero su estructura no es convencional dado que no existe una fuerza magnética que
mantenga los iones dentro del dispositivo. En cambio, los iones (péptidos) son atrapados mediante un
campo eléctrico. En un orbitrap (Figura 16) los péptidos son inyectados tangencialmente en un campo
eléctrico entre los electrodos del analizador y quedan atrapados porque su atraccién electrostatica hacia

el electrodo interior es balanceada por fuerzas centrifugas.
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Asi los iones dan vueltas en espiral alrededor del electrodo central. Adicionalmente los iones también se
mueven delante y detras a través del eje del electrodo central. De esta manera, los iones con una
especifica relacién masa-carga se mueven en anillos que oscilan alrededor del huso central.

La frecuencia de estas oscilaciones armadnicas es independiente de la velocidad del ion y es inversamente

proporcional a la raiz cuadrada de la relacién masa-carga ( m/z ).

U(r,z)=g-{zz—r2/2+R§.|n(rlF§n)}

Figura 16. Representacion esquematica de un corte transversal del analizador de masas Orbitrap. Los iones se mueven en espiral
alrededor del electrodo central (a). Un electrodo externo (b) estd divido en dos partes por un anillo de cerdmica (c) aislante. La
corriente inducida por los iones en movimiento es detectada por un amplificador diferencial entre las dos mitades del electrodo
externo. Los iones con diferente m/z en el Orbitrap pueden ser determinados a partir de sus frecuencias de oscilacion luego de

una Transformada de Fourier.

Como vemos, los alcances de la espectrometria de masas son muy amplios y el uso de un determinado
aparato va intrinsecamente asociado a la técnica protedmica aplicada y al disefio experimental realizado.
Como se presentard en la seccion Resultados, los datos obtenidos de ambas herramientas de
espectrometria de masas confirman las diferencias de expresidon en algunas proteinas relacionadas con

progresion tumoral.
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Hipotesis de trabajo

Nuestro laboratorio se encuentra enfocado en el estudio del rol SPARC como proteina protumorigénica.
El particular interés que se la ha dado a esta proteina surge de la observacion de que se encuentra
sobreexpresada en una amplia mayoria de tumores. El descubrimiento u observacién mds importante
que ha publicado nuestro laboratorio demuestra que cuando la expresion de SPARC es disminuida en una
linea celular de melanoma, estas no generan tumor al ser inyectadas en ratones atimicos en comparacion
con la linea control que presenta altos niveles de SPARC. La hipdtesis que se postula luego de esta
observacién y otras presentes en la literatura, es que el establecimiento del tumor y la progresion
tumoral en melanoma son procesos regulados por SPARC a través de la modulacién de la expresion de

proteinas involucradas en procesos de carcinogénesis.

Objetivo General

El objetivo principal de esta tesis de doctorado es la identificacién de los intermediarios moleculares de la
accion protumoral de SPARC con el objetivo de esclarecer las vias moleculares por las cuales SPARC lleva
a la progresién tumoral. El enfoque experimental sobre el que se basd el trabajo fue la aplicacidn de
técnicas de protedmica de expresidn para la busqueda y posterior validacién de las proteinas que estan

correguladas junto por SPARC.
Objetivos Especificos

1. Evaluar el perfil diferencial de proteinas secretadas al medio extracelular por las lineas celulares de
melanoma con niveles regulados de la expresion de SPARC, mediante electroforesis bidimensional o
iTRAQ e identificacidn de proteinas por espectrometria de masa.

2. Evaluar el perfil diferencial de proteinas de extractos celulares en las lineas celulares de melanoma
con niveles regulados de la expresién de SPARC, mediante electroforesis bidimensional e identificacién de

proteinas por espectrometria de masa.
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3. A partir del analisis de los resultados de los objetivos 1 y 2, definir un subgrupo de proteinas cuya
relevancia bioldgica sea de nuestro interés con el objeto de iniciar la segunda etapa de los estudios
tendientes a la validacidn técnica, bioldgica y funcional, mediante técnicas de biologia molecular y celular
y ensayos funcionales especificos para cada proteina.

4. Proponer un mecanismo por el cual SPARC puede ejercer su accidon protumoral a través de los

intermediarios moleculares encontrados.

Modelos de estudio

La linea de melanoma humano denominada IIB-MEL-LES fue establecida y caracterizada en nuestro
instituto, presentando altos niveles de expresién de SPARC de acuerdo a evaluaciones a nivel de ARNm y
proteina en comparacidon con melanocitos normales que no expresan SPARC (Ledda et al., 1997b). Se
demostrd que esta linea presenta mayor capacidad invasiva en ensayos invasion de matrigel con respecto
a otras lineas de melanoma (5 a 10 veces mas) y la inyeccién de estas células en ratones nude provocé el
desarrollo de tumores a los 34 dias aproximadamente (Ledda et al., 1997a) mostrando mayor rapidez en
la formacion del tumor comparada con otras lineas evaluadas. Nuestro modelo de estudio se basa en la
comparacion por estrategias de protedmica de lineas celulares de melanoma con altos niveles de
expresion de SPARC vs. esas mismas lineas con bajos niveles de expresion inducidos por ingenieria
genética.

Utilizamos diferentes herramientas de regulacién de la expresién de SPARC, ya sea para disminuir la
expresion o para rescatar el fenotipo de células de melanoma con expresién disminuida. En la Figura 17,
se esquematizan las lineas celulares y las herramientas utilizadas.

Como se describird posteriormente en la seccidon Resultados, algunos modelos fueron utilizados para
estudios de protedmica de expresién, mientras que otros fueron utilizados para la validacién de las
proteinas diferenciales encontradas por proteémica. El uso de diferentes herramientas de la regulacién
de SPARC tiene como objetivo evitar que las diferencias encontradas se deban a la herramienta utilizada
para regular SPARC y de esta manera poder atribuir los efectos sélo a los niveles diferenciales de
expresion de SPARC.

Ademas, se utilizéd una nueva linea de melanoma humano con expresién de SPARC regulada, la A375N,

que validé que los resultados alcanzados no son privativos de una unica linea de melanoma.
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Herramientas para disminucion de la expresion Herramientas para el rescate fenotipico

Plasmido con secuencia Vector adenoviral con secuencia
antisentido de SPARC sentido para SPARC
L-1D __—
— L-1D Ad-SPs

MEL-LES \ L-1D
L2F6

Plasmido L-CMV Vector adenoviral control con L-1D Ad Bgal
vacio secuencia codificante para b-
galactosidasa
Plasmido que codifica para siRNA contra el
. MRNA de SPARC L2F6 .
L-1D L-1D
MEL-LES L2F6

L2F6 —

Plasmido LBlast Agregad ) del i +

vacio regado exégeno de la proteina
SPARC SPARC

Vector adenoviral con secuencia
antisentido para SPARC
/ Ad-SPas

MEL-LES \

Vector adenoviral control con
secuencia codificante para - Ad-bgal
galactosidasa

Vector lentiviral con secuencia
antisentido para SPARC
> AC3,ACs,

A375N \

Vector lentiviral vacio

AE

Figura 17. Herramientas aplicadas para regular la expresion de SPARC. Se utilizaron plasmidos con la secuencia antisentido de
SPARC, plasmidos codificantes de ARN de interferencia contra el ARNm de SPARC, vectores adenovirales con la secuencia
antisentido o sentido de SPARC, vectores lentivirales con microRNA contra SPARC, y SPARC humana exdgena. En la seccién

Materiales y Métodos se describe la obtencidn de estas herramientas.
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Resultados

CAPITULO I: Anadlisis protedomico del secretoma y
extractos de lineas celulares de melanoma con

niveles regulados de la expresion de SPARC

Uso de la tecnologia DIGE en la busqueda de proteinas reguladas por

SPARC

Como se comentara anteriormente, el objetivo principal de este trabajo de tesis de doctorado fue
conocer los intermediarios moleculares por los cuales SPARC ejerce su efecto protumoral. Es por ello que
se comenzo el estudio mediante el analisis protedmico del secretoma y de extractos de lineas celulares
de melanoma con niveles regulados de SPARC utilizando la tecnologia DIGE (descripta previamente en la
Introduccion). Cabe mencionar que el secretoma involucra a todas aquellas proteinas secretadas al medio
extracelular tanto por vias cldsicas de secrecién como por vias alternativas.

Como antecedente previo a este estudio, en el laboratorio se habia realizado un andlisis protedmico del
secretoma de las lineas de melanoma CMV (alto nivel de SPARC, genera tumores in vivo) y 1D (bajo nivel
de SPARC, no genera tumor in vivo) descriptas anteriormente en la seccion “Modelos de estudio. Estos
analisis fueron realizados mediante electroforesis bidimensional seguida de tincidén con nitrato de plata,
la cual presenta la limitacion del estrecho rango dinamico de la técnica, la cual no se corresponde con el
amplio rango dindmico de la expresion proteica, ademas de las limitaciones en cuanto a reproducibilidad
(ver Introduccidn, seccidn “Electroforesis bidimensional”). En efecto, mediante estos estudios (Sosa et al.,
2007) se lograron detectar tan solo 500 spots aproximadamente en el secretoma, de los cuales 23
resultaron ser proteinas expresadas diferencialmente.

Mediante colaboraciones cientificas establecidas entre nuestro laboratorio y dos laboratorios de
referencia en Madrid en el area de protedmica, pudimos aplicar la tecnologia DIGE tanto para el analisis
del secretoma como para extractos celulares. En ambos casos, las lineas de melanoma estudiadas fueron:

LBLAST (alto nivel de SPARC, genera tumores in vivo) y L2F6 (bajo nivel de SPARC, no genera tumor in
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vivo), que difieren respecto a las lineas de melanoma CMV y 1D en la herramienta de regulacién de la
expresiéon de SPARC.
-Para el andlisis protedmico del secretoma se realizaron dos experimentos constituidos por 4 réplicas
bioldgicas cada uno:

e EXPERIMENTO 1: rango de pH analizado 3-11 NL, longitud de la tira de 18 cm

e EXPERIMENTO 2: rango de pH analizado 4-7, longitud de la tira de 18 cm
-Para el analisis protedmico de extractos celulares se realizd 1 experimento constitutito por 6 réplicas
biolégicas:

e EXPERIMENTO 3: rango de pH analizado 3-11 NL, longitud de la tira de 18 cm

Para la aplicacion de la metodologia DIGE, las proteinas pertenecientes a las 4 réplicas bioldgicas del
secretoma, las 6 réplicas bioldgicas de los extractos celulares y los estandares internos respectivos,
fueron marcados con los colorantes fluorescentes Cy2, Cy3 y Cy5 de acuerdo a como se indica en la
seccion Materiales y Métodos (Tabla 9).

La deteccidn de spots mediante el software DeCyder reveld aproximadamente 1800 spots por gel en el
secretoma analizado en rango de pH 4-7 (EXPERIMENTO 1), 2300 spots por gel en el secretoma analizado
en rango de pH 3-11 NL (EXPERIMENTO 2) y cerca de 2200 spots en el analisis de los extractos celulares
en rango de pH 3-11 NL (EXPERIMENTO 3), todos en el rango de 12-120 kDa. El andlisis T-test de los
volumenes de spot fue realizado en aquellos spots presentes en al menos el 75/ de las imagenes que
forman parte del experimento y en aquellos cuya relacion L2F6/LBLAST sea mayor de 1.5 o menor de -
1.5. Aquellos spots con valor P < 0,05 derivado del T-test fueron considerados como expresados
diferencialmente entre las dos condiciones en estudio.

Mediante una colaboraciéon establecida entre nuestro laboratorio y el Intelligent Data Analysis Group, se
desarrollé un modelo lineal de andlisis mixto (Fernandez et al., 2008) el cual nos permitié analizar los
datos en forma independiente al algoritmo de cadlculo que aplica el software DeCyder. Mediante este
analisis sobre los tres experimentos se obtuvo una lista de spots diferenciales que fue sumada a lista
obtenida por el DeCyder. Posteriormente realizamos una edicién manual de los resultados eliminando

aquellos spots que en los geles eran artefactos.
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Una vez obtenida la lista final de spots diferenciales, éstos fueron cortados automaticamente del gel
de poliacrilamida mediante la ayuda de un spot picker y digeridos en el gel con tripsina de manera de
obtener un digerido peptidico. Posteriormente, fueron identificados mediante espectrometria de
masas MALDI-TOF/TOF y busqueda en base de datos MASCOT, la cual se basé en la identificacién de
proteinas por huella peptidica en algunos casos o huella peptidica mas fragmentacién de péptidos en
otros. En los experimentos 1, 2 y 3 se obtuvieron 64, 56 y 114 spots que cumplian con los criterios de
estar diferencialmente expresados y que fueron identificados exitosamente por huella peptidica y/o
fragmentacién de péptidos. En la Figura 18, panel superior, se muestran las imagenes representativas
de los estandares internos de tres geles bidimensionales correspondientes a cada experimento.
Ademas, se observa en el panel inferior que como era de esperarse en estos andlisis, los spots

correspondientes a SPARC se encontraron disminuidos en L2F6.

Figura 18. Panel superior: Imagenes representativas de geles bidimensionales de los tres experimentos realizados, dos en
medios condicionados (Exp. 1 y 2) y uno en extractos celulares (Exp. 3). Los spots diferenciales (T-test p<0,05 y Ratio
L2F6/LBLAST >1.5 o <-1.5) estan remarcados en azul. Panel inferior: Imagenes de los spots correspondientes a SPARC en 1
gel correspondiente al experimento 2 en rango de pH 4-7. En el mismo gel se encuentran cargadas las proteinas
provenientes del medio condicionado de las muestras LBLAST y L2F6 marcadas con un fluoréforo diferente. Se puede
observar la diferencia en el nivel de expresién de SPARC, siendo mucho menor en L2F6. En amarillo se encuentran indicados
los nimeros de spots correspondientes a SPARC en el andlisis del gel bidimensional. Las diferentes isoformas de SPARC

observadas surgirian de distintos estados de glicosilacion y se evidencian en el gel como si fueran un “rosario” de manchas.
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En la tabla presentada en el ANEXO |, se listan las proteinas diferenciales identificadas en los
experimentos realizados en esta tesis. Tanto para el secretoma como para las muestras de extractos
celulares, el andlisis de clustering o agrupamiento jerarquico no supervisado de las proteinas
diferenciales mostré que las muestras LBLAST y L2F6 fueron eficientemente discriminadas en funcion

de las diferencias de expresion de proteinas (Figura 19).
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Figura 19. Mapas de color que muestran la agrupacién por anélisis jerdrquico no supervisado de las proteinas con expresion
diferencial identificadas por MALDI en el 100/ de los geles para cada experimento DIGE. Las columnas representan las
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En los estudios de protedmica que se realizaron previamente en el laboratorio utilizando como
modelo experimental las células CMV vs. 1D y aplicando la tecnologia de protedmica basada en
electroforesis bidimensional y seguida de tincidn con plata, se encontraron 23 proteinas diferenciales
de un total de 500 spots. De esas 23 proteinas, 12 fueron identificadas exitosamente por
espectrometria de masas MALDI-TOF (Sosa et al., 2007). En este nuevo estudio utilizando otra
herramienta de regulacién de SPARC, se observé que 3 de las 12 proteinas identificadas en el primer
analisis volvieron a salir como diferenciales, estas son: N-caderina, renina y colageno V (ver ANEXO 1).

Ademas, otras proteinas que han sido asociadas con los efectos biolégicos de SPARC se detectaron
expresadas diferencialmente y correlacionaron con la expresion de SPARC en este modelo: colageno |
cadena a2 y trombospondina | se encontraron disminuidas en L2F6 donde SPARC esta también

disminuida.

Caracterizacion del secretoma por iTRAQ y espectrometria de masas

basada en LC-TQ Orbitrap

Los resultados anteriormente descriptos, demuestran claramente la superioridad de la tecnologia
DIGE comparada con otras técnicas que se basan en la tincion de los geles posterior a la corrida
electroforética. Ademas, el amplio rango dindmico de esta metodologia permitié detectar un nimero
mayor de proteinas diferenciales en el secretoma en comparacién con aquellas obtenidas mediante
tincién con plata.

Sin embargo, y como comentdramos en la introduccidn de esta tesis, las metodologias de deteccion
basadas en tinciones como la tecnologia DIGE utilizan la electroforesis bidimensional como primer
paso para la separacion de proteinas en una mezcla compleja. Normalmente, la identificacién
posterior por espectrometria de masas se basa en identificar aquellas proteinas cuya expresion
resulté ser diferencial entre la condicidn tratada vs. control, permaneciendo desconocidas aquellas
proteinas que forman parte del secretoma pero cuya expresién no se alterd por el tratamiento. Esto
representa una limitacion a la hora de interpretar los datos en el contexto bioldgico en el cual se
encuentran. Es por eso que decidimos aplicar la metodologia iTRAQ con el objetivo de confirmar las
diferencias en los niveles de expresion de proteinas encontradas por DIGE y ademas, para caracterizar
las proteinas pertenecientes al secretoma de nuestras muestras de melanoma.

Hasta el momento el equipamiento necesario para llevar a cabo estos experimentos no se encuentra
disponible en la Argentina. Debido a una colaboracidn cientifica establecida entre nuestro laboratorio
y la Unidad de Protedmica del CNIC (Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares) en Madrid
y gracias a una beca (Boehringer Ingelheim Fonds) que financié una estadia en el laboratorio, pudimos

analizar el secretoma de nuestras células de melanoma LBLAST y L2F6 con el objetivo de ahondar en
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el conocimiento de las proteinas que constituyen el secretoma ademas de conocer las diferencias en
los niveles de expresidn.

La Tabla 7 muestra el disefio experimental que realizamos aplicando la herramienta 4-plex o de 4
etiquetas. Como se puede observar en la figura, nuestro disefio experimental se basé en 2
experimentos separados que comprendian el andlisis de 4 réplicas biolégicas cada una de ellas
involucrando una muestra de secretoma LBLAST y otra de L2F6. Las muestras proteicas se digirieron
con tripsina y se marcaron los péptidos resultantes con el kit de iTRAQ 4-plex. De esta manera se
analizaron 2 réplicas bioldgicas en cada experimento, de acuerdo a lo indicado en la Tabla 7.

Las muestras peptidicas etiquetadas fueron inyectadas en un equipo de cromatografia liquida en dos
dimensiones y los eluidos fueron analizados en un espectrometro de masas Orbitrap. Los resultados
obtenidos se analizaron con un software que establecio relaciones de abundancia 114/115vy 116/117
(LBLAST/L2F6) y los resultados se expresaron como valores superiores a 1 en el caso de estar
aumentada su expresion en LBLAST y menores a 1 en el caso de estar disminuida su expresion.

Los resultados demostraron que mas de 3000 proteinas forman parte del secretoma y entre las
diferenciales se volvieron a repetir las encontradas por la metodologia DIGE ademas de otras que esta
técnica revela. Dada la gran cantidad de datos obtenidos, resulta complejo representarlos en una
Unica tabla por lo que la Tabla 8 es una parte de una lista de algunas de las proteinas diferenciales y
se destacan algunas de las que se repiten en la metodologia DIGE como colageno tipo |,

trombospondina, clusterin, entre otras.

Disefio experimental
en SECRETOMA

114: LBLAST 1

115: L2F6 1
EXPL1 116: LBLAST 2

117: L2F6 2

117: LBLAST 3
EXP 2 116: L2F6 3

115: LBLAST 4

114:12F6 4

Tabla 7. Nuestro disefio experimental involucré 2 experimentos con 2 réplicas bioldgicas cada uno de ellos, dado que
aplicamos el marcaje basado en 4 etiquetas (4 plex). Las relaciones 114/115 y 116/117 (LBLAST/L2F6) se muestran en la
Tabla 8.
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Coverage # Pertides | FAAs | Srore ‘ Diascription | 114/115 ‘ 116/117 |
2004 97 2330 212,81 fhronedtin 1 isoforn 4 preproprotein [Hormo sapisns] 1,517 1,383
4270 52 466 103,18 |vimentin [Homo sapiens] 1,091 1,185 |
2282 61 609 102,65 abumin precursor [Hamo sapiens] 1,382 1,579
307 41 7 05,88 heta actin [Homo sapiens] 1,856 1,206
2205 41 1170 83,24 | thrombospondin 1 precursor [Homo sapiens ] 1,775 2370
2257 40 1023 33,08 |colagen, type VI, dpha 1 precursar [Homa sapiens ] 1,676 1,430
45,16 45 434 76,40  enolase 1 [Homa sapiens] 1,268 1,391
5,56 256 23423 62,98 titin isoforn M2-4 [Homo saniens] 1,323 1,461
25,70 3 L] £2,68  heat shock 70kDa protein 3 isoform 1 [Harmo sapiens] 1,318 1,261
24,20 29 376 61,17 actin, gamma 2 propentice [Homa sapiens] 1,317 1,120
5286 24 140 59,77 profiin 1 [Homo sapisns] 1,078 1,356
3380 7 531 5754 pyruwate kinase 3 isoform 1 [Homo sapiens ] 1,32 1,241
4354 3l 165 56,06 petidylorolyl isomerase & isoform 1 [Homa sapiens] 0,392 0,336
22,27 26 443 55,77 |c|usterin izofaorm 2 [Homao sapiens ] 1,543 1,446
5% 211 27118 53,29 titin isoforn noves-2 [Homo sapiens] 1,538 1,584
11461 41 603 5269 hypothetical protein LOC24190 [Hormo sapiens 0,897 1,568
17,32 26 724 51,75  heat shock 90kDa pratein 1, beta [Homo sapiens ] 1,629 1,229
6,00 58 1801 51,71 InaD-like protein isoform 1 [Homo sapiens] 1,305 1,551
22,32 26 £54 50,16 heat shock 70kDa protein S (glumse-regulated pratein, 7akDa) 1,505 1,643

[Hormo sapiens]
21,28 24 76 49,01 hypothetical protein LOC345651 [Homa sapiens ] 1,682 1,025
16,75 2 525 4751 galectin 3 hinding protein [Homa sapisns] 1,451 1,290
1452 25 a54 45,92 | heat shock protein 90kDa alpha (cytosalic), dass & member 1 1,319 1,352
isoform 1 [Hamo sapisns]
10,07 46 149 46,32 hypothetical LOC403340 [Homa sapiens] 0,901 1,504
f,25 20 1517 46,18 zinc finger homeobiox 2 [Homa sapiens] 0,901 1,504
1,83 7 601 45,16 heta isoform of regulatory subunit &, protein phosphatase 2 0,864 1,524
isoform a [Homao sapiens]
29,25 18 335 42,82 ghyceraldetyde-3phoghate debydrogenase [Homo sapiens] 1,455 1,423
g,14 5 172 4140 SP140 nuckear body protein isoform 2 [Hormo sapiens] 0,895 1,567
2548 2 633 41,22 | transforming growth factor, beta-nduced, 62kDa [Homa sapiens] 1,580 2,108
10,28 16 282 40,21 | insulinelike growth factar binding protein 7 [Homo sapiens] 20 2,560
17,82 a0 203 38,91 | secreted protein, acidic, cysteine-rich (ostecnectind (Homa 1,637 1,828
sapiens ]
11,71 51 209 38,60 regucaldn [Homo sapiens] 0,576 1,59
37,04 24 135 38,01  beta-galactoside-binding lectin precursor [Homo saniens] 1,085 1,005
18,28 e 279 37,38 G5K-3 hinding protein FRAT1 [Hormo sapiens] 0,983 1,493
7,24 13 932 37,34 PREDICTED: similar to protein expressed in prostate, ovary, testis,
and placenta 15 isoform & [Homo sapiens ]
30,42 22 32 6,15 lactate debydrogenase A [Homa sapiens ] 1,373 1,30
35,46 21 156 3599 uhiguitin and ribosomal protein 527a precursor [Hama sapiens ] 1,806 1,876
72,93 21 229 35,99 uhiquitin B precursor [Homo sapiens] 1,082 2,148

Tabla 8. Algunas de las proteinas del secretoma marcadas por metodologia iTRAQ. Se identificaron mas de 3000 proteinas
presentes en el secretoma, algunas de ellas se encuentran representadas aqui. Asimismo, las sefaladas en rojo son aquellas

que surgieron como diferenciales en el experimento DIGE, entre ellas, SPARC coldgeno tipo IV y vimentina.
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Los resultados obtenidos nos permitieron confirmar la expresion diferencial de algunas proteinas
identificadas previamente mediante electroforesis bidimensional. Ademas, como parte de Ia
colaboracién cientifica establecida entre nuestro laboratorio, la unidad de proteémica del CNIC y el
grupo de analisis de datos de la Universidad Catdlica de Cdrdoba, los datos obtenidos en este
experimento contindan siendo analizados con el objetivo de aplicar nuevas estrategias de analisis
ontolégico comparando el perfil de proteinas diferenciales contra el grupo total de proteinas

presentes en la muestra.

Analisis ontoldgico de los resultados obtenidos por protedmica

Las técnicas experimentales de alto rendimiento como la gendmica y la protedmica estudian un
sistema bioldgico en su totalidad dando como resultado una lista de genes/proteinas diferenciales
compuesta generalmente por cientos de datos. El andlisis ontoldgico de estos resultados permite una
mejor interpretacion del fendmeno en estudio y es de fundamental importancia al momento de
determinar qué procesos o mecanismos biolégicos estan siendo modificados en el sistema. En
nuestro caso, la diferencia entre la muestra control vs. tratada es la expresion de SPARC y las variables
dependientes de esa variaciéon son las proteinas diferenciales determinadas por nuestro andlisis
protedmico.

Con el objetivo de ahondar en el conocimiento de los cambios biolégicos que existen en nuestro
sistema bioldgico, realizamos dos analisis ontolégicos independientes sobre los resultados de
proteinas diferenciales del secretoma y de extractos celulares mediante la tecnologia DIGE. Para esto
aplicamos las herramientas DAVID (Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery)
(Huang da et al., 2007) y PANTHER (Protein ANalysis THrough Evolutionary Relationships) (Thomas et
al., 2003a; Thomas et al., 2003b).

Mediante la aplicacidn de la herramienta PANTHER, analizamos las proteinas diferenciales obtenidas
en secretoma y extractos celulares las cuales fueron clasificadas en familias y subfamilias de proteinas
de funcién compartida. Mediante la herramienta DAVID vimos las relaciones funcionales enriquecidas
de las proteinas diferenciales del secretoma de acuerdo a su GenelD y fueron clasificadas de acuerdo
a las categorias Procesos Biolégicos, Funcién Molecular y Componentes Celulares.

La Figura 20 a muestra que la clasificacion de proteinas diferenciales del secretoma por grupos
ontolégicos (gene ontology (GO)) de la categoria funcion molecular demostré que el grupo mas
abundante en los niveles de proteinas reguladas por SPARC es el grupo de las proteasas. Cuando esas
mismas proteinas diferenciales del secretoma (Exp 1. y Exp 2.) fueron analizadas mediante la
herramienta DAVID, se corrobord que el grupo ontoldgico mas enriquecido fue el de las proteinas

involucradas en la protedlisis formando parte de este grupo principalmente las catepsinas.
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A) ANALISIS ONTOLOGICO DEL SECRETOMA
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Figura 20 a) Analisis ontoldgico de las proteinas diferenciales del secretoma mediante uso de la herramienta PANTHER vy
DAVID. Se muestra en el panel superior un grafico de torta con las diferentes categorias (listadas en la columna de la
izquierda) a las que corresponden las 108 proteinas diferenciales del secretoma (Exp 1y Exp 2). El grupo mas abundante de
proteinas pertenece a la categoria protedlisis. En el panel inferior se detallan las proteinas que componen el grupo
enriquecido de protedlisis segin el analisis de Gene Ontology Clustering realizado con la herramienta DAVID. Las filas
respresentan proteinas, las columnas son los grupos ontoldgicos que estan enriquecidos dentro del cluster protedlisis. El
color verde indica que la proteina en cuestién forma parte de uno de los grupos GO enriquecidos.

b) Andlisis ontoldgico de las proteinas diferenciales en los extractos celulares mediante uso de la herramienta PANTHER. Se
muestra un grafico de torta con las diferentes categorias (listadas en la columna de la izquierda) a las que corresponden las
126 proteinas diferenciales de los extractos celulares (Exp.3). El grupo mas abundante de proteinas pertenece a la categoria

citoesqueleto.

Es llamativo el hecho de encontrar proteinas diferenciales correspondientes a compartimentos
intracelulares en el secretoma. Muchas de estas proteinas no presentan péptido sefial de secrecion
pero sin embargo, es comun encontrarlas en el medio extracelular. Las vias no clasicas de secrecién de
proteinas describen formas de liberacion de proteinas al medio extracelular que pueden explicar la
aparicion de estas proteinas sin tener que atribuirle su existencia a ruptura celular o muerte celular.
Estos datos seran discutidos posteriormente en la Seccién Discusién.

Por otra parte, el andlisis de los extractos celulares mostré que el mayor porcentaje de proteinas que

varian junto con SPARC son aquellas pertenecientes al citoesqueleto (Figura 20 b).
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CAPITULO II: Validaciones técnicas y bioldgicas de

las proteinas diferenciales seleccionadas

Criterio de seleccidn de los resultados obtenidos por protedmica para

su validacion posterior

Existen tres tipos de validaciones a realizar con datos provenientes de técnicas de alto rendimiento o
“high throughput” como la gendmica o la protedmica: la validacion técnica, es decir, aquella que
busca corroborar las diferencias encontradas mediante la aplicacién de otras técnicas cuantitativas, la
validacién biolégica que intenta confirmar las relaciones moleculares encontradas, y la validacidn
funcional, que intenta relacionar las proteinas encontradas con las funciones relevantes que llevan a
cabo.

La eleccidon de proteinas candidatas a ser validadas no es un tema menor en las técnicas de alto
rendimiento dado que existen diferentes criterios de seleccién de proteinas/genes para su posterior
validacidn. En algunos casos el criterio de seleccidn se basa en los datos estadisticos de los resultados,
por ejemplo, comenzar la validacién de los candidatos que mds aumenten o que mas disminuyan su
expresidn en la muestra tratada, o comenzar validando aquellos que tengan el menor valor P del test
estadistico que se haya aplicado en el analisis. Otros criterios de seleccién se basan en comenzar con
aquellos candidatos diferenciales que sean mas interesantes en términos biolégicos o comenzar con
aquellos candidatos que los estudios ontoldgicos postulen como mas enriquecidos respecto a alguna
funcion celular.

En nuestro caso, la selecciéon de los candidatos para validacidon se basé por un lado en los andlisis
ontoldgicos que demostraron que el grupo funcional que mas varia en el secretoma corresponde a las
proteasas (las catepsinas particularmente). Por otro lado, la sobreexpresién de SPARC en la linea
control se correlaciond con una sobreexpresion de proteinas que son sellos caracteristicos de la
Transicion Epitelio- Mesenquimal (EMT) (Zeisberg and Neilson, 2009) como por ejemplo colageno |,
vimentina y N-caderina que junto con el grupo de proteasas sugieren fuertemente que SPARC esta
involucrada en la EMT.

Por esta razdn, seleccionamos a N-caderina y catepsina B para un estudio en profundidad de su
relacién con la progresion tumoral en melanoma dado que a nuestro criterio eran los dos actores mas
representativos en este proceso. El significado de esta seleccidn resulta obvio teniendo en cuenta que

ambas proteinas estan fuertemente involucradas con la capacidad del tumor de invadir y diseminarse,
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una consecuencia clave de la EMT (Kalluri and Weinberg, 2009) y probablemente responsable de la

relacion de SPARC con la progresion tumoral.

Validacion técnica de las proteinas seleccionadas

La validacién técnica de las proteinas seleccionadas catepsina B y N-caderina, ademds de otras
proteinas protumorales como FAM3C, catepsina L, catepsina X, colageno | y vimentina se realizd por
técnicas de reconocimiento de proteinas basadas en la unién antigeno-anticuerpo como por ejemplo
western blot, inmunocitoquimica, inmunohistoquimica y citometria de flujo. Los resultados que se
presentan en la Figura 21 aplicando la técnica de western blot, concuerdan con las diferencias de
expresion observadas en los experimentos de protedmica validando asi el approach o enfoque
experimental elegido.

LBLAST L2F6

SPARC

| |

N-caderina

Catepsina B

Catepsina L
Catepsina X
Colageno |

FAM3C

Al Riil i

Control de
carga
tincién

Sypro Ruby

Figura 21. Validacidn técnica por western blot de las proteinas diferenciales seleccionadas en medios condicionados a partir
de los resultados obtenidos por protedmica. Se observa una disminucién de la expresién de SPARC junto con los niveles de
las proteinas protumorales N-caderina, catepsina B, catepsina L, catepsina X, colageno tipo | y FAM3C en los medios
condicionados de L2F6 respecto a LBLAST. La imagen es representativa de al menos 3 réplicas bioldgicas independientes

realizadas para cada proteina.

Otras metodologias como la inmunocitoquimica o la inmunohistoquimica, aplicadas para la validacion
técnica de las proteinas N-caderina y catepsina B seran descriptas a continuacién en el contexto del

analisis de las formas moleculares expresadas diferencialmente de las mencionadas proteinas.
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Andlisis de las formas moleculares expresadas diferencialmente de

catepsina B

Es importante correlacionar la biologia de las proteinas catepsina B y N-caderina con los resultados
obtenidos por protedmica y con los resultados obtenidos en las validaciones técnicas aplicando
diferentes metodologias. Esto implica tener en cuenta las formas moleculares encontradas
expresadas diferencialmente en medios condicionados o células.

Catepsina B es una cisteina-proteasa lisosomal, sintetizada en forma de pro-enzima denominada
preprocatepsina B y es cotraduccionalmente glicosilada en el reticulo endoplasmatico rugoso. El
carbohidrato es modificado y fosforilado en el Golgi generando un carbohidrato de reconocimiento
para los receptores manosa 6-fosfato (MPRs) (Mort and Buttle, 1997). La via de MPRs es el
mecanismo principal para el trafico intracelular de procatepsina B, una enzima inactiva de 46- 48 kDa
dependiendo del grado de glicosilaciéon. En células normales menos del 5/ de la procatepsina B puede
ser secretada y la procatepsina B remanente (aproximadamente un 95 /) se envia a lisosomas a
través de endosomas tardios donde se disocia de los MPRs y es procesada a una forma activa de 31
kDa (Mach et al., 1992) y a una doble cadena consistente de una cadena pesada de 25 kDa y una
cadena liviana de 5 kDa. Esto representa la via clasica de maduracién y activacion de la pro-enzima a
enzima activa. Como se discute posteriormente, la expresion de catepsina B aumenta
considerablemente en tumores encontrandose en el medio extracelular tanto las formas maduras
como las inmaduras.

En el medio condicionado de las lineas de melanoma correspondientes a nuestro modelo
experimental, se encontraron mediante el analisis protedmico por metodologia DIGE 8 spots
expresados diferencialmente que correspondian, de acuerdo a la identificacién por espectrometria de
masas, a la proteina procatepsina B (ver Anexo 1). Las imagenes de los 8 spots en el gel bidimensional
junto con el andlisis de la secuencia aminoacidica de la proteina que indica que se trata de
procatepsina B se muestran en la Figura 22. Alli estan indicados los péptidos que fueron utilizados
para la identificacién por huella peptidica junto el péptido que corresponde a la procatepsina B y que
estd ausente en la proteina madura. Estos resultados obtenidos por espectrometria de masas junto
con los resultados obtenidos por western blot (Figura 21) donde se observa una banda que
corresponde a aproximadamente 48 kDa de peso molecular cuando se compara con un marcador,
confirmaron que la proteina diferencial en el medio condicionado es la procatepsina B. Asimismo, la
posicion en los geles bidimensionales de los spots expresados diferencialmente en el medio

condicionado, corresponden a un peso molecular estimado de 48 kDa.
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SPOTS correspondientes a la expresion diferencial de PROCATEPSINA B

PORCENTAJE DE COBERTURA POR HUELLA PEPTIDICA del spot 1151 correspondiente a la PROCATEPSINA B

1 MWQLWASLCC LLVLANARSR PSFHPVSDEL VNYVNKRNTT WQAGHNFYNV
51 DMSYLKRLCG TFLGGPKPPQ RVMFTEDLKL PASFDAREQW PQCPTIKEIR
101 DQGSCGSCWA FGAVEAISDR ICIHTNAHVS VEVSAEDLLT CCGSMCGDGC
151 NGGYPAEAWN FWTRKGLVSG GLYESHVGCR PYSIPPCEHH VNGSRPPCTG
201 EGDTPKCSKI CEPGYSPTYK QDKHYGYNSY SVSNSEKDIM AEIYKNGPVE
251 GAFSVYSDFL LYKSGVYQHV TGEMMGGHAI RILGWGVENG TPYWLVANSW
301 NTDWGDNGFF KILRGQDHCG IESEVVAGIP RTDQYWEKI

Figura 22. Secuencia aminoacidica de la proteina identificada en el medio condicionado de las lineas de melanoma LBLAST y
L2F6. La procatepsina B es una proteina de 339 aminodcidos mientras que la forma madura posee 195 aminoacidos. En la
secuencia de la procatepsina B se encuentra contenida e indicada en azul la secuencia de la catepsina B madura. Nuestra
identificacion por MASCOT se basa en los dos péptidos indicados en rojo, estando el primero de ellos contenido solamente
en la secuencia de la procatepsina B, este péptido fue ademads fragmentado lo cual brinda informaciéon de secuencia

coherente con la identificacion.

Por otro lado, se realizé un ensayo de inmunohistoquimica sobre cortes de tumores de LBLAST y L2F6
generados en ratones nude, luego de 24 hs de inyeccién de las células. Este ensayo mostré que
también existian menores niveles de expresidon de catepsina B en el citoplasma de las células con
bajos niveles de expresion de SPARC, las L2F6. (Figura 23 A). El anticuerpo que se utilizé para el

reconocimiento de la expresidn de catepsina B en tejidos es policlonal y reconoce tanto las formas
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maduras como las inmaduras de la proteina, por lo que no podiamos asegurar que sea la procatepsina
B la que también se encontraba diferencial dentro de la célula. Es por eso que realizamos un analisis
por western blot en extractos celulares para evaluar las formas intracelulares de la proteina y
observamos que la forma madura y activa de 30 kDa de peso molecular es la que se encuentra

disminuida en el interior de la célula como lo muestra la Figura 23 B.

A) Catepsina B intracelular en B) Catepsina B en
cortes de tumores extractos celulares
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Figura 23. Niveles de expresion de las diferentes isoformas de catepsina B en células. A) Inmunohistoquimica sobre cortes de
tumores embebidos en parafina de células LBLAST y L2F6 obtenidos luego de 24 hs de inyeccidn subcutanea de las células
en ratones nude. Se observa que cuando disminuye la expresidon de SPARC en L2F6, disminuye la expresion de catepsina B.
B) Extractos celulares de las lineas de melanoma LBLAST y L2F6 (LB y L2, respectivamente). Se observa que la forma madura
de catepsina B de 30 kDa esta disminuida en L2F6 mientras que la procatepsina B (48 kDa) y la catepsina B madura de 25 kDa
tienen niveles similares de expresidn en ambas lineas celulares. El control de carga fue realizado mediante western blot de

B-actina. La imagen es representativa de al menos 3 réplicas bioldgicas estudiadas.

Nuestros resultados indicarian que la forma molecular inmadura de 48 kDa de catepsina B se secreta
diferencialmente al medio extracelular (discutido mas adelante). A menos que se indique lo contrario,
se hard referencia en esta tesis a catepsina B haciendo alusién a la forma de 48 kDa que fue

encontrada expresada en forma diferencial en el medio condicionado.

Analisis de las formas moleculares expresadas diferencialmente de

N-caderina

N-caderina es una glicoproteina transmembranal de 130 kDa que actua en uniones homotipicas
célula-célula. Se ha demostrado que ademas presenta una forma soluble de 90 kDa que surge del
clivaje del dominio extracelular de la proteina mediado por la proteina ADAM-10 (Paradies and

Grunwald, 1993; Reiss et al., 2005). Se ha probado que este fragmento soluble presenta actividad
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biolégica propia como la de disminuir la inestabilidad de la placa aterosclerdtica o promover la
angiogénesis (Derycke et al.,, 2006; Lyon et al., 2009). En nuestros estudios de validacion técnica
presentados anteriormente, se observa que es este fragmento de 90 kDa el que resulta diferencial
entre LBLAST y L2F6 por western blot (Figura 21). Por otro lado, en el gel bidimensional se observa un
fragmento de un peso molecular estimado de 20 kDa que probablemente deriva de la degradacion
proteolitica que puede ocurrir ya sea naturalmente o durante la preparacion de la muestra. Es
importante tener en cuenta que los geles bidimensionales utilizados en nuestros experimentos
comprenden el rango de peso molecular de 12 a 120 kDa pero logran resolver correctamente el rango
de de 15 kDa a 70 kDa aproximadamente, por lo que es esperable que el fragmento de 90 kDa no se
vea diferencial.

La validacién técnica de N-caderina comprendié ademads un estudio de sus niveles de expresion a nivel
de la membrana plasmatica mediante western blot, citometria de flujo e inmunocitoquimica (Figura
24). Nuestros resultados demuestran que la disminucién en los niveles de secrecion del fragmento
soluble de N-caderina cuando las células son deficientes en SPARC, se correlaciona con un menor
nivel de expresién de la proteina de membrana de 130 kDa. Las consecuencias funcionales de esta

disminucién seran presentadas en la Capitulo lllb de esta tesis.
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Figura 24. Expresion de N-caderina en la membrana en el modelo de células de melanoma con expresion regulada de SPARC
mediante plasmido con secuencia antisentido. El ensayo por western blot realizado sobre extractos celulares presentado a la
izquierda, muestra que la proteina N-caderina de 130 kDa (proteina de membrana) se encuentra disminuida en la linea 1D
donde SPARC se encuentra también disminuida, en comparacion con la linea control CMV quien expresa altos niveles de
ambas proteinas. La imagen es representativa de al menos 3 réplicas bioldgicas estudiadas. Los resultados se corroboraron

por citometria de flujo (centro) y por inmunocitoquimica (izquierda).

Validacion biolégica de catepsina B

Los resultados presentados en las Figuras 21, 22, 23 y 24 demuestran que se confirmd la disminucién
de la expresion de las formas inmadura de catepsina B en el medio condicionado y de la forma
madura intracelular en extractos de células en la linea de melanoma L2F6, donde SPARC se encuentra

también disminuida mediante un ARN de interferencia.
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Con estos resultados quisimos corroborar que efectivamente SPARC regula los niveles de expresién de
catepsina B, por lo que reestablecimos los niveles de SPARC en la linea celular L2F6 mediante el
agregado exdgeno de 1pg/ml de la proteina durante 24 hs y posteriormente colectamos el medio
condicionado donde evaluamos los niveles de secrecién de catepsina B (48 kDa) mediante Western
blot (Figura 25). La seleccidn de la concentracion de 1pg/ml de SPARC exdgena se basé en estudios
previos del laboratorio donde se observaba que esa concentracion generaba una reversién en el

comportamiento celular como migracién e invasién en otros tipos celulares (Lépez Haber et al., 2007).

LBLAST  L2F6 LBLAST +SP L2F6 + SP

"ip -

Figura 25. SPARC regula la secrecion de catepsina B (48 kDa). La restitucion de los niveles exdgenos de SPARC (1ug/ml) en la

linea L2F6 con niveles disminuidos de SPARC, restituye a su vez la secrecidn de catepsina B.
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Figura 26. PCR en tiempo real y western blot de extractos celulares de LBLAST y L2F6 (LB y L2, respectivamente), en
presencia o ausencia de SPARC. A) SPARC exdgena (SP) no induce la transcripcion del gen de catepsina B de acuerdo a los
resultados obtenidos por PCR en tiempo real.

*P<0.05 (Student T-test) respecto a LBLAST (LB).

Los resultados presentados provienen de 3 muestras bioldgicas independientes.

B) Se observa que el nivel de la proteina madura de 30 kDa que se encuentra disminuido en L2F6, es restituido luego de la
incubacion en presencia de SPARC (SP) mientras que los niveles intracelulares de procatepsina B son similares en las dos
lineas celulares en presencia o ausencia de SPARC.

La imagen representa el resultado obtenido en 3 extractos celulares independientes.

Del mismo modo, observamos que la adicion exdgena de SPARC a los cultivos de L2F6 durante 24 hs,
restituyo los niveles enddgenos de la isoforma madura de 30 kDa de catepsina B aunque no alterd los
niveles de procatepsina B enddgena ni la forma madura de 25 kDa (Figura 26). Cuando se evalud por
PCR en tiempo real si habia un aumento de la transcripcién del ARNm de catepsina B en las células

L2F6 como consecuencia de la incubacién con SPARC se observé que esto no ocurria, lo cual nos hizo
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hipotetizar que SPARC alteraria las vias de secrecion al medio extracelular de la proteina en lugar de
inducir la transcripcidn del gen.

Posteriormente quisimos evaluar si la diferencia observada en la expresién de catepsina B en las
lineas celulares LBLAST y L2F6 las cuales derivan de la linea de melanoma MEL-LES se encontraban
también en otra linea de melanoma que sobreexprese SPARC. Para esto, estudiamos la linea celular
de melanoma A375 la cual expresa altos niveles de la proteina. Esta linea fue modificada
genéticamente en nuestro laboratorio mediante infeccidn de las células con un vector lentiviral con
un ARN de interferencia contra SPARC de expresion inducible o un control sin inserto. De esta manera
se obtuvieron la linea control AE y el clon celular A3 con 80/ de disminucidn del mensajero de SPARC
evaluado por PCR en tiempo real. Se compard posteriormente el nivel de SPARC en los medios
condicionados de la linea de melanoma wild type (A375), la linea transfectada con el vector lentiviral
vacio (AE) y la linea transfectada con el vector con el micro RNA contra SPARC (A3) y se corroboré que
la disminucidn del transcripto se correlacionaba con una disminucién de aproximadamente el 80/ de

la secrecién de la proteina.
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Figura 27. Diferencias en los niveles de expresion de catepsina B en la linea de melanoma A375. A) PCR en tiempo real de los
niveles del ARNm de SPARC. La linea de melanoma modificada genéticamente mediante el uso de un vector lentiviral (A3)
presenta menores niveles de ARNm de SPARC que las lineas control (AE) y wild type (A375). B) El nivel de secrecidn de
catepsina B madura disminuye junto con la secrecidon de SPARC en la linea A3, respecto de AE y A375. (SPARC en estas lineas
presenta dos isoformas en el medio condicionado).

Los resultados provienen del analisis de al menos 3 muestras bioldgicas independientes.

*P<0.05 (Student T-test) A3 respecto a AE.

Sorpresivamente, se observé en el medio condicionado de las linea derivada de A375 que junto con la
disminucién de la expresién de SPARC habia una disminucidn en el nivel de catepsina B madura de 30
kDa y 25 kDa, mientras que no se observan diferencias en los niveles de procatepsina B, la proteina

que se encuentra diferencial en las lineas LBLAST y L2F6. Cabe destacar que en LBLAST y L2F6 no se
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detectd catepsina B madura en el medio condicionado. Los resultados se muestran en la pagina
anterior en la Figura 27.

Volviendo a las lineas LBLAST y L2F6 quisimos corroborar que los menores niveles de secrecién de la
catepsina B en L2F6, la linea con bajo nivel de expresion de SPARC, se correlacionen ademas con una
menor actividad enzimatica en medio condicionado. Para esto realizamos un ensayo de actividad
enzimatica especifico utilizando un sustrato fluorogénico y midiendo los niveles de producto
fluorescente (Linebaugh et al., medio condicionado de 3

1999) en el réplicas bioldgicas

independientes de las lineas LBLAST y L2F6. Los resultados se muestran en la Figura 28 a

continuacion:
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Figura 28. Ensayo enzimatico de actividad de catepsina B en medios condicionados de LBLAST y L2F6. La procatepsina B fue
activada en medio acido y en presencia de pepsina. Posteriormente fue agregado el sustrato fluorogénico y se observé en
tiempo real la menor aparicion de producto fluorescente en el medio condicionado concentrado de L2F6.

** P < 0,01 (Student T-test) L2F6 (L2) respecto a LBLAST (LB).

El analisis estadistico demuestra que las diferencias son significativas en 3 réplicas bioldgicas independientes.

Si bien el sustrato empleado en el ensayo de actividad es especifico de catepsina B quisimos
corroborar que la diferencia en la actividad enzimatica observada fuera debida exclusivamente a
catepsina B dado que existen otras proteinas diferenciales en el medio condicionado como catepsina
L o catepsina X/Y/Z. Es por esto que el mismo ensayo de medicidn de actividad enzimatica fue llevado
a cabo en presencia de un inhibidor especifico sintético de catepsina B, el CA-074 (Murata et al.,
1991; Towatari et al., 1991). Observamos que en presencia de este inhibidor, no hay actividad

enzimatica medible en la linea LBLAST con altos niveles de catepsina B extracelular como puede

observarse en la Figura 29.
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Figura 29. Analisis de actividad enzimatica de catepsina en medios condicionados de las lineas de melanoma LBLAST y L2F6
en presencia o ausencia de un inhibidor especifico de catepsina B. En el grafico se observa en el eje Y los valores de unidades
relativas de fluorescencia (RF) y en el eje X, el tiempo expresado en segundos. Corroboramos que la actividad enzimatica,
medida como aparicion de producto fluorscente, es diferencial debido a catepsina B y no a otra enzima diferencial presente

en el medio. PEPSYN= tratamiento con pepsina . INH= inhibidor especifico CA-074.

De esta manera confirmamos que SPARC regula en la lineas de melanoma LBLAST, L2F6, AE y A3 la
expresion de catepsina B, la cual disminuye cuando la expresion de SPARC asi lo hace. Esta menor

expresion y secrecidn de la proteina se correlaciona con una menor actividad enzimatica.

Validacion bioldgica de N-caderina

De la misma manera, quisimos corroborar que SPARC efectivamente regule la expresién de N-
caderina en melanoma por lo que reestablecimos la expresién endégena de SPARC mediante
transduccién de la linea celular 1D (con 80/ de disminucion de la expresidon de SPARC) con un vector
adenoviral conteniendo la secuencia sentido de SPARC, que permitio la reexpresién de SPARC en
forma transiente a las 72 hs post-infeccién. A partir de ese momento, colectamos el medio
condicionado en las 24 hs posteriores y evaluamos alli los niveles de N-caderina (90 kDa). Los

resultados se muestran en la Figura 30.

Cmv 1D 1D-AdSPS 1D-Adfgal

SPARC - e e -

N-caderina | 4 = B

Figura 30. SPARC regula la secrecion de N-caderina (90 kDa). La restitucion de los niveles enddgenos de SPARC en la linea 1D
con niveles disminuidos de SPARC, restituye a su vez la secrecion de N-caderina.

1D-AdSPS = clon celular 1D transducido con vector adenoviral portando la secuencia sentido de SPARC

1D-Adpgal = clon celular 1D transducido con vector adenoviral portando la secuencia de la -galactosidasa.
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Vemos que el nivel de secrecién del fragmento soluble de 90 kDa de N-caderina aumenté en la linea
1D con niveles restituidos de SPARC, lo cual confirma que la regulacién de N-caderina esta bajo el
control de SPARC.

Anteriormente mencionamos que N-caderina es una proteina transmembranal en donde ejerce su
funcién en la adhesion celular manteniendo uniones homotipicas, es decir, con otras células que
también expresen N-caderina. En el caso de las células de melanoma comentamos en la introduccién
de esta tesis que la expresién de N-caderina de membrana le da la posibilidad a las células de
melanoma de interactuar con células endoteliales o fibroblastos, favoreciendo la migracién de las
células tumorales.

Es por esto que luego de la obtencidn los resultados en medios condicionados que muestran una
diferencia de expresion en el fragmento soluble de 90 kDa de N-caderina entre las lineas CMV y 1D y
sabiendo por inmunocitoquimica, western blot y citometria de flujo (Figura 24) que la disminucidén de
la expresidn del fragmento soluble se correlaciona con una disminucion la expresién de la proteina de
membrana, quisimos corroborar que efectivamente sea SPARC quien regule ademas del fragmento
soluble, a la N-caderina de membrana de 130 kDa. Para esto, analizamos por citometria de flujo la
expresion de N-caderina de membrana en las células LBLAST y las L2F6 en ausencia o presencia de 24
hs de incubacién con SPARC exdgena (1pg/ml). Los resultados se presentan en la Figura 31.

Los resultados demostraron que la linea con menos expresion de SPARC, L2F6, presenta bajos niveles
de N-caderina de membrana en comparacién con la linea control LBLAST quien expresa altos niveles
de la proteina, tal como se habia visto anterioremente en otra linea de melanoma tratada con otra
herramienta de regulacidn de la expresion de SPARC. Sin embargo, luego de 24 hs de incubacién de
las células L2F6 con 1pg/ml de SPARC en el medio de cultivo, se restituyo la expresién de N-caderina

de membrana de 130 kDa. Esto confirma que SPARC regula la expresién de esta proteina.
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Figura 31. Citometria de flujo de las lineas celulares LBLAST y L2F6 en presencia o ausencia de SPARC exdgena (SP). Se
observa que la linea celular L2F6 presenta bajos niveles de expresiéon de N-caderina de membrana mientras que la linea
control presenta altos niveles de expresion. Luego de 24 hs de incubacion con SPARC exdgena los niveles de N-caderina en
L2F6 se hacen comparables a los de LBLAST.

(-) indica los valores entre los cuales se considera negativa la expresion respecto al control con anticuerpo inespecifico.

(+) indica los valores entre los cuales se considera positiva la expresion
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CAPITULO Illla: Validacion funcional de las
proteinas diferenciales seleccionadas. Analisis del
rol de catepsina B en la progresion tumoral

mediada por SPARC.

Como se presentara anteriormente en Capitulos | y Il, la catepsina B fue validada técnica vy
biolégicamente quedando confirmada la regulacién de la expresién mediada por SPARC. Luego de la
obtencidn de estos datos, nos planteamos estudiar cuales eran las consecuencias funcionales para las
células de melanoma que presentan un aumento de la expresidn de catepsina B. Esta proteina es una
cisteina proteasa que ha sido descripta en la literatura como un marcador de mal prondstico en
cancer, presentdndose sobreexpresada en una amplia variedad de tumores entre ellos melanoma,
glioma, colon, mama, préstata, vejiga, ovario y pulmén.

Hasta el momento, un solo trabajo demostré muy recientemente que SPARC regula la expresion de
catepsina B en un modelo de neuroblastoma (Bhoopathi et al., 2010) en el cual las células que
expresan SPARC sufren autofagia y formacidon de cuerpos apoptdticos con un concomitante
incremento de la expresion de catepsina B. Sin embargo, en nuestro modelo la expresion de SPARC
promueve la progresiéon tumoral y nuestro objetivo fue determinar de que manera catepsina B
contribuye a este proceso al estar sobreexpresada junto con SPARC en melanoma.

Para esto, utilizamos un ensayo funcional de invasion en Matrigel. El Matrigel es el nombre comercial
de una mezcla de proteinas de membrana basal obtenidas del sarcoma de Engelbreth-Holm-Swarm
(EHS) en ratones (Kleinman and Martin, 2005; Orkin et al., 1977), la cual a temperatura ambiente
gelifica formando lo que se conoce como membrana basal reconstituida. El Matrigel es una mezcla
compleja aunque esta enriquecida en proteinas de la membrana basal como colageno IV, laminina y
entactina. Un andlisis protedmico reciente reveld ademds que se encuentran mas de 1800 proteinas
diferentes (Hughes et al., 2010) siendo las mas abundantes las mencionadas anteriormente. Estas
proteinas también son las que también forman parte de la membrana basal que subyace a los
epitelios, por lo que para ensayos in vitro representa una opcion idénea a la hora de investigar los

mecanismos de invasion de las células tumorales, un paso clave en la cascada metastasica.

74



Maria Romina Girotti- Tesis doctoral

El ensayo de invasién en Matrigel consistié en evaluar la capacidad invasiva de las células de
melanoma LBLAST y L2F6, cada una de ellas presentando alto y bajo nivel de catepsina B extracelular
respectivamente. Si bien las células presentan otras proteasas que también contribuyen a la
degradacién de la matriz extracelular, quisimos evaluar el aporte de catepsina B al ser esta proteina la
gue se encuentra regulada diferencialmente por SPARC. Es por esto, que los ensayos de invasién se
realizaron en presencia y ausencia de un inhibidor especifico de catepsina B de manera de poder
atribuirle los efectos a esta proteina.

Experimentalmente, el ensayo consistié en resuspender a las células en medio de cultivo sin suero en
el pocillo superior de una cdmara de Boyden modificada mientras que en el pocillo inferior se
encontraba el quimioatractante constituido por 10/ de FBS en medio de cultivo. Entre medio del
pocillo superior e inferior, colocamos una membrana de nitrocelulosa con poros de 8um de diametro
los cuales se encontraban completamente ocluidos por Matrigel, de manera tal que para poder pasar
de un pocillo a otro atravesando la membrana, las células debian previamente degradar la matriz
extracelular interpuesta entre los pocillos (Figura 32 B).

Como vemos en las Figuras 32 Ay C, la linea celular de melanoma LBLAST que expresa altos niveles de
SPARC y secreta altos niveles de catepsina B, presentd un mayor nimero de células que invaden a
través del Matrigel en comparacién con la linea L2F6 con bajo nivel de SPARC y bajo nivel de catepsina
B extracelular. Esto evidencié que las dos lineas presentaban diferencias en su comportamiento
invasivo que podia ser atribuible a su expresion diferencial de proteasas. Para evaluar el rol de
catepsina B en esta invasividad diferencial, el ensayo se hizo en presencia de CA-074, un inhibidor
especifico de la catepsina B (Murata et al., 1991; Towatari et al., 1991) . Los resultados demostraron
que el nivel de invasién de la linea LBLAST disminuyd al menos un 50/, indicando que la catepsina B
cumple un rol fundamental a la hora de degradar matriz extracelular para favorecer la invasién.

Con el objeto de confirmar si este comportamiento diferencial era regulado por SPARC, se realizaron
experimentos que apuntaron a restituir los niveles de expresién de la proteina en las células que
presentan una baja expresion y por otro lado a bloquear el efecto de la expresion de SPARC mediante
el uso de anticuerpos neutralizantes. Para esto, se preincubaron las células con anticuerpos
bloqueantes de la funcidon biolégica de SPARC y posteriormente fueron crecidas en presencia o
ausencia de SPARC en el medio de cultivo mediante el agregado exdgeno de la proteina en
concentracion 1 pug/ml, en ambas lineas celulares durante 24 hs. Finalmente, fue evaluado el nivel de
invasién. La concentracién de SPARC seleccionada surge de estudios previos en el laboratorio donde
se observé que SPARC revertia el comportamiento celular en esa concentracién (Lépez Haber et al.,
2007). De la misma forma, la concentracidn de anticuerpos bloqueantes de SPARC utilizados surge de

estudios previos realizados con los mismos (Sweetwyne et al., 2004)

75



Maria Romina Girotti- Tesis doctoral

LBLAST LBLAST + CA074 L2F6 L2F6 + SP L2F6 + SP + CA074

= . 1254
=] =
; b -
£ = 100
4
E = 751
AT @
al
s B 4
= d&_ 50

'\\I g i

A 3 E 254

‘&: :?S- 04

FBS + - 4+ - % - #
CA074 - - = = & + + o+

Figura 32. Ensayo de Invasién en Matrigel por células de melanoma LBLAST y L2F6. A) Luego de invadir el Matrigel y
atravesar el poro, las células quedan adheridas al lado opuesto de la membrana. Los nucleos son tefidos y cuantificados por
microscopia. Se muestran fotos representativas de las condiciones evaluadas. B) Cdmara de Boyden modificada donde se
llevaron a cabo los experimentos de invasidén. C) Niveles de invasién de las células de melanoma. Se confirma que la
diferencia en los niveles de invasidén entre LBLAST y L2F6 es estadisticamente significativa como asi también lo es la
inhibiciéon con un inhibidor especifico de catepsina B, el CA-074. Como control se muestra que la ausencia de FBS como
quimioatractante no promueve la invasion. Se realizaron 3 réplicas bioldgicas independientes y el analisis estadistico se
realizé aplicando modelos lineales mixtos.

*¥** n<0.001 respecto a LBLAST

# p<0.05 respecto a L2F6

En la Figura 33 A, observamos que se revierte el bajo nivel de invasividad de la linea L2F6 mediante la
restitucidn de los niveles exdgenos de SPARC, presentando niveles similares a la linea control LBLAST.
Cuando este ensayo se realizé en presencia de CA-074, se observd que nuevamente se obtenian bajos
niveles de invasidn lo cual confirma que SPARC modula la invasividad celular a través de la regulacion
de la secrecion de catepsina B. Asimismo, evaluamos si la reversion de la expresién enddgena de la
proteina generaba el mismo efecto en la reversion del nivel de invasividad de las células. Para esto,
ambas lineas celulares fueron transducidas con un adenovector que porta la secuencia del gen de
SPARC y luego de 72 hs se observd que el nivel de SPARC en el medio condicionado de L2F6 era

similar al de LBLAST por lo que a ese tiempo se realizd en el ensayo de invasion. Los resultados
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presentados en la figura 33 B, demuestran que la reversidn de la expresidn endégena también
aumenta el nivel de invasividad de la linea celular L2F6.

Nuevamente, cuando este ensayo se realizé en presencia de CA-074, se observd que se inhibian los
niveles de invasion lo cual confirma que SPARC modula la invasividad celular a través de la regulacion

de la secrecién de catepsina B.
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Figura 33. Ensayo de Invasién en Matrigel por células de melanoma LBLAST y L2F6 con niveles restituidos de la expresion de
SPARC A) Luego de cultivar las células durante 24 hs con anticuerpos bloqueantes de la funcién bioldgica de SPARC o el
anticuerpo control, y posterior crecimiento de las células en presencia o ausencia de SPARC exdgena 1ug/ml, se evalud el
nivel de invasividad. Se observé que disminuyé en mas de un 50/ el nimero de células LBLAST que invadieron por accién del
anticuerpo bloqueante de SPARC. Ademas, se vid que se revertia en L2F6 el nivel de invasividad por el agregado exdgeno de
la proteina lo cual era inhibido por anticuerpos bloquantes de SPARC. Ademas, el ensayo llevado a cabo en presencia del
inhibidor especifico de catepsina B volvid a disminuir la invasividad confirmando que SPARC modula los niveles de secrecidén
de la proteina. B) Del mismo modo, la restitucion de la expresion endégena de SPARC mediante transduccién adenoviral
aumento la invasividad en L2F6 cuando se comparé con el control (L2F6+AdBG). Nuevamente, el CA-074 revirtio este efecto.
Se realizaron 3 réplicas bioldgicas independientes y el analisis estadistico se realizé aplicando modelos lineales mixtos.

## p<0.01 respecto a L2F6

### p<0.05 respecto a L2F6

AN p<0.001 respecto a L2-AdSP

&&& p<0.001 respecto a L2-SP

>>>p<0.001 respecto a L2-SP

Con los resultados obtenidos quedaba claro el rol de SPARC en el control de la secrecion de catepsina
B y la concomitante invasividad de las células en un ensayo in vitro. Dado que los resultados fueron
obtenidos Unicamente mediante el estudio de las lineas LBLAST y L2F6 que, a su vez, derivan de la
linea parental IIB-MEL-LES, quisimos estudiar si los resultados eran reproducibles en otra linea de

melanoma con alta expresién de SPARC. Decidimos entonces analizar el comportamiento de la linea
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A375 dado que también expresa altos niveles de la proteina. Como ya se menciond anteriormente,
esta linea fue manipulada en nuestro laboratorio mediante transduccién con un vector lentiviral
dando como producto el clon celular A3, con un 60/ de disminucidn de la expresién de SPARC
respecto a la linea control AE, evaluado por western blot de medios condicionados. En dichos medios
condicionados analizamos por western blot los niveles de secrecién de catepsina B y encontramos
gue estaban disminuidos en A3, la linea con bajos niveles de SPARC (Figura 27). Con estos resultados
quisimos ver si esta disminucién de la secrecion de catepsina B se correlacionaba con un menor nivel
de invasividad por lo que realizamos un ensayo de invasidn en Matrigel en presencia y ausencia del
inhibidor especifico CA-074. Observamos que efectivamente los menores niveles de catepsina B
correlacionan con menor nivel de invasién en el clon A3. Asimismo, la invasién es dependiente de
catepsina B dado que en la linea control AE se inhibe la alta invasividad en presencia del inhibidor CA-

074. Los resultados se muestran a continuacion en la Figura 34.
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Figura 34. La disminucién de la expresion de catepsina B en el clon celular con baja expresidén de SPARC (A3) se correlaciond
con un menor nivel de invasion en Matrigel. Nuevamente el nivel de invasidn fue dependiente de catepsina B ya que la
presencia de un inhibidor especifico de la proteina (CA-074 +) disminuyd la invasividad en las lineas wild-type y control (AW
y AE). Se realizaron 3 réplicas bioldgicas independientes y el analisis estadistico se realizé aplicando modelos lineales mixtos.

*** p<0.001 respecto a AE

Estos resultados confirman en otra linea de melanoma que la disminucién de la expresion de SPARC

correlaciona con una menor secrecion de catepsina B y esto a su vez con un menor nivel de invasion.
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Rol del colageno tipo | en la regulacion de la secrecion de catepsina B

Como fuera detallado en la introduccion de esta tesis, la interaccidn de las células con componentes
de la matriz extracelular (ECM) juega un rol importante en regular la expresion de proteasas
degradadoras de matriz. Luego de la obtencién de los resultados presentados anteriormente, tuvimos
en cuenta la informacién que demostraba que el contacto de células de melanoma altamente
invasivas con coldgeno tipo | induce la secrecidon de catepsina B madura al medio extracelular (Klose
et al., 2006). Asimismo, Koblinski y colaboradores demostraron que la interaccién de fibroblastos
humanos de mama con colageno tipo | incrementa la secrecién de procatepsina B (Koblinski et al.,
2002), lo cual se encuentra en linea con nuestros resultados. Por otro lado, se ha demostrado la unidn
de SPARC a coldgeno tipo | (Brekken and Sage, 2000), ademas de que se demostré que SPARC regula
la expresion y deposicion del colageno | en células mesangiales (Francki et al., 1999).

En congruencia con la informacién presente en la literatura, nuestro andlisis protedmico del
secretoma revelé que 3 spots diferenciales (1764, 1532 y 1592) en el secretoma, que fueron
identificados por espectrometria de masas como cadena a2 del colageno tipo | (ver ANEXO 1), se
encontraban disminuidos en su expresion en el clon celular L2F6 con bajos niveles de SPARC. Esta
diferencia en los niveles de expresidn fue corroborada por Western blot (ver Figura 21), confirmando
qgue efectivamente cuando baja la expresidon de SPARC baja también la expresién de la cadena a2 del
coldgeno tipo I .

Con esta informacién quisimos chequear si el control de la secrecién de la cadena a2 del colageno
tipo | era mediado por SPARC a nivel transcripcional, por lo que evaluamos por PCR en tiempo real el
nivel de ARNm en las lineas LBLAST y L2F6 en presencia o ausencia de SPARC exdgena durante 24 hs
en concentracion 1pg/ml. Los resultados indican que el clon celular L2F6 presenta menor nivel de
ARNm de la cadena a2 del coldgeno tipo | en comparacién con LBLAST, y el agregado exdgeno de
SPARC revierte esos niveles haciéndolos comparables al control (Figura 35 A). Estos resultados
confirmaron en nuestro modelo que SPARC regula los niveles de colageno tipo | a nivel
transcripcional.

Nos propusimos ver entonces si el colageno tipo | en nuestro modelo podia ser el mediador de la
secrecion de catepsina B inducida por SPARC . Para evaluar esto, decidimos plaquear durante 24 hs a
las células LBLAST y L2F6 (con bajos niveles de SPARC, colageno tipo | y catepsina B extracelular),
sobre placas que contenian una cobertura de colageno tipo | monomérico adherida al plastico.
Posteriormente, las células fueron levantadas de las placas y puestas a invadir en un ensayo de
invasién en Matrigel.

Los resultados demuestran que el plaqueo de las células sobre coldgeno tipo | restituyd

completamente en las células L2F6 la capacidad invasiva haciéndola comparable a la de la linea
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control LBLAST (Figura 35 B). Esta capacidad invasiva restituida en L2F6 fue acompafiada de un
aumento de la secrecién de catepsina B al medio condicionado tal como se observa en la Figura 35 C.
Al igual que lo observado con el agregado exdgeno de SPARC, la restitucidén de la capacidad invasiva
debida al cultivo de las células sobre placas cubiertas de coldgeno | monomérico, fue completamente
inhibida cuando el ensayo se realizdé en presencia del inhibidor especifico CA-074, lo cual evidencia
gue el efecto del colageno tipo | sobre la invasién de células de melanoma es mediado por catepsina
B (Figura 35 B). Los niveles de catepsina B y la invasividad de las células LBLAST, por otro lado, no
fueron afectados por el cultivo sobre placas cubiertas de coldgeno tipo |, sugiriendo que LBLAST, que
secreta altos niveles de SPARC, es refractaria a la estimulacién con colageno tipo .

La morfologia celular observada al microscopio diferencia claramente a las células LBLAST y L2F®6,
presentando las primeras una morfologia de tipo fibroblastoide, caracteristica de células malignas
siendo las células ahusadas y estiradas, mientras que las células L2F6 con baja expresiéon de SPARC
presentan una formato mas epitelial, siendo las células mas cortas y redondeadas. Esta morfologia
cambio luego de 24 hs de cultivo en placas con cobertura de coldageno como puede observarse en la
Figura 35 D. Las células L2F6 presentaron una morfologia ahusada similar a la de LBLAST, mientras
que la morfologia de LBLAST no cambid. Este cambio en L2F6 a una morfologia maligna mediado por
colageno, se acompaiia de un mayor nivel de invasividad tal como se observa en la figura 35 B.

Con el objeto de corroborar la especificidad del efecto de coldgeno tipo | sobre la invasividad de
células L2F6, decidimos plaquear las células durante 24hs sobre placas con cobertura de fibronectina
(5ug/ml), otra proteina mayoritaria de la matriz extracelular. Este tratamiento no afectd el potencial
invasivo de las células L2F6, confirmando la especificidad del efecto observado con colageno tipo |
(Figura 35 B).

Finalmente, no observamos un efecto aditivo en la capacidad invasiva de L2F6 cuando las células
fueron cultivadas 24 hs en placas con cobertura de coldgeno y ademas en presencia de 1pg/ml de
SPARC exdgena, lo cual sugeriria que estas proteinas convergen en una via de sefializacién comun que
esta siendo estimulada al maximo por colageno tipo I. (Figura 35 B).

De los resultados obtenidos en los experimentos antes mencionados, quedaba claro que la expresién
y secrecién al medio extracelular de coldgeno tipo | estaba siendo regulada por SPARC y que el
coldgeno tipo | a su vez estaba actuando como molécula reguladora/intermediaria de la secrecion de
catepsina B. Es por eso que con esta informacién empezamos a preguntarnos de qué modo colageno |
sefializa estos cambios.

Las integrinas son una gran familia de receptores de la superficie celular que se unen a componentes
de la ECM, organizan el citoesqueleto y activan vias de sefializacién intracelular (Guo and Giancotti,
2004). El coldgeno tipo | interacciona principalmente con los receptores de integrinas al1B1 y a2f31

(Gullberg et al., 1992). Dado que la interaccién de coldgeno tipo | con el receptor a231 habia sido
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previamente demostrada como promotora de la secrecidn de catepsina B (Klose et al., 2006; Koblinski
et al., 2002), decidimos estudiar si las integrinas 21 podian estar mediando los efectos de SPARC y

colageno | sobre los niveles secretados de catepsina B y la invasividad de las células de melanoma.
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Figura 35. Efecto del plaqueo celular sobre coldgeno tipo | en la secrecidn de catepsina B y la invasividad celular. A) PCR en
tiempo real donde se observa que los niveles de ARNm de la cadena a2 del coldgeno tipo | son menores en L2F6 y esto es
reversible por el agregado de SPARC exdgena. B) El plaqueo de las células L2F6 sobre coldgeno tipo | revierte la capacidad
invasiva a expensas de catepsina B debido a que es un efecto inhibible por el inhibidor CA-074. El efecto observado es
especifico de colageno tipo | dado que fibronectina no genera ningin efecto sobre la invasion. El agregado exdgeno de
SPARC no presentd un efecto aditivo sobre la reversion de la invasion mediada por colageno tipo I. Se realizaron 3 réplicas
bioldgicas independientes y el analisis estadistico se realizé aplicando modelos lineales mixtos.

* p<0,05 respecto a LBLAST

**% p<0.001 respecto a LBLAST (en plastico, colageno tipo | o fibronectina, segtin corresponda)

## p<0.01 respecto a L2F6

ANA p<0.001 respecto a L2F6-SPARC

C) El plaqueo de las células sobre coladgeno o el agregado exdgeno de SPARC en L2F6 aumentan la secrecidn de catepsina B al
medio extracelular sin observarse un efecto aditivo. Los numeros representan la intensidad relativa de las bandas respecto a
la cantidad cuantificada por densitometria para la muestra LBLAST (que se considero 100). D) La morfologia celular de L2F6,
normalmente epitelioide, cambia a un fenotipo maligno cuando las células son cultivadas sobre coldgeno tipo durante 24 hs.
Se observa una morfologia similar a la de LBLAST, de tipo fibroblastoide ahusado. Las flechas indican las células de apariencia

epitelioide y las puntas de flecha indican las de apariencia fibroblastoide.
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Para esto, comenzamos realizando experimentos con anticuerpos bloqueantes de la funcion bioldgica
de las cadenas a2 y B1 del receptor a2f1. Los anticuerpos, agregados en forma independiente o
conjunta, fueron adicionados al cultivo de manera de preincubar a las células durante 24 hs en cultivo
en placas con o sin cobertura de colageno. Luego, fue evaluada la capacidad invasiva mediante
ensayos de invasion en Matrigel.

En el primer grupo de experimentos, la capacidad invasiva de LBLAST fue inhibida en
aproximadamente un 50/ debido a la preincubacién con anticuerpos neutralizantes de integrinas, ya
sea a2, B1 o la combinacién de ambos a2B1. Por otro lado, la restitucién de la capacidad invasiva de
L2F6 mediada por el agregado exdgeno de SPARC observada anteriormente (Figura 33 A) o por el
crecimiento de las células en placas con colageno (Figura 35 B), fue también inhibida por la presencia
de los anticuerpos neutralizantes de integrinas, ya sea a2, f1 o la combinacién de ambos a2f31. Los
anticuerpos no generaron ningun efecto sobre las células L2F6 en ausencia de estimulacién mediada
por SPARC y colageno. De los resultados obtenidos, es aparente que el agregado del inhibidor
especifico CA-074, durante el ensayo de invasién no indujo a una inhibicién de la capacidad invasiva
mayor que la generada por los anticuerpos neutralizantes de integrinas. Esto indicaria que el efecto
de promocién de la invasiéon dependiente de catepsina B estaria explicado practicamente en su
totalidad por la via de sefializacion de integrinas a.231.

Los resultados se grafican a continuacién en la Figura 36:
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Figura 36. Analisis de la capacidad invasiva en presencia de colageno tipo |, SPARC y anticuerpos bloqueantes de integrinas.
Las células LBLAST y L2F6 (LB y L2, respectivamente) fueron preincubadas por 24 hs con anticuerpos bloqueantes anti-a.2 y/o
anti -B1 integrina o MOPC (control de isotipo 1gG), en presencia o ausencia de SPARC 1ug/ml o sobre placas con y sin
cobertura de colageno tipo I. Luego del tratamiento, se evalud la capacidad invasiva en presencia o ausencia del inhibidor de
catepsina B, CA-074. Se observo que la inhibicidn de la sefializacion via integrinas impide que la capacidad invasiva de L2F6
aumente en presencia de SPARC o de coldgeno tipo I.

Se realizaron 3 réplicas bioldgicas independientes y el analisis estadistico se realizé aplicando modelos lineales mixtos.

*** p<0.001 respecto al control MOPC correspondiente a cada linea.
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Rol del TGFf en la regulacion de la secrecion de catepsina B

La sefializacion celular mediada por TGFB1 regula diferentes aspectos de la iniciacidn del tumor, la
progresion y la metdstasis de una manera dependiente del tipo celular y del contexto en el cual se
exprese (Bierie and Moses, 2006). En particular, TGF1 es un importante efector de la Transicién
Epitelio-Mesenquimal (EMT) (Heldin et al., 2009). Como se comentara en la introduccién de esta tesis,
una retroalimentacion positiva se ha demostrado para la relacion SPARC y TGF-B1, dado que SPARC
induce la expresion de TGF-B1 y viceversa (Bassuk et al., 2000b; Ford et al., 1993; Francki et al., 1999;
Francki et al., 2004a; Pavasant et al., 2003; Reed et al., 1994; Schiemann et al., 2003b; Shiba et al.,
2001; Wrana et al., 1991). Es por esto que decidimos investigar si SPARC podia estar ejerciendo
alguno de sus efectos proinvasivos relacionados con la EMT a través de TGFB1.

Para esto, primero chequeamos en nuestro modelo de melanoma si los niveles de TGFf1 estaban
modificados por SPARC. Los analisis por PCR en tiempo real demostraron una disminucién pequena en
los niveles de ARNm de TGFf31 en el clon celular L2F6 comparado con el control LBLAST. Observamos
ademads que el tratamiento con SPARC exdgena durante 24 hs incrementd los niveles del ARNm de
TGFB1 tanto en la linea celular LBLAST como en el clon celular L2F6, sugiriendo que SPARC regula a

nivel transcripcional la expresidn de TGFf31 en melanoma humano (Figura 37).
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Figura 37. Analisis de los niveles de ARNm de TGFP31 por PCR en tiempo real. Las células fueron incubadas en presencia o
ausencia de 1pg/ml de SPARC exdgena durante 24 hs y posteriormente se evalud el nivel de ARNm de TGFB1. El andlisis

estadistico de un juego de datos de 3 réplicas independientes fue realizado por ANOVA. * p<0.05 respecto a L2F6.

Ademds de estos datos, contdbamos con la evidencia publicada por Reisenauer y colaboradores
quienes demostraron que luego de incubar diferentes lineas tumorales mieloides con TGFB1 exdgeno,
se observaba un aumento de la expresién de catepsina B acompafiada de un aumento de la capacidad
invasiva (Reisenauer et al., 2007).

Teniendo en cuenta esta informacidén nos preguntamos si el TGFB1 enddgeno, es decir el expresado
por las células, converge en la via de sefializacion SPARC/ coldgeno tipo I/ catepsina B que

observamos y demostramos anteriormente como moduladora de la invasividad celular.
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Para contestar esta pregunta realizamos una serie de ensayos de invasidon en Matrigel utilizando
anticuerpos bloqueantes de TGFB1, de manera de bloquear la actividad bioldgica del TGFB1
enddgeno expresado y secretado por las células o alternativamente, un inhibidor especifico, el
SB431542, que bloquea la capacidad de TGFP1 de unirse a su receptor de tipo | (Inman et al., 2002).
Observamos que la actividad neutralizante del anticuerpo anti-TGFf1 inhibié no sélo la capacidad
invasiva de LBLAST en un poco mas de un 40/ sino también la capacidad invasiva reestablecida en las
células L2F6 luego de la incubacion con SPARC exdgena (Figura 38 A). Llamativamente, el anticuerpo
blogueante de TGF1 fue incapaz de inhibir la capacidad restituida de las células L2F6 de invadir luego
de la incubacidn sobre placas con cobertura de coldgeno tipo | indicando que el estimulo del plaqueo
sobre colageno | saltea el efecto del TGF1.

De la misma forma, el inhibidor del receptor de tipo | del TGF1, el SB431542, inhibid parcialmente la
capacidad invasiva de las células LBLAST y redujo ademas la capacidad reestablecida de las células
deficientes en SPARC (las L2F6) de invadir luego de la incubacion por 24 hs con SPARC (Figura 38 B).
También en este caso el inhibidor no fue capaz de inhibir la invasividad inducida por coldgeno tipo |,

indicando que la via de sefializacién mediada por colageno estaria aguas abajo de la de TGFp1.
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Figura 38. Analisis de la capacidad invasiva de células de melanoma en presencia de colageno tipo I, SPARC y anticuerpos
bloqueantes de TGF31 o de un inhibidor del receptor de TGF(31. A) Las células fueron preincubadas con el control de isotipo
MOPC o anticuerpo neutralizante anti TGF1 y posteriormente cultivadas en presencia o ausencia de SPARC exdgena o
placas con cobertura de colageno. Posteriormente se evalud la capacidad invasiva en presencia o ausencia de CA-074. B) Las
células LBLAST y L2F6 fueron preincubadas o no con el inhibidor SB431542 que bloquea la unién de TGFf1 a los receptores
de tipo | o alternativamente con DMSO como control. Luego, se evalud la capacidad invasiva en presencia o ausencia de CA-
074. Se realizaron 3 réplicas bioldgicas independientes y el analisis estadistico se realizé aplicando modelos lineales mixtos.

* p<0.05 respecto a LBLAST

# p<0.05 respecto a L2F6-SPARC

A p<0.05 respecto a la linea correspondiente plaqueada sobre colageno tipo I.
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Los resultados vistos, tomados en conjunto, sugieren que el efecto de inhibicidn tanto del anticuerpo
anti TGFB1 como del inhibidor del receptor de TGF1 no es completo, y que por tanto el TGFB1 es
sélo parcialmente responsable de la induccién de la invasién dependiente de catepsina B estimulada
por SPARC. En otras palabras, existiria una parte del efecto de SPARC sobre invasion que seria
independiente de TGFP1 (Fig 38 A y B). Llamativamente, cuando se agrega TGF31 ex6genamente a las
células deficientes en SPARC (L2F6), se observa que las mismas aumentan su capacidad invasiva

dependiente de catepsina B a niveles comparables con los de la linea control LBLAST (Figura 39 A).
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Figura 39. Andlisis de la capacidad invasiva de células de melanoma en presencia de TGF1 y anticuerpos bloqueantes de
integrinas y analisis de los niveles de ARNm de cadena a2 del coldgeno tipo | inducidos por SPARC o TGFf31 exdgenos.

A) El efecto de la adicién del TGFB1 exdgeno sobre la invasividad celular fue evaluado en células preincubadas con
anticuerpos anti integrinas o MOPC como control de isotipo y cultivadas en presencia o ausencia de la proteina

recombinante TGFB1 (0,1ng/pl). Se realizaron 3 réplicas bioldgicas independientes y el analisis estadistico se realizd

aplicando modelos lineales mixtos. *p<0.05 respecto al correspondiente control MOPC.

B) Analisis de los niveles de ARNm por PCR en tiempo real de la cadena a2 del colageno tipo | en células de melanoma
preincubadas o no con anticuerpo anti-TGF31 o MOPC como control de isotipo y cultivadas 24 horas en presencia o ausencia
de TGFf1 recombinante (0,1ng/ul) o SPARC humana (1pg/ml).

Todas las barras representan el promedio de al menos 3 experimentos independientes y la estadistica resultante mediante
ANOVA de 1 factor.

* p<0.05 respecto a LBLAST

## p<0.01 respecto a L2F6

AN p<0.01 respecto a L2F6+TGFf1

Seguidamente, nos preguntamos si este efecto del TGF31 agregado al medio de cultivo (exégeno) se
debia a la estimulacidn, aguas abajo, de la via de induccion de coldgeno. Para testear esta posibilidad
en primer lugar chequeamos si el tratamiento con TGFB1 modificaba los niveles de transcripcién de

colageno |, y comprobamos que efectivamente la incubacion de las células L2F6 con TGFB1
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aumentaba los niveles de la cadena a2 del coldgeno tipo | (Figura 39 B) y que dicho aumento era
inhibible por un anticuerpo neutralizante de TGFB1. Sin embargo, es llamativo que este efecto parece
ser privativo de la estimulacion de TGFf1 agregado en el medio de cultivo y no del expresado por la
propia célula, ya que el anticuerpo anti- TGFB1 no es capaz de bloquear el aumento de colageno |
inducido bajo estimulo con SPARC (Figura 39 B).

En segunda instancia, decidimos inhibir la sefializacion via colageno | mediante el uso de anticuerpos
anti integrinas a2 y/o B1 en las células tratadas con TGFB1. Estos anticuerpos lograron inhibir
significativamente (aunque no totalmente) la invasién inducida por TGFP1 en células L2F6 deficientes
en SPARC (Figura 39 A). De esta manera, dedujimos que efectivamente el agregado de TGFf31 al
medio de cultivo aumenta la invasividad de células de melanoma en forma dependiente del eje
colageno I-catepsina B.

Estos resultados serian en principio coherentes con la posibilidad de que TGF1 esté ejerciendo este
efecto a través de la regulacidon positiva de la expresion de SPARC, como esta descripto en la
literatura. Para testear esta posibilidad, decidimos evaluar los niveles de SPARC en respuesta a la
estimulacion exdgena con TGFB1. Lo hicimos mediante PCR en tiempo real y mediante western
blotting, y los resultados se muestran en la (Figura 40 A y B). La PCR en tiempo real (Figura 40 A)
indica que el TGF31 es capaz de inducir la expresion de SPARC en las células LBLAST y L2F6, aunque en
esta ultima linea celular la presencia del ARN de interferencia contra SPARC enmascararia el aumento
en los niveles del transcripto de SPARC. El efecto inductivo de TGFP1 sobre la expresién de SPARC se
observa mejor en el western blot de medios condicionados de las células de melanoma crecidas en
presencia del agregado exdgeno de la proteina durante 24 hs, donde queda en evidencia el aumento
de SPARC concomitante con el tratamiento con TGF(1 (Figura 40 B). Estos resultados refuerzan la
idea de que un estimulo exdgeno de TGF31 estaria promoviendo la invasion mediada por catepsina B

a través de la induccién del eje SPARC-colageno I-catepsina B.
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Figura 40. PCR en tiempo real y Western blot de SPARC en lineas celulares de melanoma luego del agregado exdgeno de
TGFB1. A) El agregado exdgeno de TGFf31 0,5 ng/ml durante 24 hs al medio de cultivo de las células de melanoma LBLAST y

L2F6 evidencia que en ambos casos existe una induccion del transcripto de SPARC, aunque en la linea L2F6 se ve como una
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tendencia que no logra ser estadisticamente significativa, probablemente debido al efecto de ARN de interferencia contra
SPARC. B) Western blot de SPARC en medios condicionados de las células tratadas con TGFB1 durante 24 hs 0,5 ng/ml, se
observa un aumento de la secrecién de SPARC en la linea L2F6.

* p<0,05 (Student T-test) LBLAST + TGFB1 respecto a LBLAST - TGFf31

Sin embargo, los resultados de la inhibicidn parcial obtenida con anticuerpos anti-integrina (Figura 39
A) sugieren que también podria haber un efecto de TGFP1 sobre la invasion que fuera independiente
de la via de colageno | inducida por SPARC. Para dirimir esta cuestién, decidimos probar si el efecto
proinvasivo del TGFB1 exdgeno era inhibible por anticuerpos anti-SPARC. En la Figura 41 se muestran
los resultados de los experimentos de invasién en donde se evalla el efecto de SPARC o TGFj1
exdgeno en presencia de una combinacién de anticuerpos anti-SPARC. Los resultados indican que los
anticuerpos anti-SPARC inhiben por completo el efecto proinvasivo no sélo de SPARC sino también de
TGFP1 exoégeno, lo cual sigue apoyando la teoria de que TGFB1 estaria actuando sobre la invasion a
través de la induccién del eje SPARC-colageno I-catepsina B.

Es llamativo, sin embargo, que al comparar estos resultados con los de la Figura 39 A vemos que el
efecto de los anticuerpos anti-integrinas sobre el estimulo del TGF1 exdgeno contradicen en cierta
manera la idea de que todo el efecto de TGFf31 se lleve a cabo via sefializacién mediada por colageno.
Quedaria pendiente definir si la induccidn de SPARC mediada por TGFP1 efectivamente puede estar
actuando sobre la invasidon dependiente de catepsina B, en una pequefia proporcién, sin pasar por el

eje coldgeno I-integrinas.
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Figura 41. Andlisis de la capacidad invasiva de células de melanoma en presencia de TGF1 o SPARC y anticuerpos
bloqueantes de SPARC o de TGFf1. Se observa que los anticuerpos bloqueantes de SPARC inhiben la invasion inducida por
SPARC o por TGFP1 a los mismos niveles que el agregado del inhibidor especifico de catepsina B indicando que SPARC

controla por completo la invasién dependiente de catepsina B. Por otro lado, la reversién de la invasion inducida por TGF31,
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se bloquea por completo por acciéon de los anticuerpos bloqueantes de SPARC indicando que el efecto de esta proteina seria

dependiente en su totalidad de SPARC.

También es interesante observar que cuando se comparan los efectos del anticuerpo neutralizante
anti- TGFP1 y de los anticuerpos bloqueantes de SPARC sobre las células LBLAST y L2F6 estimuladas
con SPARC agregada al medio, se observa claramente, una vez mds, que una pequefia parte del efecto
proinvasivo de SPARC parece ser independiente de TGF31 secretado por las propias células tumorales
(Figura 41).

Los resultados evidencian la complejidad de la regulacion mediada por SPARC y TGFB1 sobre la
invasién dependiente de catepsina B en células de melanoma. Es por eso que la Figura 42 intenta
representar esquemadticamente las moléculas involucradas en la regulacion de la invasidon

dependiente de catepsina By las figuras presentadas en esta tesis que sustentan esta representacion.
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Figura 42. Secuencia de la regulacion molecular de la invasidn celular dependiente de catepsina B en células de melanoma.
La figura indica las vias por las cuales SPARC y TGFB1 (exégenos o enddgenos) actuan regulando la invasion dependiente de

catepsina B (ver texto).
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CAPITULO lllb: Validacién funcional de las
proteinas diferenciales seleccionadas. Analisis del
rol de N-caderina en la progresion tumoral

mediada por SPARC.

El rol de N-caderina en la progresién tumoral ha sido ampliamente reportado en la literatura cientifica
demostrando particularmente en melanoma que es una proteina de fundamental importancia para
favorecer la liberacién de los melanocitos transformados de su entorno celular y permitirles
establecer nuevas conexiones intercelulares que favorezcan la diseminacién a sitios distantes del
tumor primario.

Nuestros resultados obtenidos en las validaciones técnica y biolégica de N-caderina indicaban que la
regulacién de la expresién de la proteina en nuestro modelo de estudio estaba bajo el control de
SPARC, dado que cuando disminuye la expresion de SPARC disminuye también la expresion de N-
caderina y que cuando se restituyen los niveles de SPARC al cultivo, aumentan los de N-caderina de
membrana de 130 kDa y el fragmento de secrecion de 90 kDa (Figura 21) .

Como fuera planteado en la introduccidon de esta tesis, uno de los sellos caracteristicos de la
progresion del melanoma es el switch de caderinas, que involucra la disminucidn de la expresion de E-
caderina en los melanocitos transformados y el aumento de la expresion de N-caderina (Li and Herlyn,
2000). Nos propusimos ver si en nuestro modelo este switch estaba presente dado que los resultados
obtenidos por proteémica demostraban que N-caderina presenta una disminucion en la expresion
cuando baja la expresién de SPARC en la linea L2F6, mientras que Robert y colaboradores habian
demostrado que SPARC inducia una disminucion de la expresién de E-caderina (Robert et al., 2006a).
Es por eso que realizamos un estudio de la expresion de E-caderina en nuestro modelo de melanoma
por citometria de flujo de células cultivadas en presencia o ausencia de SPARC por 24hs.

Los resultados presentados en la Figura 43 muestran que efectivamente el switch de caderinas estaria
bajo el control de SPARC dado que las células LBLAST expresan altos niveles de SPARC y N-caderina y
bajos niveles de E-caderina y cuando en L2F6 baja la expresion de SPARC, baja la expresién de N-
caderina y aumenta la de E-caderina, lo cual concuerda con un fenotipo no tumoral in vivo. Ademas,

el agregado exdgeno de SPARC al clon celular L2F6 con baja expresion de SPARC revierte la expresion
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de caderinas promoviendo un incremento de la expresién de N-caderina en L2F6 y una disminucion

de la expresion de E-caderina.
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Figura 43. Andlisis del perfil de expresién de caderinas de membrana en las células LBLAST y L2F6 por citometria de flujo

luego de ser cultivadas en presencia o ausencia de 1ug/ml de SPARC humana. Las poblaciones celulares expresando altos (+)

o bajos niveles (-) de expresién de las proteinas se encuentran indicados.Los paneles indicados con (-) corresponden a

niveles de marcaje similares a los obtenidos con un anticuerpo primario control.

Con estos resultados quisimos validar funcionalmente el rol de N-caderina en nuestro modelo de

melanoma. Comenzamos estudiando si la expresion diferencial de la N-caderina tenia consecuencias

en la formacién de esferoides. Los esferoides son una red tridimensional de células que forman las

células tumorales cuando son cultivadas bajo ciertas condiciones in vitro donde las células establecen

uniones célula-célula y célula-matriz. Su composicion puede ser homogénea o heterogénea

dependiendo de los tipos celulares que componen al esferoide. Un esferoide, aln el constituido por

un solo tipo celular, consiste en grupos heterogéneos de células quiescentes, proliferantes y
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necréticas representando un modelo tridimensional in vitro muy aceptado para el estudio de la
biologia de células malignas (Acker et al., 1987; Carlsson and Acker, 1988).

En nuestros estudios, el armado de los esferoides fue constituido Unicamente por las células de
melanoma LBLAST o L2F6 o las mismas preincubadas con un anticuerpo neutralizante (ACAM) de la
funcién bioldgica de N-caderina. Las células fueron plaqueadas en igual nimero de células para
ambos tipos y se siguid el crecimiento del esferoide durante 5 dias. Los resultados muestran que a las
48 hs de cultivo SPARC ejerce su efecto antiadhesivo en las células LBLAST generando la formacion de
un esferoide laxo y poco compacto, mientras que la linea L2F6 que presenta menores niveles de
expresion de SPARC, presenta esferoides compactos y densos. Esta diferencia se observa hasta el
quinto dia de cultivo. Observamos ademas que el bloqueo de la funcién biolégica de N-caderina no
afectd la formacion del esferoide en LBLAST el cual se mantuvo en ambos casos, con anticuerpo
bloqueante o sin el, laxo hasta el quinto dia presentando un grado de compactaciéon un poco mayor al

dia inicial. Los resultados se muestran en la Figura 44 a continuacién:

24 hs 48 hs 120 hs

LBLAST ACAM

L2F6 ACAM

Figura 44. Estudio del rol de N-caderina en el crecimiento y formacion de esferoides. Las células de melanoma LBLAST y
L2F6 se crecieron en placas con fondo de agarosa durante 120 hs (5 dias) en presencia o ausencia de un anticuerpo
monoclonal bloqueante de N-caderina. A las 48 hs post plaqueo se observaron las diferencias entre ambos tipos celulares y

se observé que el bloqueo de la proteina no afectd la formacién de los esferoides.

Estos resultados nos indicarian que el efecto antiadhesivo que se observa en las células con altos
niveles de SPARC no estaria afectado por los niveles de expresién de N-caderina. Resta comprobar si
la compactacion vista en los esferoides de L2F6 es mediada por la expresién de E-caderina de dichas
células. Este experimento no pudo llevarse a cabo por falta de un anticuerpo bloqueante de la funcion

bioldgica de dicha proteina. Sin embargo, la poca compactacién vista en los esferoides con baja
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expresién de E-caderina estaria indicando que estas células, que expresan SPARC, estarian mas
preparadas para la migracion e invasién de matriz que sus contrapartes con baja expresion de SPARC.
Como se comentara anteriormente, el rol principal de la N-caderina en la progresién tumoral es la de
favorecer las uniones célula de melanoma-fibroblasto y célula de melanoma-célula endotelial,
favoreciendo la expansion e intravasacidon del tumor a sitios distantes. Es por eso que quisimos
evaluar si la consecuencia de la expresiéon diferencial de N-caderina se veia reflejado en un ensayo in
vitro que representa el proceso in vivo de intravasacion. Este ensayo, denominado de migracion
transendotelial, se basa en evaluar la capacidad de las células de pasar a través de una monocapa de
células endoteliales a expensas de su perfil de moléculas de adhesidn. Como en este caso nos interesa
el aporte de N-caderina a la migracion a través de las células endoteliales (HMEC), realizamos el
ensayo sobre las celulas LBLAST y L2F6 preincubadas o no con un anticuerpo bloqueante de N-
caderina y en presencia o ausencia de 1 pg/ml de SPARC exdgena. El experimento se llevé a cabo en
placas multi-pocillo de 24 conteniendo insertos de pldstico con una membrana de nitrocelulosa con
poros de 8um de didmetro. Sobre esa membrana se dejé establecer la monocapa de células
endoteliales durante 24 hs y posteriormente se agregaron las células de melanoma premarcadas con
un colorante supravital. Se permitié que pasen a través de la monocapa durante 6 hs y luego fueron
fijadas y la monocapa removida.

Los imagenes presentadas en la Figura 45 y su andlisis estadistico en la Figura 46, demostraron
claramente que la expresion de N-caderina en LBLAST favorece la migracién a través de la monocapa
de endoteliales. Por un lado, las células L2F6 que expresan un menor nivel de N-caderina presentan

menor numero de células transmigrantes. Por otro, el bloqueo de N-caderina con un anticuerpo

neutralizante condujo a una disminuciéon del nimero de células LBLAST que migran a través de la
monocapa. Asimismo, demostramos que el agregado exdgeno de SPARC regula la expresion de N-
caderina dado que la incubacidn por 24 hs con SPARC exdgena condujo a un aumento del nimero de
células L2F6 que transmigran, aumento que es blogueado por el uso de anticuerpos neutralizantes de
N-caderina.

En ese momento nos preguntamos si la regulacion de los niveles de expresidon de N-caderina podia
estar compartiendo también a los efectores coldgeno tipo | y TGF1. Es por eso que decidimos evaluar
en el ensayo de migracidon transendotelial, si el bloqueo de TGFB1 o de los receptores de integrinas de
colageno tipo | afectaban el nivel de transmigracion en las células de melanoma crecidas en presencia
o ausencia de SPARC. Asimismo, evaluamos si existia un aporte de catepsina B al proceso de
migracion a través de una monocapa de células endoteliales B dado que fue demostrado que

catepsina B contribuyd favoreciendo la migraciéon de células tumorales in vitro. Es por eso que se

realizd el experimento en presencia o ausencia del inhibidor especifico CA-074.
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Los resultados muestran que ninguno de estos tratamientos afectd la migracidn transendotelial,
excepto el agregado exdgeno de SPARC que, como habiamos mencionado anteriormente, aumento el
numero de células L2F6 que transmigraron. Esto indicaria que la regulacion de la expresion de N-

caderina no se llevaria a cabo a través de los intermediarios TGFB1, colageno tipo I/a2B1 integrinas

- LB+ACAM mﬁuﬁmaar nfmuwmc
- L2+SP L2-+SP+ACAM

Figura 45. Imagenes representativas de las células que transmigraron. Las células de melanoma LBLAST y L2F6 fueron

y/o catepsina B.

cultivadas 24 hs en presencia de un colorante fluorescente supravital llamado CM-Dil Cell Tracker Red confiriéndoles una
coloracion roja. Ademas, se cultivaron en presencia o ausencia de 1ug/ml de SPARC exdgena humana. Las células fueron
luego plaqueadas sobre una monocapa de células endoteliales HMEC (se observa la monocapa en el panel superior derecho)
y se permitié que migren a través de esa monocapa. Las células migradas fueron fijadas luego de 6 horas de ensayo y los
nlcleos tefiidos con colorante de Hoescht. La monocapa superior fue removida mecadnicamente y 8 imagenes de cada
inserto fueron tomadas para el conteo celular. Sélo las células rojas fueron contabilizadas como células de melanoma. El
porcentaje de nucleos azules sin citoplasma rojo, que corresponderia a células endoteliales que migraron, no superé el 10/

en ninguna de las condiciones evaluadas.
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Figura 46. Efecto de la expresion de N-caderina sobre la migracion transendotelial de células de melanoma. Las células
fueron crecidas en presencia o ausencia de SPARC exdgena (1ug/ml) y/o anticuerpo bloqueante de N-caderina (anti-NCAD).
Las células fueron también pretratadas con un anticuerpo bloqueante de TGFP1 y con la combinacién de anticuerpos
bloqueantes anti a2 y B1 integrinas o MOPC como control de isotipo. Se permitié que crezcan por 24 hs antes de llevar a
cabo el experimento de transmigracidn. Se realizaron 3 réplicas bioldgicas independientes y el analisis estadistico se realizd

aplicando modelos lineales mixtos.

***p<0.001 respecto a LBLAST; ### p<0.001 respecto a L2F6; M p<0.01 respecto a L2F6-SPARC
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Discusion

CAPITULO I: Analisis protedmico del secretoma y extractos de lineas
celulares de melanoma con niveles regulados de la expresion de

SPARC

Interpretacion de los datos obtenidos por protedmica en el secretoma

El andlisis global de la expresion de genes, ya sea mediante el anadlisis del transcriptoma o del
proteoma, representa en la actualidad una herramienta fundamental para el conocimiento y
entendimiento de las redes moleculares que gobiernan el comportamiento celular. Cientos de
publicaciones cientificas han demostrado que las técnicas de gendmica y protedmica presentan un
fuerte impacto en el area de la salud por su potencialidad para detectar cambios simultdaneos en la
expresién de numerosas proteinas por parte de un tipo celular. Esta evaluacién global de la dinamica
del proteoma celular para una determinada condicién bioldgica ha permitido no solo arrojar luz sobre
vias de accién de proteinas, sino encarar métodos de diagndstico y seguimiento de enfermedades
mas confiables y precisos, basados en perfiles de expresién de varias proteinas en lugar de
marcadores individuales.

Si bien la literatura da cuenta de la gran cantidad de publicaciones enfocadas al andlisis de diversos
proteomas en modelos tumorales, pocos trabajos cientificos han utilizado esta estrategia para
ahondar en el conocimiento de las vias extracelulares que conducen a la adquisicién de fenotipos
agresivos en células malignas. Durante los Ultimos afios, ha comenzado a tomar forma la idea de que
el crecimiento tumoral es el resultado de la interaccion de la célula tumoral con su entorno
incluyendo tanto la matriz extracelular como las células asociadas (fibroblastos, células endoteliales e
inflamatorias). Ese intercambio o cross-talk a través de asociaciones célula — célula y célula - matriz, le
facilitan al tumor evadir la respuesta inmune y obtener los nutrientes para acelerar su desarrollo y
diseminarse.

Como fuera presentado en la introduccién de esta tesis, nuestro laboratorio se encuentra abocado
desde hace varios afios al estudio del rol de la proteina SPARC (secreted protein, acidic and rich in
cysteins) en los procesos de crecimiento e invasidén tumoral. SPARC es una proteina no estructural de

la matriz extracelular que ha demostrado estar involucrada en multiples funciones relacionadas con
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proliferacion celular, adhesién e invasidn, respuesta inmunoldgica antitumoral, ademas de
angiogénesis. Por otra parte, se ha demostrado la sobreexpresion de SPARC en una amplia mayoria
de tumores, como en melanoma (Alonso et al., 2004; Alonso et al., 2007; Ledda et al., 1997a; Ledda et
al.,, 1997b) y en particular durante la expansion de los tumores de melanoma desde la fase de
crecimiento radial (RGP) a la fase de crecimiento vertical (VGP) (Smit et al., 2007). Ademas, la
expresion de SPARC se ha correlacionado con una disminucidn de la supervivencia (lkuta et al., 2005;
Massi et al., 1999) y con un aumento de la incidencia de metdstasis distantes (Rumpler et al., 2003).
Aunque las evidencias experimentales dan cuenta de la importancia de dicha proteina en el desarrollo
tumoral, resulta aun dificil establecer el rol preciso de SPARC durante dicho proceso ya que se
desconocen las vias moleculares que pueden mediar su efecto y las interacciones extracelulares en las
cuales participa.

Este trabajo de tesis doctoral se enfocé en conocer los intermediarios moleculares por los cuales
SPARC ejerce su efecto protumoral y para esto se realizd un estudio en profundidad de los
mediadores que pueden actuar junto con SPARC en la progresiéon maligna.

El andlisis global del secretoma de células de melanoma con niveles disminuidos de la expresion de
SPARC se realizd sobre diferentes modelos experimentales y aplicando técnicas protedmicas
cuantitativas como DIGE (geles bidimensionales) e iTRAQ (basada en el marcaje previo con isGbaros
estables). Los resultados obtenidos por metodologia DIGE, al ser analizados por ontologia en forma
grupal, demostraron que el grupo de las proteasas es uno de los principales grupos regulados por
SPARC. Esto representd la primer evidencia que indicaba que SPARC regula una caracteristica
inherente a las células tumorales: la invasividad. Asimismo, otras proteinas cuyo rol ha sido
ampliamente reportado en la literatura como favorecedoras de la progresiéon tumoral, resultaron ser
expresadas diferencialmente: N-caderina, colageno tipo | y vimentina. Interpretadas en conjunto y
teniendo en cuenta las implicancias bioldgicas de estas proteinas, el grupo diferencialmente
expresado y regulado por SPARC senalaba claramente a SPARC como una proteina involucrada en el
proceso de Transicidn Epitelio-Mesenquimal, lo cual se discutira en detalle posteriormente.

Es notorio el hecho de que en cualquiera de las técnicas protedmicas utilizadas, algunas de las
proteinas encontradas como diferenciales como por ejemplo unidades de proteasoma, factores de
elongacién, proteinas de shock térmico y peroxirredoxinas, han sido sefialadas como proteinas que
surgen regularmente como diferenciales en listas de resultados de andlisis protedmicos en diferentes
estudios, independientemente del tipo celular o especie en estudio (Petrak et al., 2008). Petrak y
colaboradores realizaron un meta-andlisis de cientos de listas de resultados publicados en diferentes
estudios protedmicos y elaboraron una lista de 15 proteinas que deben ser tenidas en cuenta al
momento para evitar una sobreinterpretacién de los resultados restandoles importancia bioldgica a

su expresion diferencial. Cabe aclarar que ninguna de dichas proteinas fue utilizada en nuestros
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estudios de validacidn. Una vez mas, esto refleja la importancia de la correcta interpretacion de los
datos y la necesidad de valorar este tipo de informacién a la hora de seleccionar los candidatos para
futuras validaciones.

Otro punto importante de discusion acerca de los resultados obtenidos en el analisis del secretoma es
el hecho de encontrar proteinas con localizacién normalmente citosélica en el medio extracelular.
Nuestro trabajo no es el primero en reportar proteinas intracelulares expresadas diferencialmente
fuera de la célula (Mathias et al., 2009; Weng et al., 2008). La secrecién no convencional de proteinas
0 exportacion proteica no clasica o secrecion independiente del RE/Golgi, es un proceso que ha sido
descubierto hace mas de 15 afios y que puede explicar algunos de estos casos (Nickel, 2003).

Las vias alternativas de secrecion postulan que las proteinas pueden alcanzar el espacio extracelular
por 4 vias alternativas, entre ellas: secrecidon a través de proteinas transportadoras de membrana,
invaginacidon-procesamiento en endosomas y posterior evaginacion, flip-flop de proteinas que
alcancen la membrana plasmatica y finalmente secrecién a través de exosomas. Este ultimo punto
posee una relevancia probada en cdncer dado que se ha demostrado que las galectinas pueden ser
liberadas el medio extracelular a través de exosomas (Keryer-Bibens et al., 2006; Welton et al., 2010).
En nuestros resultados hemos encontrado a la proteina galectina 1 diferencialmente expresada en el
secretoma de las células de melanoma. Asimismo, se ha demostrado que las proteinas de shock
térmico pueden ser secretadas por esta via (Clayton et al., 2005) y nuestro analisis del secretoma
refuerza este concepto. En efecto, varias proteinas HSPs (HSP-40 en el analisis DIGE y HSP-27 en el
analisis por geles 2D teiiidos con plata) resultaron diferenciales en el secretoma de las células de
melanoma en estudio.

Uno de nuestros primeros experimentos enfocados en la validacion de las proteinas se basd en
estudiar los exosomas liberados por las células de melanoma con el objeto de evaluar si la expresion
diferencial de algunas proteinas se debia a la carga selectiva de los exosomas. Las cantidades de
exosomas recuperados de los medios condicionados en estudio fueron muy pobres y sugerian que
esta via no justificaba la cantidad de ciertas proteinas intracelulares encontradas en los medios
condicionados, por lo cual esa hipdtesis fue descartada, al menos como Unica contribuyente a las
proteinas intracelulares encontradas fuera de las célula.

Los resultados obtenidos en cuanto al grupo de proteinas diferenciales encontradas en el andlisis de
extractos celulares de células de melanoma por estrategia DIGE se discutiran mas adelante en el

contexto de la catepsina B como proteina regulada por SPARC.
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SPARC y el primer indicio de control sobre la transicidn epitelio-

mesenquimal (EMT)

La interpretacion bioldgica de los datos previa a la validacién técnica, biolégica y funcional de los
candidatos nos llevé a una andlisis exhaustivo de la literatura para ahondar en el rol de las proteinas
diferenciales encontradas en el secretoma. Como ya comentaramos, el andlisis ontolégico de los
datos arrojé como primer dato que el grupo de proteasas era el principal grupo de proteinas regulado
por SPARC. Ademas, las proteinas N-caderina, colageno tipo | y vimentina, terminaron de confirmar
gue SPARC regula la expresidn y/o secrecion de proteinas involucradas en caracteristicas celulares de
invasidon y migracion, dos procesos que forman parte de las habilidades adquiridas por células que
sufren la Transicion Epitelio-Mesenquimal (EMT). El incremento de la agresividad de ciertos tipos
celulares de adenocarcinomas humanos ha sido recientemente asociado con la adquisicion de
caracteristicas mesenquimales por las células malignas. La idea de que la transiciéon epitelio-
mesenquimal debe ocurrir para que las células tumorales adquieran propiedades que les permitan
invadir y metastatizar fue documentada en muchos modelos celulares a pesar de que algunos autores
sefialen la falta de evidencia clinica acerca de este evento (Tarin et al., 2005; Thiery, 2002).

La relevancia del proceso de EMT en la biologia tumoral se basa en fendmenos que ocurren a nivel
embrioldgico y que caracterizan este proceso. Luego de la gastrulacién, las células de la cresta neural
sufren el proceso de EMT y comienzan a migrar lejos del tubo neural dando lugar a diferentes tipos
celulares y estructuras que incluyen por ejemplo el sistema nervioso periférico (Thiery et al., 2009). La
extrapolacion de estos procesos conduce a la conceptualizacion de que los tumores humanos se
vuelven mas agresivos a través de un proceso que requiere la manifestacion de caracteristicas
mesenquimales que involucran la pérdida de polaridad, el desprendimiento del control celular por
células vecinas y la adquisicién de capacidad migratoria e invasiva. Nuestros resultados demostraron
que SPARC se correlaciona con la expresidon de proteinas asociadas con la transformacion

mesenquimal
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CAPITULO II: Validaciones técnicas y biolégicas de las proteinas

diferenciales seleccionadas

Por qué es necesario validar las proteinas?

Como vimos en las secciones de resultados Capitulo | y Capitulo I, los andlisis protedmicos del
secretoma tendientes a la busqueda de intermediarios moleculares de SPARC revelaron que existe un
grupo de proteinas relacionadas con la protedlisis que esta diferencialmente expresado en nuestras
lineas celulares de melanoma LBLAST y L2F6. De este grupo decidimos validar exhaustivamente a la
proteina catepsina B debido a la gran cantidad de evidencia presente en la literatura que relaciona a
esta proteina con la progresion tumoral. Por otro lado, mediante dos andlisis protedmicos del
secretoma utilizando técnicas y lineas celulares diferentes, la proteina N-caderina resultd ser otra
proteina regulada por SPARC cuya funcién bioldgica en la progresién tumoral ha sido ampliamente
reportada y es por eso que también fue seleccionada para una validacién integral.

Ahora bien, por qué es necesario validar a las proteinas? Los experimentos que resultan en una gran
cantidad de datos, como los obtenidos por andlisis protedmicos o gendmicos, suelen tener
limitaciones debidas a que usualmente la cantidad de réplicas que es posible estudiar es mucho
menor que la cantidad de proteinas/genes que varian simultdneamente. Esto trae aparejado la
deficiencia de los métodos estadisticos de dar verdadera confiabilidad a los resultados encontrados.
En nuestros analisis establecimos un criterio arbitrario para definir que se consideren como
diferenciales aquellos spots que varien en mas de 1.5 veces (en valor absoluto) su expresién entre las
muestras estudiadas. Aun asi, es necesario confirmar las diferencias cuantitativas de expresién
encontradas asi como también la identidad de las proteinas que resulten diferenciales. Es por eso que
la técnica de Western blot junto con la aplicacidon de un software para el andlisis densitométrico de
imagenes fueron elegidos para este fin. También, las técnicas de inmunocitoquimica o
inmunohistoquimica fueron utilizadas para verificar las diferencias en los niveles de expresién. Estas
técnicas seleccionadas se basan en la deteccién de proteinas mediante el uso de un anticuerpo
especifico y son apropiadas a la hora de confirmar la identidad y las diferencias de expresion de las
proteinas.

Por otra parte, la validacién biolégica de los resultados involucra la necesidad de demostrar la
independencia de los resultados obtenidos respecto a la técnica empleada para regular los niveles de
expresidon de SPARC. Los andlisis protedmicos fueron llevados a cabo sobre las células LBLAST y L2F6
las cuales poseen un ARN de interferencia contra SPARC. Por ello, como parte de la validacién

biolégica se emplearon células de melanoma con niveles regulados de la expresion de SPARC
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mediante el uso de otras herramientas como pldsmidos, vectores lentivirales, vectores adenovirales o
el agregado exdgeno de la proteina purificada.

Finalmente, para comprobar la reproducibilidad de los resultados la validaciéon incluyé el analisis de al
menos 3 réplicas bioldgicas de cada condicidn estudiada lo cual significa la obtencion de las muestras,
medios condicionados o extractos celulares, en dias independientes y a partir de lotes de cultivos

diferentes.

Validacion técnica y bioldgica de catepsina B

Como se mencionara anteriomente, catepsina B es una proteasa que tiene como blancos proteicos
principales al colageno IV y la laminina, dos de los constituyentes mayoritarios de la membrana basal.
En células tumorales, se ha demostrado que la catepsina B se encuentra sobreexpresada en el
estroma tumoral y en el “leading edge” o borde lider que es la zona especializada del tumor donde se
concentra la actividad proteolitica con fines de degradar la matriz extracelular circundate e invadir. Se
ha demostrado que catepsina B estd concentrada alli desde donde ejerce su rol proteolitico (Campo
et al., 1994; Koblinski et al., 2000) ya sea secretada al medio extracelular o unida a membrana.
Teniendo en cuenta las evidencias mencionadas junto con los trabajos cientificos que demuestran su
sobreexpresién en una amplia variedad de tumores, entre los cuales se encuentra el melanoma,
decidimos estudiar la correlacion entre SPARC, catepsina B y sus funciones bioldgicas y ahondar
posteriormente en los mecanismos moleculares por los que SPARC regula a esta proteina.

En la seccion resultados se demostré que efectivamente la procatepsina B es la proteina que se
encuentra expresada diferencialmente en el secretoma de la linea de melanoma MEL-LES con niveles
regulados de SPARC. En nuestro modelo, los resultados obtenidos por espectrometria de masas
indicaron que se trataba de la forma inmadura de la enzima la que se encontraba diferencial. Esto fue
confirmado posteriormente por Western blot, dado que el peso de la banda diferencial fue de 48 kDa
el cual se corresponde con el de la procatepsina B mientras que no se detectaron formas maduras en
los sobrenadantes de LBLAST y L2F6. Mas aun, la actividad enzimatica de los medios condicionados,
medidos en un ensayo de activacién con pepsina, demostraron que la procatepsina B era funcional y
gue efectivamente la actividad enzimatica también estaba diferencial en las lineas estudiadas.

Por otra parte, fue interesante encontrar que en los medios condicionados de la linea A375 con niveles
regulados de la expresidon de SPARC por un vector lentiviral, se observé que las formas maduras de 31
kDa y 25 kDa se encontraban expresadas diferencialmente mientras que la forma inmadura
presentaba los mismos niveles extracelulares tanto en la linea control como en los clones donde fue
inhibida la expresién de SPARC. Estos resultados, aparentemente disimiles, ya fueron reportados en

estudios anteriores realizados por otros laboratorios que demuestran que tanto la procatepsina B
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como la catepsina B madura extracelulares pueden hallarse en niveles diferenciales en distintas
situaciones bioldgicas. En efecto, el grupo de Koblinski demostré en un trabajo cientifico (Koblinski et
al., 2002) que el contacto de fibroblastos extraidos de mama con coldgeno tipo | inducia a un aumento
de la secrecidon principalmente de procatepsina B. Por su parte, Klose y colaboradores (Klose et al.,
2006), demostraron que células de melanoma altamente invasivas en contacto con una matriz de
coldgeno eran inducidas a un aumento de la secrecion de las formas maduras de catepsina B.

Con estas evidencias, uno de los puntos a discutir es si la forma inmadura procatepsina B liberada al
medio extracelular puede ser activada a sus formas maduras y activas y por lo tanto ejercer su
actividad proteolitica. Es importante en este aspecto tener en cuenta que la localizaciéon de la
procatepsina B liberada puede ser unida a membrana o libre en el medio extracelular (Mai et al.,
2000a; Mai et al., 2000b). Como se comentara en la introduccidn de esta tesis, la procatepsina B es
una proteina que madura a su forma activa por clivaje proteolitico en los lisosomas en células
normales. Sin embargo, las células tumorales cambian la distribucién de la catepsina B intracelular
aumentando la fraccién de proenzima que es secretada al medio extracelular. Se ha especulado que
la unién de la procatepsina B a la membrana favoreceria el procesamiento mediado por proteasas a
las formas maduras y activas de la proteina (Mai et al., 2000a). Asimismo, se ha propuesto que otro
de los mecanismos de activacién seria la maduracidn autocatalitica que se ha descripto para serin-
proteasas o aspartil-proteasas (Mach et al., 1994) y que fue confirmado en catepsina B por Pungercar
y colaboradores (Pungercar et al., 2009). Por otro lado, se ha encontrado en el medio extracelular que
los glicosaminoglicanos facilitan la activacidon de la procatepsina B a proteina madura (Caglic et al.,
2007). Finalmente, existen evidencias contundentes que hacen referencia a la activacién de la
proenzima por el pH acidico extracelular que se encuentra en el microambiente tumoral. En ese
sentido, se ha demostrado que en los tumores existe un aumento de la captacién y metabolismo de la
glucosa que genera un aumento de la produccion de acido que favorece la maduraciéon de la
procatepsina B ademads de un aumento de la secrecién de ambas formas de la enzima (Gatenby et al.,
2006). Es interesante que en un modelo de melanoma in vivo se ha demostrado que este aumento de
la acidez extracelular trae aparejado un aumento de la secrecidon de otras proteasas y de factores
proangiogénicos lo cual finalmente induce un aumento de las metastasis a nivel pulmonar (Rofstad et
al., 2006a).

Todos estos posibles mecanismos extracelulares de activacidon de la procatepsina B pueden estarse
activando diferencialmente en distintas lineas celulares llevando a que en un determinado momento
haya composiciones relativas diferentes, de célula a célula, de procatepsina B y su forma madura, que
no necesariamente definen la capacidad degradativa de la matriz extracelular de dichas células.

A raiz de todas estas evidencias decidimos develar de qué manera la menor actividad enzimatica de

catepsina B regulada por SPARC favorecia la progresién tumoral. La discusién respecto a estos
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resultados sera presentada en la discusién correspondiente al Capitulo Ill: Validacidon funcional de las

proteinas diferenciales seleccionadas.

Validacion técnica y bioldgica de N-caderina

La relacion entre N-caderina y melanoma ha sido una de las mas ampliamente descriptas en cuanto al
rol de moléculas de adhesion y este tipo de céncer. Es conocido el rol de las caderinas como
moléculas de adhesion involucradas en el desarrollo y mantenimiento de la homeostasis de la piel (Li
and Herlyn, 2000). Como se describiera anteriormente, los melanocitos en la piel normal expresan E-
caderina y se encuentran “embebidos” en una capa de queratinocitos, que también expresan E-
caderina, anclados a la membrana basal de la epidermis. N-caderina es expresada en la piel normal
por los fibroblastos y células endoteliales, pero no por queratinocitos o melanocitos (Hsu et al., 1996).
Durante la progresion del melanoma se ha observado una progresiva pérdida de la expresion de E-
caderina: se ha demostrado inmunoreactividad heterogénea en los nevi o lunares (Silye et al., 1998) y
un aumento de la expresién tanto in vitro como in vivo de N-caderina por células de melanoma en
estadios avanzados. La ganancia de la expresién de N-caderina correlaciona con la pérdida de
expresion de E-caderina (Figura 47) y este ultimo punto es un factor critico en la progresién maligna
de la mayoria de los tumores epiteliales. La inhibicién de los contactos célula-célula mediados por E-
caderina promueve un fenotipo celular maligno que puede ser revertido por la reexpresion forzada de

E-caderina (Guilford, 1999).
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Figura 47. Expresion dinamica de las moléculas de adhesion durante el desarrollo del melanoma. Entre ellas se destaca el
aumento paulatino de la expresion de N-caderina y la concomitante inhibicién de la expresion de N-caderina. Nuestros
resultados indican que SPARC es una molécula reguladora de este evento, favoreciendo la expresion de N-caderina y las

consecuencias funcionales que trae aparejada esa expresion.

Nuestro interés por estudiar de qué manera SPARC regula la expresién de esta proteina queda

expuesto claramente sobre la base de esta evidencia cientifica. Es por eso que nuestros estudios se
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enfocaron a la validacién de la proteina en forma integral, no sélo el fragmento de 90 kDa que se
encontré diferencialmente expresado en el secretoma, sino también la proteina de membrana de 130
kDa que media las uniones homotipicas.

La validacién de los resultados de protedmica en las lineas con expresion diferencial de SPARC, CMV y
1D, asi como también las LBLAST y L2F6, demostraron contundentemente que el fragmento de 90 kDa
de N-caderina se encuentra disminuido en las lineas que presentan disminucién de la expresién de
SPARC. Es por eso que ahondamos en la literatura en la busqueda de funciones moleculares de este
fragmento, el cual es un fragmento soluble generado por protedlisis de la N-caderina y que se
demostré primeramente en retina (Paradies and Grunwald, 1993). Se demostré mas recientemente
que la proteasa ADAM-10, otra proteina diferencial en nuestro analisis por iTRAQ, es la encargada del
clivaje del dominio externo de N-caderina de 90 kDa, el cual regula el comportamiento adhesivo de
las células y la localizaciédn de B-catenina (Reiss et al., 2005). Ademds, se propuso que otro de los roles
del fragmento soluble seria el de promover la angiogénesis (Derycke et al., 2006).

De todos modos, la validacién técnica y bioldgica de N-caderina demostrd por citometria de flujo y
por inmunocitoquimica que la proteina de membrana de 130 kDa también se encontraba expresada
diferencialmente en las células de melanoma con niveles regulados de la expresion de SPARC.
Demostramos ademads que SPARC es quien regula la expresién de la proteina dado que al restituir los
niveles de la proteina en el medio extracelular de la linea L2F6 con bajos niveles de expresién de
SPARC, aumento la expresion de N-caderina de membrana. Como describiéramos anteriormente, la
proteina madura es la que regula las uniones homotipicas célula-célula entre células de melanoma y
fibroblastos o células de melanoma-célula endotelial. Las consecuencias funcionales de la expresién
de N-caderina regulada por SPARC serdn discutidas en la Capitulo lll: Validacion funcional de las

proteinas diferenciales seleccionadas.

Validaciéon técnica de otras proteinas involucradas en el proceso de

transicion epitelio mesenquimal

Los resultados obtenidos por analisis proteémico del secretoma indicaron que ademas de catepsina B
y N-caderina las cuales son proteinas involucradas en el proceso de Transicidn Epitelio-Mesenquimal,
otras proteinas que son parte de este proceso también resultaron expresadas diferencialmente. Entre
ellas: colageno tipo I, FAM3C, catepsina L, catepsina X/Z/P y vimentina.

Se discutird ampliamente en el Capitulo Il el rol de coldgeno tipo | en nuestro modelo de progresion
de melanoma regulado por SPARC. Catepsina L y la catepsina X/Z/P, son dos proteasas cuyo rol en la
progresion del melanoma ha sido demostrado en relacidn al proceso de invasion celular al igual que

en el caso de catepsina B (Frohlich et al., 2001; Rumpler et al., 2003; Yang and Cox, 2007).
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La proteina FAM3C también denominada ILEl, fue caracterizada en los ultimos afos siendo una
publicacién en Cancer Cell la que postula a la proteina como esencial para el proceso de transicién
epitelio-mesenquimal y formacion tumoral (Waerner et al., 2006). Nuestro trabajo es el primero en
demostrar que la disminucion de la expresién de SPARC en un modelo in vitro de melanoma induce a
una disminucidn de esta citoquina.

Finalmente, vimentina es una proteina que se ha demostrado como sobreexpresada en diferentes
tipos tumorales, entre ellos melanoma, y cuyo rol en la progresion tumoral se centra en la regulacién
de la formacion de filamentos intermedios y la consecuente motilidad celular (Hendrix et al., 1996).
Ademas es una proteina considerada como marcadora o hallmark de la Transicion Epitelio-
Mesenquimal (Zeisberg and Neilson, 2009).

Dado el rol demostrado de estas proteinas en la progresion tumoral, decidimos validarlas
técnicamente por western blot o inmunohistoquimica con el objeto de evaluar si la idea de SPARC
como proteina reguladora de la transicion epitelio-mesenquimal era avalada por la expresidn
diferencial de estas proteinas. Nuestros resultados probaron que efectivamente coldgeno tipo |,
FAM3C, catepsina Ly catepsina X/Z/P estan disminuidas en su expresion en el secretoma de la linea
L2F6 donde SPARC se encuentra también disminuida mientras que vimentina fue detectada por
inmunohistoquimica en cortes de tumores de las lineas LBLAST y L2F6. Aunque nuestro trabajo no
profundizé el estudio con una posterior validacion bioldgica mediante reversion de los niveles de
expresion de SPARC, creemos que estos resultados validan nuestra hipdtesis de que SPARC favorece
la progresiéon tumoral mediante la regulacidon de proteinas que favorecen la transicién epitelio-

mesenquimal.

Interpretacion global de los resultados obtenidos en protedmica de

secretoma y de extractos celulares

El analisis protedmico de los extractos celulares obtenidos en nuestro de modelo de melanoma fue
realizado con el objeto de ahondar en la busqueda de intermediarios moleculares del efecto
protumoral de SPARC. Los resultados obtenidos fueron analizados ontolégicamente y supervisados
individualmente. Los analisis evidenciaron que un grupo importante de proteinas expresadas
diferencialmente en los extractos celulares, correspondia al de proteinas de citoesqueleto, mientras
gue el resto correspondia a diversas funciones celulares destacandose el metabolismo celular.

Nuestro trabajo luego se enfocd en profundizar en el estudio del mecanismo molecular mediante el
cual SPARC regula la expresién y funcion celular de catepsina B y N-caderina y no se avanzé con la

validacion de proteinas de extractos celulares. Sin embargo, es posible hipotetizar acerca de posibles
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relaciones moleculares entre las proteinas identificadas en el secretoma y en el analisis de extractos
celulares. Entre ellas, la relacién entre proteinas del metabolismo celular, las proteinas
pertenecientes a vesiculas membranosas y la activacién de procatepsina B en el medio extracelular es
una de las mas relevantes. Se ha demostrado ampliamente en la literatura que los tumores presentan
un catabolismo celular aumentado (Gatenby et al., 2006) generando un ambiente celular con baja
concentracién de glucosa, alta concentracién de lactato, bajo pH extracelular y baja presion de O,
(Rofstad et al., 2006b). Incluso se ha determinado que la incrementada captacion de glucosa por parte
de los tumores puede servir para determinar el pasaje de adenoma de colon a cancer invasivo (Abbey
et al.,, 2004). En nuestro modelo, una desregulacién del metabolismo celular mediada por SPARC
indicado por los resultados obtenidos en protedmica de extractos celulares, podria favorecer un pH
acidico extracelular que favorezca la activacion de la procatepsina B a catepsina B madura y activa.
Asimismo, en la lista de proteinas diferenciales de los extractos celulares, se encuentra la proteina
anexina Il diferencialmente expresada. Se ha demostrado que la anexina Il, junto con la procatepsina
B forman un complejo anclado en la membrana de las células y concentrado en los leading edge o
bordes lider que concentran la actividad proteolitica en los tumores. Esta proteina, anexina Il, se
encuentra disminuida en su expresidn en las lineas que presentan bajo nivel de expresion de SPARC vy
de catepsina B y podria ser una causa de una disminuida actividad de la proteina en estas células de
melanoma. Se ha demostrado que el aumento de la expresidon de catepsina B, entre otras proteasas,
en células tumorales puede observarse no sélo en el aumento de la secrecién de la proteina sino
también en su localizacidon unida a membrana plasmatica formando parte de un complejo proteico
localizado en caveolas y constituido por anexina |l, coldgeno tipo |, procatepsina B y plasminégeno
(Mai et al., 2000b). Este complejo podria ser el sitio de activacion de la procatepsina B a catepsina B
activa. Si bien en nuestro estudio no ahondamos en la verificacién de este proceso, es factible que sea
una de las causas moleculares que justifique, ademds de lo comentado anteriormente, las diferencias

en los niveles de invasividad de las células que se observé en la validacién funcional.
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CAPITULO IlI: Validacion funcional de las proteinas diferenciales

seleccionadas

Andlisis del rol de catepsina B en la progresién tumoral mediada por

SPARC

La catepsina B es una cisteina-proteasa lisosomal cuya expresion y trafico se encuentran
frecuentemente alterados en cancer y tanto la forma unida a membrana como las formas secretadas
contribuyen a la invasividad y al incremento de las propiedades metastasicas en los tumores malignos
(Szpaderska and Frankfater, 2001). De hecho, la sobreexpresién de catepsinas lisosomales ha sido
propuesta como target terapéutico dado que evidencias experimentales han demostrado la
sensibilizacion de las células tumorales a la muerte inducida por permeabilizacién de la membrana
lisosomal y liberacidn del contenido al citosol, postulando este proceso como “el talédn de Aquiles” de
las células tumorales (Fehrenbacher and Jaattela, 2005).

La sobreexpresidon de catepsina B se ha demostrado en una amplia variedad de tumores (Podgorski
and Sloane, 2003), tanto murinos como humanos, entre los que se destaca el melanoma (Mohamed
and Sloane, 2006). Su rol en la progresidon tumoral se centra en el proceso de invasidn celular, pero
también se ha demostrado su participacién en apoptosis, angiogénesis y proliferaciéon celular
(Gocheva et al., 2006). Catepsina B se ha encontrado normalmente en el borde o limite invasivo de los
tumores en biopsias de tumores de pacientes (Roshy et al., 2003). Su rol en esa localizacién se centra
en la degradacién de proteinas de matriz extracelular como el colageno tipo IV y la laminina, dos
proteinas enriquecidas en la membrana basal que rodea a los 6rganos y que constituye la primer
barrera fisica para la diseminacién tumoral. Su accién se basa ademas en la degradacion indirecta de
proteinas dado que puede activar, mediante clivaje enzimatico, otras proteasas que luego actauran
degradando proteinas de matriz.

Los resultados obtenidos por proteédmica y las posteriores validaciones técnica y bioldgica de
catepsina B dieron cuenta de que la secrecién de esta proteina estd disminuida en las células con baja
expresion de SPARC. Dada la importancia de esta proteina en el proceso invasivo, la validacion
funcional de la misma se realizé mediante un ensayo in vitro de invasidon en Matrigel, el cual remeda
el proceso in vivo de invasidon tumoral. Mediante este ensayo se pudo concluir que efectivamente la
menor secrecién de catepsina B correlaciona con una menor actividad enzimdtica y por lo tanto con
un menor nimero de células de melanoma capaces de invadir una matriz de proteinas in vitro.

La relevancia de los resultados presentados radica en que hemos demostrado que SPARC regula la

secrecién de catepsina B en células de melanoma sin afectar aparentemente la transcripcién del geny
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que la restitucion de los niveles de SPARC no sdélo reestablece un nivel aumentado de catepsina B
secretada sino también la concomitante invasividad celular. Es interesante en este punto destacar
que la catepsina B ha demostrado cumplir un papel preponderante en la invasividad de las células de
melanoma frente a otras proteasas como las metaloproteasas que muestran una mayor influencia en

la invasividad en otros sistemas experimentales.

Secrecion de catepsina B mediada por SPARC: rol del colageno tipo |

Los resultados presentados en esta tesis resaltaron la importancia de catepsina B en la invasion
celular lo cual generd nuestro interés en la buisqueda de los intermediarios moleculares por los cuales
SPARC regula la secrecidn de la proteina y el consecuente comportamiento invasivo de las células.
Trabajos cientificos han demostrado que el microambiente tumoral puede modular la expresiéon o
secrecién de catepsina B por parte de las células tumorales y de otros tipos celulares asociados al
tumor como fibroblastos y células inflamatorias (Sloane et al., 2005). De este modo, comenzamos
estudiando el rol de colageno tipo | como mediador molecular de SPARC debido a la existencia de
evidencia cientifica que relacionaba el rol de coldageno tipo | en la regulacidon de la secrecidon de
campesina B y, por otro lado, la regulacion de la expresién de coldgeno tipo | mediada por SPARC y
TGFfB1.

Las publicaciones cientificas que relacionaban a coldgeno tipo | y catepsina B, se basaron en
observaciones realizadas en células de fibroblastos humanos extraidos de mama y en célula de
melanoma altamente invasivas las cuales, en contacto con colageno tipo | in vitro, promovian un
aumento de la secrecion de catepsina B en el medio extracelular y un aumento concomitante de la
capacidad invasiva de las células (Klose et al., 2006; Koblinski et al., 2002). Mas recientemente, se vid
que en las capas externas de esferoides de células de glioblastoma crecidos sobre matrices de
colageno tipo | habia una aumentada actividad de catepsina B sin cambios a nivel transcripcional o
traduccional (Gole et al., 2009). Por otro lado, numerosas publicaciones relacionaron a SPARC vy
colageno tipo | . Se ha demostrado que SPARC se une con alta afinidad al colageno tipo | y a otros
tipos de colageno (Giudici et al., 2008; Sasaki et al., 1997a; Sasaki et al., 1998). Funcionalmente,
SPARC influencia la fibrilogénesis durante los pasos tempranos de la formacion de fibrillas con un
posible rol como chaperona en el ensamblaje de las fibrillas (Emerson et al., 2006; Giudici et al., 2008;
Martinek et al., 2007). Asimismo, ha sido documentado que la piel de ratones null para SPARC posee
una composicion mas laxa con la mitad de la cantidad de colageno en comparacién con piel normal.
Por otro lado, varias publicaciones han demostrado que SPARC regula la expresién de colageno tipo |

indicando que SPARC podria actuar como proteina reguladora de la disponibilidad de colageno tanto
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a nivel transcripcional como postraduccional (Francki et al., 1999; Schellings et al., 2009; Yunker et al.,
2008; Zhou et al., 2006; Zhou et al., 2005a).

Nuestros datos proveen una clara evidencia de que el colageno tipo |, a través de su interaccion con
su receptor a2pB1 integrina (Leitinger and Hohenester, 2007), es responsable en gran medida de la
capacidad de SPARC de promover la degradacién de proteinas de la membrana basal mediada por
catepsina B producida por células de melanoma que sobreexpresan SPARC y por lo tanto debe ser
considerado como un mediador del efecto protumorigénico de SPARC en melanoma humano.

Nos preguntamos posteriormente de qué manera SPARC incrementa la sefializacién mediada por
colageno tipo | y para eso chequeamos si SPARC era reguladora, en nuestro modelo de melanoma, de
la transcripcion del gen de colageno tipo I. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos por
protedmica de secretoma donde veiamos que la proteina diferencialmente expresada en el medio
condicionado es la cadena a2 del colageno tipo I, evaluamos por PCR en tiempo real los niveles del
transcripto correspondiente y corroboramos que SPARC regula la transcripcién del gen. Este
incremento tanto en la transcripcién como en la secrecién de la proteina podria resultar en una
incrementada activacion de la sefalizacidn via a2B1 integrina. Sin embargo, no podemos determinar
gue este sea el Unico efecto ya que SPARC podria estar, ademas, regulando el procesamiento y/o
maduracién del coldgeno tipo | lo cual podria afectar la sefializacion del mismo. En este aspecto, es
interesante hipotetizar acerca del rol de la rigidez (stiffness) de la matriz extracelular en la progresion
tumoral, que ha sido resaltada en trabajos recientes (Assoian and Klein, 2008; Discher et al., 2005;
Levental et al., 2009). Estos trabajos han demostrado que la induccidén de la expresidn de colageno
tipo | genera un aumento en la rigidez de la matriz extracelular, promoviendo la formaciéon de
contactos focales de adhesion e induciendo la invasion celular del epitelio activado de manera
dependiente de integrinas (Levental et al., 2009). El efecto de SPARC entonces sobre la expresién y/o
el procesamiento del colageno podria alterar las propiedades reoldgicas de la matriz extracelular y, de
esta manera, la capacidad de transducir sefiales a través de integrinas. Es también importante
mencionar que la region de unién del colageno a SPARC se solapa parcialmente con la region de unién
a a2pB1 integrina (Wang et al., 2005). Podriamos pensar en una posibilidad de que SPARC module la
sefializacién a través de integrinas alterando la afinidad del colageno por las integrinas.

Integrando las evidencias presentadas en esta tesis, las publicaciones cientificas y las hipdtesis
planteadas queda claro que quedan abiertas nuevas vias para explorar los mecanismos moleculares
por los cuales SPARC ejerce sus efectos bioldgicos a través de la interaccion colageno tipo I/ a2B1

integrina.
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Secrecion de catepsina B mediada por SPARC: rol del TGF31

Como se comentara en la introduccién de esta tesis, numerosas publicaciones han demostrado la
relacion entre SPARC y TGF[1, quienes presentan efectos de activacion reciprocos, esto es, TGF1
puede inducir la expresiéon de SPARC y SPARC puede generar un aumento de la expresion de TGF31
(Bassuk et al., 2000a; Ford et al., 1993; Francki et al., 1999; Francki et al., 2004a; Pavasant et al., 2003;
Reed et al., 1994; Schiemann et al., 2003a; Shiba et al., 2001; Wrana et al., 1991).

Entre los efectos que se han demostrado para TGF31, se encuentra el de regulador y promotor de la
transicidon epitelio-mesenquimal (Wendt et al., 2009; Zavadil and Bottinger, 2005) ademds de inducir
el switch o cambio de E a N caderinas en melanoma a través de una via de sefializacidon dependiente
de Snail (Peinado et al., 2003). Una publicacién reciente ha relacionado ademas a TGFB1 con la
induccidén de la transicidn epitelio-mesenquimal a través de la regulacion de la expresion de clusterin,
una proteina secretada que ha resultado disminuido en nuestros analisis proteémicos de melanoma
en la linea celular donde se encuentra disminuida SPARC (Lenferink et al., 2010; Sosa et al., 2007). Si
bien no hemos profundizado en la validacién funcional de esta proteina, este link o relacién entre
TGFB1-clusterin y SPARC deberia ser investigado.

Entre las evidencias encontradas en la literatura, se destaca la que vincula a TGFB1 con catepsina B en
un modelo de células mieloides, donde se demostré que TGFB1 induce a un aumento de la expresidn
de catepsina B (Reisenauer et al., 2007). Es por eso que indagamos acerca del rol de TGFp1 en
nuestro modelo de melanoma en relacién a la invasividad celular debida a la expresion de catepsina
B. Nuestros resultados demuestran que el reestablecimiento de la expresion de SPARC en la linea
L2F6 y el consecuente aumento de la invasividad puede ser inhibido parcialmente con anticuerpos
anti- TGFB1 o por inhibidores como el SB-431542 (Halder et al., 2005) del receptor de TGFB1 .

Es interesante que esta reversion mediada por dos inhibidores diferentes del TGFB1 sea claramente
parcial, aun cuando los resultados no son estadisticamente significativos dado el estrecho rango
dindmico de la variable que se mide. Efectivamente, un mayor aumento de las concentraciones de
inhibidores no vario la cantidad de células que invadieron en el ensayo. Este resultado, esta indicando
que la participacién de SPARC como promotor de la invasién dependiente de catepsina B no estaria
mediada Unicamente por TGFP1 enddgeno. En efecto, habria una via de aumento de la actividad de
catepsina B en donde TGFP1 estaria involucrado, y otra via independiente de TGF31. Comprobando
esta hipodtesis, la adicién de anticuerpos bloqueantes anti-SPARC a los experimentos de invasion en
presencia de anticuerpos anti- TGFB1 inhibe totalmente la invasion mediada por catepsina B,
bloqueando la invasividad independiente de TGF31 enddgeno.

Dos evidencias experimentales indican que TGFB1 como mediador de la invasién, estaria actuando

aguas arriba de colageno tipo | y estimulando su accidon promotora de catepsina B: la primera, la
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accion de TGFB1 exdgeno, el cual restituye la invasividad de las células L2F6, esta mediada por las
integrinas a.231 ya que es inhibida por anticuerpos especificos. La segunda, el efecto promotor de la
invasion logrado por el plaqueo de las células sobre una superficie de coldgeno tipo I, no es afectado
por inhibidores de TGFB1, lo cual indica que la accién directa del colageno tipo | estd aguas debajo de
TGFp1.

Finalmente, los experimentos con anticuerpos anti-SPARC que inhiben completamente la induccién
de la invasién dependiente de TGFP1 exdgeno, indican que TGFB1 estaria actuando sobre la invasidn
a través de la induccién del eje SPARC/ colageno I/ catepsina B. Sin embargo, los resultados de
inhibicién parcial de la invasion mediada por TGFB1 por accidn de los anticuerpos blogueantes de
integrinas sugieren un camino complementario, independiente de integrinas a2P1. Se requieren

nuevos experimentos para dilucidar esta cuestién.

Analisis del rol de N-caderina en la progresién tumoral mediada por

SPARC

Evidencias nuestras y presentes en la literatura demuestran que SPARC induce la adquisicién de un
fenotipo mas agresivo con caracteristicas mesenquimales en melanoma lo cual es consistente con la
posibilidad de que SPARC producida por fibroblastos en el limite invasivo del tumor pueda promover
localmente el proceso de transicidon epitelio mesenquimal (EMT). En efecto, la transicién desde un
fenotipo epitelial a uno mesenquimal puede ser un evento focalizado que ocurra localmente en el
limite invasivo (Thiery et al., 2009). Uno de los eventos mas relevantes de la EMT que ocurre durante
la progresion del melanoma es la pérdida de la expresién de E-caderina la cual contribuye al
crecimiento descontrolado y al comportamiento invasivo de los melanocitos transformados.

Trabajos previos al nuestro habian demostrado el control de SPARC sobre la disminucion de la
expresion de E-caderina en células de melanoma humano a través de la induccién del factor Snail, un
represor de la expresion de E-caderina, siendo este efecto asociado a un aumento de la invasividad
tumoral (Robert et al., 2006a). Los resultados presentados en esta tesis demostraron que ademads
SPARC regula la expresion de N-caderina, promoviendo un aumento de la proteina en membrana y
del fragmento soluble en medios condicionados (Sosa et al., 2007). Nuestros resultados claramente
demostraron el rol de SPARC como regulador del switch de caderinas en nuestro modelo de
melanoma. Uno de los puntos mas importantes luego de la obtencién de estos resultados fue evaluar
las consecuencias funcionales de la expresién de N-caderina en las células de melanoma. Nos
basamos en evidencias experimentales publicadas en trabajos cientificos como el de Qi y

colaboradores (Qi et al., 2005) quienes demostraron que la expresion de N-caderina en membrana
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favorece el proceso de migracion transendotelial, esto es, el pasaje de células tumorales a través de
células endoteliales, para ver si en nuestro modelo la expresién de N-caderina generaba el mismo
efecto. En efecto, confirmamos que las células de melanoma con alta expresién de N-caderina
confirmada por citometria de flujo e inmunocitoquimica, favorecian el pasaje de las células a través
de una monocapa de células endoteliales de microvasculatura dérmica. Este proceso fue inhibido en
presencia de anticuerpos bloqueantes de N-caderina y en el caso de células con baja expresion de N-
caderina, como las L2F6 que a su vez expresan bajos niveles de SPARC, se observd un bajo nimero de
células transmigrantes que fue revertido cuando fueron restituidos los niveles de SPARC exdgena
durante 24 hs en cultivo. Estas observaciones confirmaron que SPARC regula la expresion de N-
caderina y que ésta es la encargada de favorecer el contacto homotipico célula-célula necesario para
permitir el pasaje de las células tumorales a través de las endoteliales, proceso que, in vivo, se
denomina intravasacidn y que es de crucial importancia a la hora de permitirle a las células tumorales
viajar a sitios distantes y metastatizar.

En la budsqueda del conocimiento del mecanismo a través del cual SPARC ejerce este efecto regulador
del switch de caderinas, evaluamos si compartia los intermediarios moleculares demostrados para la
regulacion de catepsina B. Vimos que ni el plaqueo sobre coldgeno tipo | ni la incubacién con
anticuerpos anti a2[31 integrinas afectaron la capacidad de las células de melanoma de pasar a través
de una monocapa de células endoteliales remedando el proceso in vivo de intravasacién, indicando
que este proceso ocurre independientemente del eje coldgeno tipo I- a231 integrinas.

Nuestras evidencias demostraron ademas que TGFB1l no media el efecto de SPARC sobre la
intravasacion. Esto sustenta la relevancia de SPARC como un inductor de la transformacidn
mesenquimal independiente de TGFB1 y sugiere una vez mas que el balance extracelular entre los
efectos de SPARC y TGFB1 secretados, ya sea por las células tumorales o por el estroma tumoral, es el
que finalmente sera responsable de la progresién tumoral a la metastasis. Nuestros resultados
correlacionaron también con evidencias demostradas in vivo en un trabajo publicado por Alonso y
colaboradores (Alonso et al., 2007) donde se estudié comparativamente la expresidon de genes en
muestras de pacientes con melanoma mestatasico y no metastdtico por tecnologia de microarrays y
tissue arrays y se demostré que la expresion de SPARC, N-caderina y catepsina B (entre otros) se
correlacioné fuertemente con el desarrollo de metastasis en melanoma humano. Basados en nuestras
evidencias experimentales, proponemos que SPARC es una proteina promotora de los cambios

prometastdsicos observados en muestras de pacientes.
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Conclusion

El objetivo principal de esta tesis de doctorado fue conocer los intermediarios moleculares por los
cuales SPARC ejerce su accion protumoral en melanoma. Mediante un andlisis global del secretoma
de células de melanoma deficientes en los niveles de expresion SPARC seguidas de la adicidon de
SPARC exdgena para reconstituir los niveles de expresién, se demostré que SPARC promueve en
células de melanoma la adquisicién de caracteristicas mesenquimales mediante un incremento de la
secrecién o expresion de genes asociados con propiedades mesenquimales, tales como proteasas,
colageno tipo | y N-caderina.

Mediante el abordaje del estudio funcional de estas caracteristicas mesenquimales adquiridas e
inducidas por SPARC, demostramos que la regulacidon de la secrecién de catepsina B es lo que
determina la capacidad invasiva de las células. A mayor nivel de expresidon de SPARC por parte de las
células de melanoma, mayor es la secrecidon de catepsina B al medio extracelular y mayor es la
capacidad de las células de invadir una matriz compleja de proteinas similar a la de la membrana
basal.

De la misma manera, estudios funcionales enfocados al rol de N-caderina regulada por SPARC en la
progresion de melanoma, demostraron que SPARC regula el switch o cambio de caderinas de
superficie, favoreciendo la expresion de N-caderina e inhibiendo la expresién de E-caderina. Este
cambio en el perfil de caderinas de membrana favorecio el pasaje de las células de melanoma a través
de una monocapa de células endoteliales humanas en lo que se conoce como proceso de migracion
transendotelial, un evento in vitro que representa el proceso de intravasacién celular in vivo, dando
como consecuencia a las células la posibilidad de viajar en la circulacion a sitios distantes del tumor
primario.

Con el objeto de conocer a través de que mecanismo molecular SPARC regula a estas proteinas,
demostramos que TGFB1 y colageno tipo | son los intermediarios moleculares por cuales SPARC
regula la secrecién o expresion de estas proteinas. Se demostré que colageno tipo |, inducido por
SPARC, sefializa dentro de las células a través de los receptores de membrana a2p1 integrinas
favoreciendo la secrecién de catepsina B. De la misma manera, el agregado exégeno de TGFB1 en
células deficientes de SPARC ejerce un efecto promotor de la secrecién de catepsina B y la
concomitante invasividad celular. Se demostré6 que TGFB1 induce este efecto a través de los
receptores de coldgeno tipo |, las a21 integrinas, postulando un mecanismo de accién que involucra
a estas dos proteinas como reguladoras de la secrecién de catepsina B.

Finalmente, se demostrd que la regulaciéon de N-caderina ocurre a través de una via independiente de

TGFB1y coldgeno tipo I.
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Los resultados obtenidos nos permiten postular un mecanismo a través del cual SPARC podria estar
ejerciendo su efecto protumoral, en melanoma este mecanismo se encuentra representado en la

siguiente Figura 48.
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Figura 48. Modelo propuesto del mecanismo de accion de SPARC en la progresion tumoral. El trabajo presentado en esta
tesis demuestra que SPARC ejecuta su accidén protumoral regulando la secrecion o expresion de proteinas prometastasicas
orquestando en las células la secrecién aumentada de catepsina B y la expresion de la proteina de membrana N-caderina.
Funcionalmente, estas proteinas le confieren a las células capacidades asociadas a la transicion epitelio mesenquimal (EMT):
invasién y transmigracion. SPARC induce la expresién y secrecion/deposicidon de colageno tipo | en la matriz extracelular, alli
el coldgeno dispara una via de sefializacidn a través de sus receptores conocidos a2 y B1 integrinas lo cual finalmente
conduce a una aumentada secrecidén de catepsina B, una proteasa que degrada la membrana basal que rodea los 6rganos.
SPARC regula ademas, la expresion de TGFB1 quien también colabora en el aumento de catepsina B y la consecuente
invasividad, tanto a través de coldgeno tipo | como de una via independiente. Por el otro lado, la expresidon de N-caderina
inducida por SPARC promueve la interaccién célula-célula entre las mismas células de melanoma y éstas con células
endoteliales favoreciendo la transmigracion de las células de melanoma a los vasos sanguineos, el primer paso para

promover la localizacién en sitios distantes al tumor primario.
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Materiales y Métodos

Cultivos Celulares

Las células I[IB-MEL-LES derivan de una metastasis pulmonar de un paciente con melanoma maligno
epitelioide. En cultivo estas células presentan una morfologia ahusada tipicamente fibroblastoide y
caracteristica de fenotipos malignos. Expresan antigenos HLA clase | y HLA-DR en proporciones
variables. Un andlisis citogenético revelé la presencia anormal de 48 cromosomas. Sobre agar blando
es capaz de formar colonias y cuando es transplantada a ratones atimicos, éstos desarrollan tumores
con caracteristicas fenotipicas del tumor original (Kairiyama et al., 1995).

La linea celular CMV surge de la transfeccion de las células IIB-MEL-LES con el plasmido pRc/CMV
(Invitrogen), de ahora en adelante referido como pCMV, que carece de inserto codificante para
proteinas (Ledda et al., 1997a).

El clon celular L-1D se obtuvo a partir de la transfeccién de las células IIB-MEL-LES con el plasmido
pCMV conteniendo la secuencia codificante de la proteina SPARC de 1.6-kb de longitud, en
orientacién antisentido. A través de un analisis de Northern Blot se observd que este clon manifestd
un 87/ de disminucion en la expresion del ARNm de SPARC, en comparacion a las células L-CMV. Los
niveles de expresién de proteina SPARC, evaluados por Western Blot, demostraron un 88/ de
disminucién respecto a los de las células L-CMV (Ledda et al.,, 1997a). Esta disminucién en la
expresion de SPARC provocé que el clon L-1D permaneciera esencialmente no invasivo en ensayos de
invasividad sobre Matrigel, y previno por completo la formacién de tumores sélidos subcutdneos en
ratones atimicos. En cultivos en monocapa las células L-1D presentan un tamafio ligeramente mayor
al de las L-CM\V.

Las lineas celulares con ARN de interferencia contra SPARC surgen de la transfeccion de las [IB-MEL-
LES con el plasmido pcDNA6-V5-His-B (Invitrogen) sin la secuencia del promotor CMV. Este plasmido
contiene clonada en su secuencia la de un ARN de interferencia para bloquear en forma estable la
expresion de SPARC. El disefio del ARN de interferencia se realizé utilizando el programa GenScript

Target Finder (www.genscript.com/ssl-bin/app/rnai). Las secuencias target de 21 pares de bases

comenzando en la base 321 (5- CCAGAACCACCACTGCAAAC-3’) y en la base 2175 (5'-
TCTTAGTCTTAGTCACCTTAT-3’) del ARNm de SPARC humana fueron clonadas en el vector pcDNA6-V5-
His-B por digestidn del mismo con enzimas Nhel and Bglll. Los vectores con ARN de interferencia
resultantes fueron denominados pSP321 y pSP2175 y el plasmido control sin secuencia de
interferencia fue denominado pBlast. Los vectores fueron transfectados en las células de melanoma

mediante Lipofectamine 2000, de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Resumidamente, las
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células crecidas al 85/ de confluencia en placas de 24 pocillos fueron transfectadas con una mezcla
de 1 mg de pldsmido en 3 ml de Lipofectamine 2000. Treinta y seis horas después, las células se
plaguearon en una dilucién 1:10 en medio fresco de seleccién suplementado con 10/ de suero fetal
bovino (Natocor) y con 1mg/ml de blasticidina y se permitié que crezcan durante al menos 3 pasajes.
De esta manera se obtuvieron las lineas celulares L-2175, L-321 y LBLAST. Para evaluar el bloqueo
estable de la expresion de SPARC, 1 mg de proteina total obtenida de medio condicionado luego de
24 hs de cultivo en cada transfeccion fue analizado por western blot con un anticuerpo especifico
anti-SPARC. Posteriormente, se aislaron clones celulares individuales con bloqueo estable de la
expresion de SPARC mediante dilucidn limite de las lineas celulares L-2175 y L-321 utilizando medio
de cultivo suplementado con 1mg/ml de blasticidina en el medio de cultivo. De esta manera se
obtuvieron los clones celulares L2F6 y L3B9 con diferentes grados centigrados de disminucién de la
expresion de SPARC, los cuales fueron mantenidos de rutina en medio de seleccién.

Mediante analisis por PCR en tiempo real y Northern blot, se demostré que el clon L2F6 presentd un
85/ de disminucion en la expresién de ARNm de SPARC, en comparacion con la linea control LBLAST.
Los niveles de expresion de la proteina SPARC evaluados por Western blot demostraron un 88,5/ de
disminucién respecto a los de las células LBLAST (Sosa et al., 2007). En cultivos en monocapa las
células L2F6 presentan un tamafio ligeramente mayor al de las LBLAST y una morfologia mas epitelial.
Cuando 5 millones de células LBLAST o L2F6 fueron inyectadas subcutdneamente en ratones nude
atimicos se observé que las que presentaban disminuida la expresién de SPARC no generaban tumor
in vivo. Esto se muestra en la Figura 49.
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Figura 49. Caracteristicas morfoldgicas de las células en cultivo, analisis de los niveles de proteina y ARNm luego de la
transfeccion y ensayo de capacidad tumorigénica in vivo. A) Western blot de medio condicionado donde se ve que L2F6
secreta un 70/ de SPARC respecto a LBLAST. B) Diferencia en la morfologia celular, las células LBLAST son de tipo
fibroblastoide y la de L2F6 de tipo epitelial. C) Northern blot the extractos de ARN de células LBLAST, L2F6 y L3B9 (clon con
expresion intermedia de SPARC entre LBLAST y L2F6) donde se observa la disminucién del ARNm de SPARC en L2F6. D) Las
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células L2F6 con bloqueo de la expresion de SPARC presentan incapacidad de formacion tumoral in vivo mientras que las

LBLAST generan tumores que aumentan su tamafio hasta el dia 25 del ensayo.

Mantenimiento de los cultivos celulares

Las células fueron rutinariamente crecidas en placas de 150 mM de diametro (P150), en medio
denominado MEL con hepes (ver composicién detallada en el anexo Il), consistente en DMEM-F12
(Sigma-Aldrich) suplementado con L-Glutamina, Penicilina-G, Estreptomicina y 10/ de suero fetal
bovino (Natocor). Para el mantenimiento de las células en cultivo cada 48 hs fueron lavadas 2 veces
con PBS, tratadas con tripsina bovina 250 mg/ml por 5 minutos a 37 grados centigrados,
resuspendidas en medio MEL vy plaqueadas nuevamente en P150, normalmente en diluciones al
tercio de la placa inicial. Cada uno de estos tratamientos de division del contenido celular una placa
en tres o mds placas, es llamado pasaje o repique celular Con el objetivo de estandarizar las
condiciones de mantenimiento celular y obtenciéon de muestra, se establecié en forma arbitraria que
el medio condicionado o los extractos celulares se obtendrian de células con no mas de 5 pasajes

desde el momento de su descongelacion.

Generacion de un vector lentiviral llevando un ARN de interferencia

para SPARC

Se cortaron 10ug del vector pRNATin H1.4 (Genscript) con las enzimas BamHI y Xhol (invitrogen) y 10
ug del siguiente oligo con la secuencia de ARN de interferencia efectiva contra SPARC:

51: tggatcccgeggeaggeagagegegctetettgatatccggagagegegcetetgectgeegttttttccaactegagg

Los fragmentos cortados se corrieron en geles de agarosa y los fragmentos a clonar se purificaron
utilizando el kit de purificacion de ADN illustra (Invitrogen). El inserto y el vector se cuantificaron y se
ligaron en relacion 3:1 y 5:1 (inserto:vector) utilizando la enzima Ligasa (Invitrogen). Estas ligaciones
se utilizaron para transformar bacterias STBL3 (Invitrogen). Para la produccién de los vectores
lentivirales se transfectaron 5x10° células 293FT con los siguientes plasmidos y cantidades por placa
100mM?*: pRNATIn H1.4/lenti 51  empty (sin inserto) (8ug (Genscript), Gag/pol (12 ug), Env (VSV-G)
(2 pg) y Rev (5 pg) utilizando 25 pl de lipofectamina 2000 (Inivtrogen). Al dia siguiente se cambio el
medio y el sobrenadante conteniendo los lentivirus se colecté cada 12 horas desde las 24 hasta las 48
horas post transfeccion. Cada lote de medio conteniendo los virus se centrifugé a 1200 rpm, se filtro
por 0,22 um y se almacené a -802C hasta su utilizacion. Para la transduccion de células A375 con los
vectores lentivirales, se plaguearon 100.000 células A375 pasaje 49 en placas de 6 pocillos. A las 4
horas cada pocillo se transdujo con un 1ml de medio conteniendo los vectores lentivirales, Lenti51 ¢

empty utilizando polybrene (8 pg /ml). Se repitié la transducciéon a las 24 horas. A las 48 horas
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posteriores a la primer transduccién se seleccionaron las células transducidas utilizando G418
(5mg/ml). Luego de 15 dias de seleccidn se procedid a la amplificacion y almacenamiento de las lineas
A375, que es la linea parental sin ningln tratamiento y las lineas AE y A51, que contienen el lentivirus
control y con el ARN de interferencia, respectivamente. Las células transducidas con el Lenti.51 se
clonaron por diluciéon limite para obtener lineas con bajos niveles de expresion de SPARC . Los niveles
de SPARC de 10 de esos clones se testearon por Western blot y PCR en tiempo real. El clon

denominado A3 fue el que mostré menor produccion de SPARC y fue seleccionado para su uso.

Purificacion de SPARC humana a partir de medios condicionados

SPARC fue purificada a partir de medios condicionados por células de melanoma A375 en medio de
cultivo libre de suero de acuerdo a como se describié en Haber et al (Haber et al., 2008).

Las preparaciones de medios condicionados concentrados rindieron SPARC con un 90/ de pureza
aproximadamente de acuerdo a lo que se tested por SDS-PAGE. Para los ensayos de reversion de los
niveles exégenos de SPARC las células fueron cultivadas 24 hs con SPARC humana derivada de A375

en concentracion 1ug/ml.

Obtencion de vectores adenovirales

Adenovirus conteniendo la secuencia sentido de SPARC (Ad-SPs) o la secuencia 3 Gal (Ad-fgal) fueron
obtenidos como se describié en Sosa et al (Sosa et al.,, 2007). La concentracién de los vectores
recombinantes fue expresada como 50/ de dosis infectiva de tejidos por mililitro sobre células HEK
293 (TCID50/mL). Para la transduccién de las células, 2,5 X 10° células de LBLAST y 2,0 X 10’ células de
L2F6 fueron plaqueadas en placas con pocillos de 35 mM de didmetro y crecidas en medio con suero.
Luego de 24 hs, se realizé la transduccidn celular agregando 1,0 X 10° TCID50/mL durante 6 hs en
medio libre de suero. Las células fueron luego mantenidas en medio suplementado con 10/ de suero
fetal bovino por 24 hs posteriores. Los ensayos de invasion fueron realizados 72 hs post-transduccidn

cuando el efecto del transgen fue maximo.

Obtencion de medios condicionados

Cinco millones de células LBLAST o 4 millones de células L2F6 fueron plaqueadas en placas P150 con
medio suplementado con suero de manera de obtener un 80/ de subconfluencia en las placas previo
a la obtencién del medio condicionado. Luego de 24 hs post-plaqueo, las células fueron lavadas 3
veces con PBS de manera de remover todas las proteinas que pudieran provenir del suero y que

contaminarian la muestra posteriormente. Se agregaron 12 ml de medio MEL sin suero y se colecto el
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medio condicionado 24 hs después. La coleccién de cada medio condicionado se realizd
independientemente (LBLAST y L2F6) sobre tubos falcon de 50 ml en hielo para que la temperatura
del medio condicionado baje evitando asi la accidon de proteasas presentes en el medio que podrian
alterar y digerir las proteinas para el estudio. Posteriormente se centrifugé el medio a 1000 g durante
7 minutos a 4 grados centigrados, para descartar células o debris celular y el sobrenadante fue
trasvasado a una nueva botella preenfriada donde se agregd un cocktail de inhibidores de proteasas
(ver composicion en el Anexo Il). El medio condicionado volvié a centrifugarse a 3000 g por 30
minutos a 4 grados centigrados para eliminar precipitados.

Posteriormente el medio obtenido fue concentrado 60 veces utilizando dispositivos ultrafiltrantes de
3000 Da de cut off o valor de corte (Centriprep 3- Millipore) centrifugando las muestras a 4 grados
centigrados a una velocidad de 2500 g. Las proteinas presentes en el medio condicionado
concentrado fueron precipitadas utilizando 4acido tricloroacético (TCA) al 10/ en acetona
suplementado con DTT 1M. La mezcla se dejo precipitar a -20 grados centigrados y se obtuvo el
precipitado por centrifugacion a 12000 g durante 40 minutos. El pellet obtenido fue lavado con
acetona fria suplementada con DTT 1M y con 10/ de agua para retirar el exceso de sales y
posteriormente fue solubilizado en buffer de lisis (en adelante BL, ver composicién en el Anexo Il). Las
proteinas presentes en el pellet fueron solubilizadas por agitacion a temperatura ambiente durante 2
hs y posteriormente sometidas a un tratamiento extra de limpieza de sales utilizando el kit comercial
2D Clean Up kit (GE Healthcare). EI mismo consiste en reprecipitar a las muestras con componentes
presentes en el kit y lavar el pellet de proteinas utilizando una buffer de lavado. La muestra proteica
obtenida se resolubiliza en buffer BL y esta lista para ser cuantificada.

El proceso de cuantificacion fue realizado utilizando también un kit comercial denominado 2D Quant
Kit (GE Healthcare) el cual es compatible con los componentes presentes en el buffer de lisis. Las
muestras fueron cuantificadas y conservadas a -80 grados centigrados hasta el momento de su

utilizacion.

Obtencion de extractos celulares

El procedimiento para la obtencién de proteinas de extractos celulares fue similar al realizado para la
obtencion de medios condicionado. Luego de levantar el medio condicionado de las placas, las células
adheridas a la placa fueron tratadas con tripsina durante 4 minutos a 37 grados centigrados y
levantadas con medio MEL suplementado con suero. Las células fueron trasvasadas a un tubo de 50
ml y centrifugadas durante 7 minutos a 1000 g. Posteriormente, el pellet celular fue lavado dos veces

con PBS para remover las proteinas provenientes del suero. Se agregd buffer de lisis sobre el pellet y
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un cocktail de inhibidores de proteasas (ver composicién en el Anexo Il). Finalmente, las muestras

fueron tratadas con el Clean Up Kit para remover sales y cuantificadas con el 2D Quant Kit.

Marcaje con fluoréforos para DIGE (differential in gel electrophoresis)

Las muestras proteicas obtenidas de los medios condicionados o de extractos celulares fueron
marcadas previamente con los colorantes fluorescentes Cy2, Cy3 y C5 de acuerdo a las indicaciones
del fabricante (GE Healthcare). Resumidamente, 50ug de extractos proteicos de las muestras LBLAST
y L2F6 fueron marcados por el método de minimo marcaje, con 400 pmoles de ésteres de N-
hidroxisuccinimida de los colorantes Cy3 y Cy5 en hielo durante 30 minutos en la oscuridad. Todos los
experimentos incluyeron un estandar interno marcado con el colorante Cy2, conteniendo iguales
cantidades de proteinas de todas las muestras que forman parte del experimento. La reaccion de
marcaje fue limitada mediante el agregado de lisina 10 uM en hielo durante 30 minutos.

Los extractos proteicos LBLAST y L2F6 y el estandar interno se combinaron de a pares de acuerdo al
disefio experimental indicado en la Tabla 9 y corridos en un mismo gel (150 pg de proteina total). Las

mezclas proteicas fueron diluidas en buffer de rehidratacién (BR, ver Anexo ).

A) B)

GEL Cy2 STANDARD cy3 CyS

50 pg (4,16 pg each):
1 LBLAST |AB,C,D.EF); 50 pg LBLAST A 504g L2F6 B
L2F6 {A,B,C,D,EF}

50 pg (4,16 pg each):
2 LBLAST (AB,C,0,,5); 50 pg L2F6 A 50 pg LBLAST B
L2FG (A,B,C.DEF)

GEL Cy2 STANDARD cy3 Cy5

50 g (6,25 pg each):
1 LBLAST (A,B,C,D); 50 pg LBLAST A 50 pug L2F6 B 50 g (4,16 pg each):
L2F6 (A,B,C,D} 3 LBLAST (AB,C,0EF); 50 g LBLAST € 50 g L2F6 D
L2F6 (A,B,C,D,EF)

50 pg (6,25 pg each):

2 LBLAST (A,B.C.D); 50 pg LBLAST B 50 pg L2ZFG C 50 pg (4,16 pg each):
L2F6 {AB.C.D) a LBLAST (A,B,C,DEF) S50 pg L2ZFGC 50 pg LELAST D
L2F6 (AB,C.DLEF)
50 pg (6,25 pg each):
3 LBLAST (A,B,C,0); 50 g L2F6 D 50 pg LBLAST € 50 g (4,16 pg sach):
L2F6 (A,B,C,D) 5 LBLAST (AB.C.DEF); 50 g LBLAST E 50 g LIFG F

L2F6 (AB.COEF)

50 pg (6,25 pg each):
4 LBLAST [AB,C,D); 50 pg L2FB A 50 pg LELAST D
L2F6 (AB.C.D)

50 pg (4,16 pg each):
6 LBLAST (A.B,C.D.EF); 50 pg LZFG E 50 pg LBLAST F
L2F6 (A,B,C,D,E F)

Tabla 9. Disefio experimental de los experimentos de secretoma 1y 2 y experimento 3 sobre extractos celulares. Cuatro
réplicas bioldgicas fueron estudiadas (A, B, Cy D) para los experimentos de secretoma en rango de pH 3-11 (experimento 1)
y rango 4-7 (experimento 2). Para extractos celulares, se estudiaron 6 réplicas bioldgicas (A,B,C,D,Ey F) en rango de pH 4-7.
Para todos los casos, 50 ug de muestra proteica fueron solubilizados en buffer de lisis y marcados con Cy3 o Cy5 de acuerdo

al disefio experimental indicado.
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Isoelectroenfoque (primera dimension)

Rehidratacion de tiras de anfolitos inmovilizados (IPG): consideraciones generales

La rehidratacion de las tiras para isoelectroenfoque se llevé a cabo en un buffer de rehidratacion
adecuado (BR, ver Anexo ll), de baja fuerza idnica y que mantiene las proteinas solubles y desplegadas
durante toda la corrida electroforética. El mismo contiene urea en concentracion desnaturalizante,
CHAPS para solubilizar proteinas hidrofdbicas y minimizar agregados, tiourea para contribuir a la
desnaturalizacién y solubilizacién de las proteinas mas hidrofébicas y azul de bromofenol para
visualizar el frente de corrida. En el momento previo a usar la BR, se le agregd DTT para la reduccidn
de puentes disulfuro y buffer IPG (mezcla de anfolitos solubles que complementa a los anfolitos
inmovilizados y contribuye al correcto enfoque de las proteinas), del rango de pH correspondiente a la
tira a utilizar. El volumen requerido de BR se eligié segun la longitud de la tira elegida, en nuestro caso

al utilizar tiras de 18 cm de largo, el volumen fue de 340 pl.

Método de siembra de la muestra proteica

Para el caso de las tiras de isoelectroenfoque de 18 cm con un rango de pH 3-11 NL, las tiras fueron
rehidratadas hasta su espesor original de 0.5 mM colocandolas sobre un soporte, con la cara
correspondiente al gel hacia abajo, en contacto con la solucidn BR, durante 10-14 hs a temperatura
ambiente. Se cubrieron las tiras con 4 ml de aceite mineral para evitar la evaporacién del agua. La
siembra de la muestra se realizé para este rango de pH 3-11 NL, por la metodologia de siembra en
copa o cup loading. En este método de siembra se utiliza una copita que sirve de reservorio para la
muestra, y que permite la entrada gradual de la misma bajo la accidn de voltaje. Se diluyd la muestra
de proteina en un volumen de BR tal que la misma no superase el 10/ del volumen total y cuidando
de obtener un volumen final no mayor a 100 pl, que es la capacidad maxima del reservorio. Esta
mezcla se dejé con agitaciéon constante durante una hora a temperatura ambiente. Se centrifugd
brevemente la muestra a mdxima velocidad por 5 min en una microcentrifuga, a temperatura
ambiente, para bajar cualquier material particulado que existiese. Inmediatamente se sembré en el
reservorio para muestra previamente apoyado sobre la cara del gel de la tira de IPG rehidratada y se
inicié el IEF siguiendo el protocolo A (ver apartado: Protocolo del isoelectroenfoque). Cabe aclarar
que en este unico caso la corrida se lleva a cabo con la tira ubicada con la cara del gel hacia arriba.
Para el caso de las tiras de isoelectroenfoque de 18 cm con un rango de pH 4-7, las tiras fueron
rehidratadas por el sistema de rehidratacion en gel o in gel rehydration. Esta forma de siembra
involucra la inclusién de la muestra a separar en el paso de rehidratacion junto con el BR. Se mezcld

entonces el BR previamente descripto con la muestra de proteinas de manera que la solucion
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resultante alcanzara el volumen sugerido segun el largo de la tira de IPG (340 pl para tiras de 18 cm).
Esta mezcla se dejé agitando una hora a temperatura ambiente y luego se colocé sobre la superficie
de todo el soporte de porcelana donde se llevé a cabo la corrida electroforética. Sobre esta mezcla se
colocé la tira de IPG con la cara del gel hacia abajo, evitando la formacion de burbujas de aire. Se
cubrié con 1 ml de aceite mineral y se colocd en el aparato IPGphor. Se programd la corrida de
isoelectroenfoque segun protocolo B (ver siguiente apartado) el cual incluye la aplicacion de un
voltaje bajo durante la etapa de rehidratacion. Este tipo de rehidratacion favorece la entrada al gel
de isoelectroenfoque de proteinas de alto peso molecular (Gorg et al., 1999). Por otro lado, con este
tipo de rehidratacion es menos probable que ocurra el fenédmeno de carbamilacién. En este proceso
los iones cianatos que son lentamente producidos por degradacion de la urea presente en el BR
reaccionan con las proteinas modificandolas. En la rehidratacion en gel estos iones son
inmediatamente transportados por el gradiente de voltaje hacia el anodo ofreciendo un ambiente

libre de cianatos sin posibilidad de carbamilacion (Herbert et al., 2003).

Protocolo de isoelectroenfoque

El isoelectroenfoque para los sistemas rehidratacion en gel o siembra en copa se desarrollaron en el
sistema electroforético horizontal IPGphor (GE Healthcare). Este aparato incluye un elemento Peltier
para el control de la temperatura (entre 18 y 25 grados centigrados) y una fuente de energia
programable (hasta 8000 V y 1,5 mA). Las corridas se hicieron a 20 grados centigrados, limitando el
amperaje a un maximo de 50 uA por tira, ya que valores superiores de amperaje podrian provocar
generacién de calor que dafiarian la tira y/o el soporte de la tira. La influencia de la temperatura a la
cual es desarrollado el isoelectroenfoque sobre la calidad del mapa proteico ha sido estudiada en
detalle (Gorg et al., 1991), concluyendo que 20 grados centigrados es una temperatura de enfoque
Optima. A temperaturas bajas se forman cristales de urea, mientras que a temperaturas mayores se
logra menor viscosidad, favoreciendo la entrada de las proteinas. Ademds a 20 grados centigrados se
obtienen fondos mas claros, menos modificaciones de las manchas y permite un enfoque bien

definido de la manchas basicas en los extremos del gel (Gorg et al., 2000).

Protocolo A (cup loading)

Modo de voltaje aplicado Voltaje (V) Duracién (h:min) | Voltios/horas (kVh)
En salto (step’n hold) 500 1:00 0.5

En salto (step’n hold) 1000 1:00 1.0

En salto (step’n hold) 8000 4:00 30.5

Total 6:00 32.0
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Protocolo B (rehidratacion en gel)

Modo de voltaje aplicado Voltaje (V) Duracién (h:min) Voltios/ horas (kVh)
En salto (step’n hold) 30 6:00 180

En salto (step’n hold) 60 6:00 360

En salto (step’n hold) 200 1:00 200

En salto (step’n hold) 500 1:00 500

En salto (step’n hold) 1000 0:30 1000

Gradiente 2000 0:30 2000

En salto (step’n hold) 8000 5:19 27760

Total 20:19 42533

Electroforesis en geles de poliacrilamida (segunda dimensién)

Equilibracion de las tiras de IPG

Inmediatamente luego de finalizar el isoelectroenfoque las tiras fueron equilibradas en buffer de
equilibracién (BE, ver anexo Il), o, alternativamente, guardadas a —80C hasta su corrida en la segunda
dimension.

La equilibracion se llevd a cabo dentro de pipetas de 10 ml descartables, acondicionadas y
firmemente selladas, utilizando 10 ml de BE para cada tira. La misma llevé dos pasos de 15 minutos
cada uno. En el primero se le adiciono DTT al BE para volver a reducir los puentes disulfuro. En el
segundo se reemplazo el DTT por iodoacetamida (IAA) para lograr la alquilacién irreversible
(carboxiamido-metilacidn) de los sulfhidrilos libres. De esta manera, se evitan oxidaciones que llevan

a la formacién de rayas o chorreados en el mapa electroforético final.

SDS-PAGE

Para la segunda dimensidn se realizaron geles al 12,5/ de acrilamida/bisacrilamida de 24 cm X 24 cm.
La tira de IPG de 18 cm equilibrada fue colocada en la parte superior del gel de poliacrilamida con la
parte pldstica apoyada contra uno de los vidrios de baja fluorescencia. Los geles se corrieron en
oscuridad en una cuba electroforética Ettan Dalt Six (GE Healthcare) en dos etapas, la primera a 5 mA
por gel durante 45 minutos y luego 25 mA por gel durante 5-6 hs a temperatura ambiente hasta que

el frente de corrida llegaba a 0,5 cm del borde inferior del gel.
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Obtencion de imagenes y procesamiento de las mismas

Los geles bidimensionales obtenidos fueron escaneados en un escaner Typhoon 9400 (GE Healthcare)
a una resolucién de 100 um aplicando las longitudes de onda adecuadas de excitacién para cada uno
de los 3 fluoréforos (Cy2, Cy3 y Cy5). La cuantificacidén proteica relativa entre las muestras LBLAST y
L2F6 en los 3 experimentos se realizé aplicando el software DeCyder 6.5 donde se detectaron los
spots con expresion diferencial que cumplieran con los requisitos de estar en el menos 9 de 12 geles
para los experimentos 1y 2 y en al menos 15 de 18 geles para el experimento 3. Ademas se contaron
como diferenciales aquellos spots que cambien su nivel de expresién en mas de 1.5 veces (en valor
absoluto) y que presenten un valor p < 0,05 en el analisis T-test.

Luego del escaneo de los geles, los mismos fueron tefiidos durante una noche con el colorante
fluorescente Sypro Ruby y fueron vueltos a escanear. Las imagenes obtenidas fueron cargadas al
software del robot picador de spots automatico o Spot Picker (GE Healthcare) el cual llevd a cabo la
excision de los spots diferenciales del gel de acuerdo al anadlisis realizado. Los geles fueron
reescaneados luego del corte del spots para asegurar que el procedimiento haya sido preciso. Las

imagenes obtenidas asi lo indican en la Figura 50.
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Figura 50. Imagenes de los geles luego del corte con el picador automatico. Las imagenes demuestran la precisién del

aparato para cortar los spots indicados en el software.

Identificacion de proteinas por espectrometria de masas MALDI-

TOF/TOF

Se llevd a cabo la identificacién de proteinas en los spots diferenciales mediante el método de huella
peptidica. Como fuera descripto en la introduccion de esta tesis, este método se basa en el analisis
del peso molecular de péptidos derivados de la digestion triptica de un spot escindido del gel
bidimensional, mediante espectrometria de masas. Los pesos moleculares de dichos péptidos,

obtenidos experimentalmente (huella peptidica de la proteina desconocida), se comparan mediante
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algoritmos especiales con aquellos derivados de digestiones “virtuales” sobre secuencias de proteinas
depositadas en banco de datos. La identidad de la proteina en la mancha corresponderd a la de

aquella proteina cuya digestion virtual coincide con la experimental.

Digestion en gel de proteinas
La digestion triptica de las manchas se llevé a cabo en un digestor automatico Investigator™ ProGest
(Genomic Solutions), siguiendo el protocolo de Schevchenko et al. (Shevchenko et al., 2001) con
ligeras variaciones:
e lavado de las porciones del gel de poliacrilamida con 100 ul de NH;HCO; 50 mM
durante 20 minutos.
e Segundo lavado con 100 pl de acetonitrilo 100/ por 10 minutos.
Para la reduccidn y alquilacién se procedié de la siguiente manera:
e DTT 10 mM en bicarbonato de amonio 25 mM a 56° C durante 20 minutos.
e |odoacetamida 100 mM en bicarbonato de amonio 50 mM durante 15 minutos a
temperatura ambiente.
e lavado con bicarbonato de sodio 50 mM y acetonitrilo.
e Secado de las muestras por corriente de nitrégeno.
Para la digestion se afiadid a las bandas secas:
e Tripsina porcina modificada para la secuenciacion (Promega) a una concentracién
final de 16 ng/ul en bicarbonato amédnico 25 mM durante 45 minutos a 37°C.
e Bicarbonato de amonio 50 mM durante 6 horas a 37°C.
e Se recoletd este primer sobrenadante y se guarddé como primer extracto de los
peptidos, aunque se procedid a una segunda extraccidon peptidico con TFA 0.1/
durante 15 min.
e La muestra se secé con calor en una centrifuga de vacio y posteriormente se
reconstituyéd en 10 pl de TA (solucidn de acetonitrilo acuoso al 33/ con acido

trifluoroacético al 0. 1/ ) sonicando la muestras durante 3 minutos.

Obtencion de la huella peptidica mediante MALDI y bisqueda en bases de datos

Se depositd manualmente una alicuota de 0,3 pl de solucién matriz (acido 2,5 dihidroxibenzoico 5g/L
en acetonitrilo acuoso al 33/ con 4cido trifluoroacético al 0. 1/ ) en un portamuestras MALDI
AnchorChip™ de 600 pm que se dejé secar a temperatura ambiente; a continuacidn se afiadieron 0,3

ul de la mezcla de péptidos eluidos y se dejé secar de nuevo a temperatura ambiente.
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Las muestras fueron analizadas de manera automatica en un espectrémetro de masas MALDI-TOF
TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonisation Time-Of-Flight, Desorcién e ionizacion mediante
laser asistida por matriz con tiempo de vuelo) Ultraflex (Bruker Daltonik) como lo describié Suckau et
al (Suckau et al., 2003). De esta manera se obtuvieron espectros de huella peptidica y espectros de
fragmentacién del péptido mas abundante. Cada espectro fue calibrado internamente empleando
determinadas sefiales provenientes de la autoprotedlisis de la tripsina bajo el control del software flec
andlisis 2.2 (Bruker Daltonik). Las masas correspondientes a péptidos tripticos y/o los espectros de
fragmentacién de péptidos fueron enviadas automdaticamente a través del programa MS BioTools™
3.0 (Bruker Daltonik) al programa Mascot™ (Matrix Science) (Perkins et al., 1999) para efectuar la
busqueda en la base de datos NCBInr 6.5. No se establecieron restricciones respecto a la especie de

origeny se permitié la pérdida de un corte triptico.

Marcaje y disefio experimental de la metodologia iTRAQ

Los medios condicionados de las células de melanoma LBLAST y L2F6 obtenidos como se describid
anteriormente, fueron precipitados aplicando el 2D Clean-Up kit (GE Healthcare), y los precipitados
fueron resuspendidos en bicarbonato de trietileamonio (TEAB). Las proteinas pertenecientes a cada
muestra fueron cuantificadas por el 2D Quant kit (GE Healthcare). Un total de 50 ug de proteinas de
cada muestra fueron reducidas con el reactivo Tris (2-carboxietil) fosfina (TCEP) en concentracién 5
mM durante 1 hora a 60 grados centigrados y posteriormente alquiladas con s-metilmetano-
tiosulfonato (MMTS) a temperatura ambiente durante 10 minutos. Posteriomente, las proteinas
fueron digeridas con tripsina (Promega) a 37 grados centigrados durante 5 horas en una proporcién
1:50 de tripsina: proteina.

Las muestras digeridas fueron marcadas con los reactivos iTRAQ, siguiendo las condiciones indicadas
por el fabricante (Applied Biosystems). Con cada vial de etiquetas iTRAQ solubilizadas en etanol se
marcaron 100 pug de muestra proteica a pH 7.0 a temperatura ambiente por 2 horas. La reaccién fue
frenada por el agregado de 3ul de acido acético. Estas muestras marcadas y mezcladas en un Unico
pool se fraccionaron por intercambio catidnico utilizando saltos de NaCl en concentraciones

crecientes.

Identificacidn por LCTQ-Orbitrap

Cada fraccién proveniente de la columna de intercambio catidénico fue inyectada en una nano
columna (100 um de didametro interno y 12 cm de largo) de fase reversa C-18, y fueron analizados en
un gradiente continuo de acetonitrilo consistente en 40/ de B durante 45 minutos, 50-90/ B en 1

minuto (B=95/ acetonitrilo, 0.5/ acido acético). Una tasa de flujo de 300 nL/minuto fue aplicada para
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eluir a los péptidos de la columna. Posteriomente fueron emitidos por una aguja nanospray para una
ionizacién en tiempo real y fragmentacion peptidica en un espectrémetro de masas LTQ-Orbitrap XL
(Thermo Fisher). Se obtuvieron los espectros de fragmentaciéon de tres iones parentales mas intensos
de cada péptido ionizado y se analizaron a través de una corrida cromatografica.

Todas las identificaciones fueron realizadas con el software Proteome Discoverer 1.0 (Thermo Fisher).
Para la identificacion de proteinas y de modificaciones postraduccionales, los espectros de
fragmentacién fueron analizados contra la base de datos MSDB utilizando el software Mascot (Matrix
Science) contenida en el software Proteome Discoverer. Se permitié un error de 10 ppm o 0,8 Da para

las busquedas con espectros MS o MS/MS, respectivamente.

Western blot

Para confirmar la expresion diferencial de SPARC y otras proteinas diferenciales en los sobrenadantes
o extractos celulares de las lineas celulares LBLAST, L2F6 y sus derivados luego de tratamientos para
restitutir la expresion de SPARC, se llevaron a cabo western blots revelados con anticuerpos
especificos. Para ello se sembraron 5 pg de cada muestra de medios condicionados concentrados
(obtenida segun se describié anteriormente), o 20 pg de extractos celulares en distintas calles de
geles de SDS-PAGE al 10/ de poliacrilamida, junto a marcadores de peso molecular aparente (GE
Healthcare) y se separd electroforéticamente en una cuba Mini-PROTEAN Il (BioRad Laboratories)
aplicando 70 V durante el pasaje de las proteinas por la porcidon concentradora del gel (stacking) y 100
V (equivalente a aproximadamente 300 mA) en la porcién resolutiva del gel (resolving). La corrida se
detuvo cuando el azul de bromofenol (marcador del frente de corrida) llegé a un cm del borde inferior
del gel.

Las proteinas asi separadas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa (HyBond, GE
Healthcare) aplicando un voltaje de 90 V durante una hora en una cuba de transferencia del sistema
Mini-PROTEAN Il (BioRad Laboratories). Finalizada la transferencia la membrana fue bloqueada
mediante tratamiento con leche descremada al 10/ en PBS durante una noche a 4°C. Posteriormente
se incubd con anticuerpos: monoclonal anti-SPARC AON-1 1:300 (Developmental Studies Hybridoma
Bank); policlonal anti-catepsina B 1:100 (Santa Cruz Biotechnology); policlonal anti-catepsina X/Z/P
1:100 (Santa Cruz Biotechnology); monoclonal anti-catepsina L 1:100 (Santa Cruz Biotechnology);
policlonal anti-FAM3C 1:100 (Abcam); policlonal anti-coldgeno tipo | 1:100 (Santa Cruz
Biotechnology); en leche al 5/ en PBS durante 16 hs a 4 grados centigrados. Se realizaron 5 lavados
con PBS-Tween 0,05/ sobre la membrana, de 5-10 minutos cada uno.

Luego la membrana fue incubada por 40 minutos a temperatura ambiente con una solucién 1:200 de

IgG de cabra con especificidad anti-lgG de ratdn, conjugada a peroxidasa de rabano picante (HRP)
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(Jackson); o 1:200 de IgG de cabra con especificidad anti-lgG de conejo, conjugada a peroxidasa de
rabano picante (HRP) (Jackson), segun corresponda. Seguidamente se realizaron tres lavados mdas con
PBS por 15 minutos cada uno y se revelaron las bandas especificas mediante la adicion de 2 ml de
solucion de luminol (GE Healthcare), el cual al ser oxidado por la accién de HRP y perdxido de
hidrégeno, emitio fluorescencia que se registrd en placas fotograficas (GE Healthcare).

Los controles de carga fueron realizados mediante corrida de un gel en paralelo que fue cargado de la
misma manera que para el western blot y fue tefiido con el colorante fluorescente Sypro Ruby. El gel
fue posteriormente escaneado y la imagen fue analizada densitométricamente con el software Image
J. De la misma manera, luego del revelado de las placas, las mismas fueron posteriormente
escaneadas y las imagenes fueron analizadas con el software image J (Rasband WS. Image J. Bethesda,
Maryland, USA: U. S. National Institutes of Health) el cual permitié normalizar la densidad déptica de
las bandas en estudio de acuerdo a la carga total de proteina en el gel y relativizar las cantidades de

expresién como porcentaje de la linea control LBLAST.

Northern blot

El ARN total de las células LBLAST, L2F6 y L3B9 fue extraido de las células utilizando el reactivo
TriReagent (Sigma-Aldrich) de acuerdo a las condiciones del fabricante. Alicuotas de 15 pg fueron
sometidas a electroforesis en geles de 1/ de agarosa, 18/ v/v de formaldehido y 1X de buffer MOPS
y transferidos posteriormente a una membrana Hybond-N1 de nylon (GE Healthcare) durante una
noche en buffer SSC 2X de acuerdo al efecto de capilaridad. Luego se llevd a cabo la prehibridizacién
en 1/ p/v BSA, 0.5 M buffer fosfato, pH 7.4, 1 mM EDTA, 7/ p/v SDS. Luego las membranas con el
ARN prehibridizado fueron hibridizadas con una sonda de ADN complementario para SPARC marcada
con (*2P)-dCTP por marcaje de primers al azar. Las membranas fueron rehibridizadas con una sonda
de ADN complementario para 36B4 a los fines de normalizar los niveles de carga. Los niveles de
expresion del gen de SPARC fueron cuantificados por densitometria de las bandas utilizando el

software Image J y normalizados contra 36B4.

PCR en tiempo real

El ARN total de las células LBLAST y L2F6 fue extraido usando el reactivo TriReagent (Sigma-Aldrich).
Cinco pug de ARN fueron retro-transcriptos utilizando 200 U de la enzima Transcriptasa Reversa
SuperScript Il (Invitrogen) y 500 ng de primers oligo dT. Los ADNs complementarios fueron sujetos a la
reacciéon de PCR en tiempo real en un aparato PCR in a Mx3005P Real-Time PCR System (Stratagene,

Agilent Technologies).
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Cada 25 pl de volumen de reaccidon contenian 1 unidad en enzima Taq Platinum DNA Polimerasa
(Invitrogen) ), 1X de buffer de reaccion de PCR (20 mM Tris—HCI, pH 8.4, 50 mM KCl), 1X fluoréforo de
referencia ROX, 1.5 mM Mg2Cl, 2.5 mg BSA, 0.01/ Glicerol, 200 mM of dNTPs, 0.3 X solucién SYBR
Greeny 0.4 mM de primers especificos para SPARC, TGF-B, catepsina B, cadena a2 del colageno tipo |
y HPRT (hipoxantina fosforibosil transferasa) como housekeeping (Ver tabla 10). Las condiciones de la
reaccion fueron seteadas de la siguiente manera: 90 segundos a 94 grados centigrados, 30 ciclos de
30 segundos a 94 grados centigrados, 30 segundos a 60 grados centigrados y 30 segundos a 72 grados
centigrados. Todas las reacciones fueron realizadas por triplicada y se estudiaron 3 réplicas biolégicas
de cada condicién. Los resultados obtenidos para nuestros genes de interés fueron normalizados con
los obtenidos para HPRT y expresados como fraccién de los niveles de expresion de la linea control

LBLAST que fue seteada como valor de referencia 1.0 para cada gen estudiado.

Gene Sense sequence Antisense sequence
SPARC 5’ AACCGAAGAGGAGGTGGTG 3" | 5' GCAAAGAAGTGGCAGGAAGA 3’
HPRT 5' AGACTGAAGAGCTATTGTAAT 3' | 5' CAGCAAGCTTGCGACCTTGAC 3'

Collagen |, 2 chain

5' AAGGTCATGCTGGTCTTGCT 3'

5 GACCCTGTTCACCTTTTCCA 3'

TGFB1

5' ACCAACTACTGCTTCAGCTC3'

5 TGTIGGTTGTAGAGGGCAAG 3’

Cathepsin B

5' GGCCCCCTGCATCTATCG 3'

5 AGGTCTCCCGCTGTTCCACTG 3'

Tabla 10. Secuencia de los primers utilizados para la reaccion de PCR en tiempo real.

Analisis del crecimiento tumoral in vivo

Ratones atimicos N:NIH(S)-nude mice de 8 a 10 semanas de edad, recibieron una inyeccién
subcutdnea de 5 x 10° células de melanoma (LBLAST, L2F6 o L3B9) en el costado izquierdo en un
volumen total de 100 pl. Se estudiaron 6 ratones por tipo celular ensayado. Para los ensayos de
inmunohistoquimica, se extrajo el tumor 24 hs post-inyecciéon. Para determinar el crecimiento
tumoral, se determind el didmetro perpendicular para establecer el tamafio tumoral, de acuerdo a la
ecuacion d1? x d2/2, donde d1 es el didmetro menor y d2 es el didmetro mayor. Los ratones fueron
seguidos durante 2 meses o hasta que alcancen el tamafio tumoral de 2 cm®, momento en el cual

fueron sacrificados de acuerdo a las normas aprobadas por las autoridades del NIH.
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Ensayo de actividad enzimatica de catepsina B

La actividad enzimatica de catepsina B fue evaluada en medios condicionados frescos obtenidos de las
células LBLAST y L2F6. Estas fueron plaqueadas a un 80/ de subconfluencia en placas de 100 mM de
diametro, crecidas por 24 hs en medio suplementado con suero, lavadas 3 veces con PBS y
mantenidas en medio libre suero por 24 hs adicionales. El medio condicionado colectado fue
centrifugado para eliminar el debris celular y los sobrenadantes fueron concentrados 10 veces en
Centriprep 3 (Millipore) en ausencia de inhibidores de proteasas. Para evaluar la actividad de
catespina B en esos medios, aplicamos el procedimiento experimental descripto por Hulkower et al
(Hulkower et al., 2000). Resumidamente, 200 ul de medio concentrado de LBLAST o L2F6 o la misma
cantidad de medio libre de suero (control) fueron incubados 30 minutos a 37 grados centigrados con
50 pl de formato de sodio 0,5M , 20 mM de EDTA, pH 3.2 y 0,2 mg/ml de pepsina. La actividad de
catepsina B fue luego ensayada mediante el agregado de 250 pl de buffer fosfato de sodio 200 mM,
pH 6,7 conteniendo 4 mM de EDTA, 10 mM de ditiotreitol (DTT, 0,1/ de Tritdn y 200 uM del sustrato
sintético especifico para catepsina B, el Z-Arg-Arg-NHMec (Sigma) en concentracion final de 100 uM
pH 6.0. El inhibidor especifico de catepsina B, el CA-074 (Peptide Institute Inc.), fue usado como
inhibidor especifico de la catepsina B secretada. La fluorescencia fue medida en un
espectrofluorimetro Aminco Bowman Series 2. Los resultados fueron expresados como pmoles de

producto fluorescente NH2Mec formado/segundo/pg de proteina total.

Crecimiento de las células sobre sustratos especificos

Para estudiar la influencia en el potencial invasivo del crecimiento de las células sobre una matriz de
colageno tipo |, las células LBLAST y L2F6 fueron crecidas durante 24 hs sobre placas sin cobertura y
con cobertura de coldgeno tipo | o fibronectina. La cobertura con coldgeno monomérico tipo | (Sigma)
o con fibronectina (BD Biosciences) se prepard durante una noche a 4 grados centigrados incubando
las placas con solucién de 5ug/cm2 de coldgeno tipo | o fibronectina. Al dia siguiente, la matriz
excedente se retird y se dejaron secar las placas a temperatura ambiente. Este procedimiento no
afectd la eficiencia de pegado de las células a las placas dado que mas del 90/ de las células se pegd a

los sutratos luego de 12 hs de incubacion a 37 grados centigrados.

Citometria de flujo

Para los analisis por citometria de flujo las células LBLAST y L2F6 fueron crecidas durante 24 hs en
presencia o ausencia de SPARC humana exdgena en concentracion 1 pg/ml. Las células fueron

despegadas con EDTA 0,1 mM en PBS y lavadas con medio de cultivo a 4 grados centigrados.
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Posteriomente, las células fueron mantenidas a 4 grados centigrados e incubadas 1 hora con 10/ v/v
de suero normal de cabra in PBA (PBS, 5 mg/ml BSA y 0,01/ p/v de azida sddica) . Luego, se las incubd
30 minutos con 2 pug/ml de anticuerpo monoclonal anti N-CAD (anti ACAM clon CG-4 Sigma) o 0,1
mg/ml de anticuerpo monoclonal anti E-CAD (clon 180224, R&D Systems Inc). Posteriormente, se
lavaron las células dos veces con PBA y se fijaron en 4/ p/v dearaformaldehido en PBS durante 10
minutos a temperatura ambiente. Luego de los lavados con PBA (PBS con 5/ p/v de albumina), las
muestras se incubaron 30 minutos con 5ug/ml de anticuerpo IgG secundario de cabra anti-ratdn
conjugado con el fluoréforo FITC (Molecular Probes) diluido en PBA (2 pg/ml). Finalmente las células
fueron lavadas 3 veces en PBS frio, resuspendidas en PBS, protegidas de la luz y sujetas a citometria
de flujo en un citdmetro FACStar Plus (Bd Bioscences). Para cada condicién, 10000 células fueron

analizadas.

Inmunohistoquimica

Se evaluaron cortes tumorales de 8 um de espesor obtenidos de tumores de LBLAST y L2F6 luego de
24 hs de ser inyectados subcutdneamente en ratones nude. Estos cortes fueron desparafinados en
xileno y rehidratados en gradiente de etanol. Para desenmascarar los antigenos, los cortes fueron
inmersos en buffer citrato (pH=6) y hervidos dos veces en olla a presidon en microondas durante 20
minutos. La actividad de la peroxidada enddgena fue bloqueada mediante incubacion de los cortes en
peréxido de hidrégeno al 3/ en metanol durante 15 minutos. Los sitios de unidn no especificos
fueron bloqueados por incubacién de los cortes en suero normal de cabra al 10/ en volumen en PBS.

El exceso de suero fue removido y se procedio a incubar los cortes durante toda la noche en camara
himeda a 4 grados centigrados con diluciones 1: 50 en solucién bloqueante de anticuerpos
monoclonales anti-SPARC (R&D Systems), anti-vimentina (Chemicon) o anti-catepsina B (Santa Cruz
Biotechnology). Luego, los vidrios donde se encontraban fijados los cortes fueron lavados 2 veces en
PBS durante 10 minutos e incubados durante 45 minutos a temperatura ambiente con anticuerpo
secundario de cabra anti ratdon o cabra anti-conejo (Vector Laboratories), en dilucién 1:400.
Posteriormente se lavaron los cortes 2 veces con PBS por 5 minutos y se los incubd con el reactivo
Vectastain ABC reagent (Vector Laboratories), que se basa en un complejo streptavidina-peroxidasa,
durante 45 minutos a temperatura ambiente.

El color de la reaccidn fue desarrollado mediante el agregado del sustrato especifico de la peroxidasa,
la diaminobencidina (Substrate Chromogen System, DakoCytomation). Finalmente las secciones
fueron contratefiidas con hematoxilina para poder evidenciar los nucleos, se deshidrataron y se

montaron.
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Inmunocitoquimica

Para los ensayos de inmunofluorescencia, las células CMV y 1D fueron plaqueadas en cubreobjetos de
vidrio y crecidas como se describid anteriormente. Luego de 48 hs fueron lavadas 2 veces con PBS y
fijadas con paraformaldehido al 4/ p/v durante 10 minutos. Luego, se lavaron 3 veces con PBS
durante 5 minutos y se bloquearon con suero de burro en PBS al 1/ v/v durante 1 hora.
Posteriormente, se incubaron durante 1 noche con anticuerpo de conejo anti-NCAD (H-63, Santa

Cruz Biotechnology) diluido 1:50 en solucion de bloqueo. Luego de este paso, las células se lavaron 2
veces con PBS y se incubaron por 2 hs con anticuerpo de burro anti-conejo conjugado con el
fluoréforo Cy2 en una dilucién 1: 200 en PBS (Jackson ImMunoresearch). Las muestras fueron lavadas
con PBS-Tween 0,01/ v/v y luego incubadas con colorante de Hoescht 33258 en PBS para teifiir los
nucleos. Luego del lavado, fueron montadas con Fluorsave (Calbiochem, EMD Biosciences) y

evaluadas con un microscopio confocal LSM 510 (Carl Zeiss).

Ensayo de invasion en Matrigel

Los ensayos de invasidon en Matrigel de las células de melanoma in vitro fueron realizados en cdmaras
de quimiotaxis de 48 pocillos (NeuroProbe). Esta cdmara posee dos compartimentos separados por
una membrana con poros de 8um de didmetro los cuales se encuentran ocluidos por incubacién con
Matrigel 0.5 mg/ml (Becton Dickinson) a 37 grados centigrados durante 60 minutos. La suspension
celular en ausencia o presencia del inhibidor especifico de la catepsina B, el CA-074 (Peptide Institute
Inc.), fue cargada en los pocillos del compartimento superior mientras que en el pocillo inferior se
agregd medio de cultivo suplementado con 10/ de suero fetal bovino a modo de quimioatractante.
Luego de 5 hs las células que lograron invadir mediante la degradacion proteolitica del Matrigel y que
lograron pasar a través de los poros al otro lado de la membrana, fueron fijadas y tefiidas con
colorante de Hoescht 33258.

Se tomaron en el microscopio de fluorescencia BX-60 (Olympus), 2 imdgenes representativas de cada
pocillo que representaron el 70/ de las células que forman parte del total de células que invadieron.
Los nucleos presentes en estas imagenes digitales capturadas con un aumento total de 100 X fueron
contabilizados  automaticamente  mediante la  aplicacién  del programa  CellProfiler

(www.cellprofiler.com) (Carpenter et al., 2006).

En todos los experimentos se realizaron 3 réplicas técnicas y se analizaron al menos tres réplicas
bioldgicas de cada condicion estudiada. Las condiciones en estudio se describen a continuacién.

Para los experimentos de bloqueo de integrinas, las células fueron levantadas con EDTA a partir de
cultivos subconfluentes, se centrifugaron y resuspendieron en medio con suero conteniendo

4ug/100ul de anticuerpos blogueantes anti-B1 integrina (Chemicon International) o anti- a2 integrina

130


http://www.cellprofiler.com/�

Maria Romina Girotti- Tesis doctoral

(Chemicon International) o la combinaciéon de ambos durante 30 minutos a 4 grados centigrados y
luego plaqueada y cultivada por 24 hs. La viabilidad celular determinada por un ensayo de MTT en
todas las condiciones ensayadas fue superior al 95/ demostrando que los tratamientos no afectan
sobrevida celular.

Para ensayos de bloqueo de TGFP1 las células fueron previamente incubadas durante 24 hs con
2ug/ml de anticuerpo monoclonal anti-TGFB1 (MAB2401, R&D Systems) o MOPC (Sigma) como
control de isotipo IgG en igual concentracion. Alternativamente se agregé el inhibidor del receptor de
TGF[1, el SB431542 en concentracién 10 pM o un volumen igual del vehiculo DMSO.

Para ensayos de bloqueo de SPARC las células fueron previamente incubadas durante 24 hs con tres
anticuerpos monoclonales anti SPARC, denominados MAb 293, MAb 303 y AON1 RB los cuales fueron
agregados en conjunto a la suspension celular en concentracion 5pg/ml cada uno. El anticuerpo
MOPC (Sigma) fue utilizado como control de isotipo IgG en igual concentracién.

Para ensayos de reversién, se incubaron las células durante 24 hs, en presencia o ausencia de los
anticuerpos bloqueantes mencionados, con proteina recombinante humana TGF-B 0,1ng/ul
(PreproTech) o SPARC 1ug/ml obtenida como se describié anteriormente en “Purificacion de SPARC

humana a partir de medios condicionados”.

Ensayo de migracion transendotelial

Se plaquearon 2.5x10° células endoteliales de microvasculatura de dermis humana (HMEC) en 200 pl
de medio DMEM sobre la parte superior de un inserto de cultivo con una membrana con poros de 8
um de didmetro (24-well format, Becton Dickinson) y se permitid que se establezcan como monocapa
durante 24 hs en cultivo. Las células de melanoma LBLAST y L2F6 fueron marcadas con una eficiencia
superior al 99/ durante la noche a 37 grados centigrados con el colorante fluorescente CM-Dil en
concentraciéon 1 pg/ml (Invitrogen). Luego fueron levantadas de la placa con tripsina y lavadas con
PBS y resuspendidas finalmente en medio de cultivo libre de suero en concentracion 2.8x10°
células/ml. Doscientos ul de esa supensidn celular, ya sea preincubadas con 1pg/ml de SPARC
exogena o no, fueron adicionados sobre la monocapa de células endoteliales. Los insertos fueron
luego plagueados en placas multipocillos de 24, las cuales contenian en cada pocillo 400 pl de medio
DMEM 10/ de SFB. Luego de 6 hs los co-cultivos fueron fijados y tefiidos con Hoescht 33258.

El analisis cuantitativo de la transmigracion se llevé a cabo usando el microscopio fluorescente BX-60
(Olympus). Para cada membrana de cada inserto, se tomé un set de 8 fotos de campos al azar de un
total de 14 que componen a la membrana y se contdé el nimero de células rojas (las células de

melanoma) que transmigré en cada condicidon. Se observé que menos de un 10/ de células
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endoteliales transmigré en cada condicidn, no siendo este numero diferencial en los distintos
tratamientos.

Para los ensayos de inhibicion, las células de melanoma fueron preincubadas con 1 pg/ml de
anticuerpo bloqueante anti-N-caderina GC4 (A-CAM, clon GC-4; Sigma) durante 30 minutos a 4 grados
centigrados previo el agregado de las células sobre la monocapa de HDMEC. El mismo procedimiento
se realizé para los anticuerpos bloqueantes anti f1 o a2 integrina o anti-TGF1 o el control de isotipo
IgG MOPC. Luego de la incubacion, se obtuvieron las células de melanoma y se llevé a cabo el
experimento de transmigracién endotelial en presencia o ausencia del inhibidor especifico de

catepsina B, el CA-074 en concentracién 10 uM.

Andlisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron de acuerdo al tipo de variable en estudio en cada experimento.
Para el caso de variables continuas, se realizd un andlisis de varianza a una cola (one-way ANOVA)
para determinar las diferencias estadisticamente significativas ante multiples condiciones.

El test T de Student fue aplicado solamente para calcular la significancia estadistica cuando sdlo
fueron comparadas dos condiciones.

En el caso de los ensayos de invasidn en matrigel y ensayos de migracidn transendotelial, la variable
observada (nimero de células que invaden/migran) en las diferentes condiciones experimentales es
discreta (conteos). Cuando la variable observada es de este tipo, no es posible aplicar metodos tipo
ANOVA o modelos lineales ya que estos son validos bajo un contexto de variables "normales" o
"gausianas". Sin embargo, dado que los valores de células que invaden/migran son grandes, es posible

aproximar la variable observada a una variable continua "normal" mediante la aplicacién de la
transformacién logaritmo. Una vez transformada la variable de conteo, se aplicaron modelos lineales
o lineales mixtos (West BT., 2007) segun correspondiese (en funcion de si se observaban
heteroscedasticidad o no). Dado que es de interés encontrar diferencias estadisticamente
significativas entre los distintos niveles de los tratamientos y/o sus interacciones, sobre cada factor
(y/o su interaccidn) se estimaron las diferencias de medias mediante el método de minimos
cuadrados y sus valores "p" asociados. Sobre estos Ultimos, se realizaron ajustes mediante el método
de Benjamini & Hochberg (Benjamini et al., 2001) para controlar la tasa de falsas detecciones (del
ingles "false discovery rate") cuandos se realizan comparaciones multiples. Para simplificar la

visualizacion de los efectos experimentales, las figuras se graficaron como porcentaje de células que

invadieron tomando siempre al valor de la linea control LBLAST como el 100/ .
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ANEXO |

Proteinas diferenciales obtenidas por analisis proteémico por metodologia DIGE.

PROTEINAS EXPRESADAS DIFERENCIALMENTE EN EL SECRETOMA

Proteinas disminuidas en su expresion en L2F6

Nro | Nro | Nro acceso Nombre de la Valor P (T-test)| Relacion MASCOT ion | PM(Da) pl /
spot | exp. NCBI proteina DeCyder LBLAS/L2F6 score score | tedrico | tedrico |Coverage
1175 2 16307393|Cathepsin B, preproprotein 2,4E-02 -2,3 106 N 38766 5,9 25
1382 1 16307393|Cathepsin B, preproprotein 2,6E-02 -2,2 91 N 38766 5,9 22
1151 2 16307393|Cathepsin B, preproprotein 5,1E-03 -2,2 123 N 38766 5,9 30
1346 1 16307393|Cathepsin B, preproprotein 2,2E-02 -2,1 87 N 38766 5,9 22
1162 2 16307393|Cathepsin B, preproprotein 4,8E-03 -2,1 135 N 38766 5,9 34
1046 2 16307393|Cathepsin B, preproprotein 1,4E-02 -2,0 172 63 38766 5,9 20,
1090 2 16307393|Cathepsin B, preproprotein 2,5E-03 -1,9 175 N 38766 5,9 20
1370 1 16307393|Cathepsin B, preproprotein 1,2E-02 -2,2 87 N 38766 5,9 22
1227 2 15214962|cathepsin L, preproprotein 8,0E-04 -2,7 90 50| 37996 53 9
1449 1 4503155|Cathepsin L, preproprotein 1,1E-04 -2,2 252 98 37996 5,3 27
1217 2 22538442|Cathepsin X, preproprotein 2,8E-04 -1,9 121 N 33366 6,1 25
1238 2 3719219|Cathepsin X, preproprotein 2,8E-02 -1,6 75 27 33366 6,1 13
779 2 21361657|Chain A, TapasinERP57 HETERODIMER 3,2E-02 -2,0 154 16 54541 5,6 27
1233 2 55956899|Cytokeratin 9 1,0E-03 -3,2 114 85 62320 5,2 7
1219 1 56410847|GDP dissociation inhibitor 2 1,4E-02 -1,5 98| N 46046 5,9 25
1163 2 12654615(Hsp40 5,3E-03 -1,5 90 N 40774 5,8 7
1734 1 62896777|lectin, mannose-binding 2 variant 2,3E-05 -2,1 112 N 40564 6,6 18
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1704 1 11596467|MHC class | antigen 8,9E-03 -4,5 115 N 31776 5,6 35
2550 1 253483(N-cadherin 4,7E-03 -3,7 134 73| 100132 4,6 6
2293 2 62896507|Niemann-Pick disease, type C2 precursor variant 2,0E-02 -2,2 113 N 16916 7,6 30
1190 1 3135316(PCOLCE (procollagen C-endopeptidase enhancer) 9,2E-04 -1,9 129 N 48797 7,4 25

916 2 21619971|PCOLCE (procollagen C-endopeptidase enhancer) 2,2E-03 -1,8 138 N 48797 7,4 23

902 2 6919941(PCOLCE (procollagen C-endopeptidase enhancer) 3,4E-02 -1,8 86 34 48797 7,4 17
1183 1 3135316(PCOLCE (procollagen C-endopeptidase enhancer) 1,3E-02 -1,6 109 N 48797 7,4 22
1885 2 5453549|peroxiredoxin 4 8,3E-04 -2,8 119 63 30749 5,9 12

970 1 4758412|polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase 2 3,5E-02 -1,7 96 N 65433 8,6 14
2118 1 29126971|Proteasome (prosome, macropain) subunit alpha type 2 6,1E-03 1,5 115 N 25996 6,9 29
2265 1 3334194 /|Protein FAM3C precursor 3,3E-02 -2,5 129 48 24950 8,5 25
1288 1 54311156|Renin 2,0E-02 -3,0 108 N 45097 7,6 14
1316 1 54311156|Renin 4,2E-02 -2,9 75 N 45097 7,6 9
1052 2 337347|Renin 1,2E-02 -4,0| 166 N 45097 7,6 25
1064 2 337347|Renin 1,1E-03 -3,6 158 N 37000 51 28
1034 2 337347|Renin 1,0E-02 -2,8 164 22 45097 7,6 11
1053 2 337347|Renin 6,5E-03 -2,8 140 N 45097 7,6 28
1056 2 337347|Renin 2,8E-02 -2,7 134 N 45097 7,6 30
1148| 2 4507171|Secreted protein, acidic, cysteine-rich (SPARC) 1,9E-02 -3,5 158 N 35465 4,5 17
1028 2 20139982(Serpin peptidase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 7 5,0E-02 -1,6 98 N 41329 6,6 14
1204 1 27769056(SERPINE2 protein (PAI-1) 2,1E-02 -1,9 99 N 44200 9,4 18
1239 1 27769056(SERPINE2 protein (PAI-1) 1,4E-02 -1,6 82 N 44200 9,4 18
1657 2 553801|Thrombospondin 1 chain A 1,1E-03 -2,9 111 N 22972 7,0 41
1645 2 553801{Thrombospondin 1 chain A 2,9E-02 -2,1 130 N 22972 7,0 42
1699 2 553801{Thrombospondin 1 chain A 3,3E-02 -1,8 114 N 27858 5,2 34
1744 1 553801{Thrombospondin 1 chain A 7,9E-03 -1,8 145 74 22972 7,0 19
1630 2 553801{Thrombospondin 1 chain A 1,1E-02 -1,7 139 N 22972 7,0 33
1567 2 553801{Thrombospondin 1, chain A 1,2E-02 -2,6 100 42 22972 7,0 19
1805 1 553801|Thrombospondin chain A 1,1E-02 -3,6 191 N 22972 7,0 40
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1833 1 61620560(TIMP-1 9,1E-03 -1,7 97 N 16560 8,8 34
1865 1 61620560(TIMP-1 8,2E-03 -1,7 94 N 16560 8,8 29
1801 1 61620560(TIMP-1 3,0E-03 -2,3 107 48 21293 8,8 25

987 2 12654931{TXNDCS5 protein/protein disulfide isomerase family a, member 6 4,9E-02, -1,6 112 75 36725 5,3 12
1764 1 1418930|Type | collagen alpha 2 chain 1,9E-03 -4,3 117 73 37887 6,1 20
1532 2 32451581(Type | collagen alpha 2 chain 6,1E-03 -4,1 93 79 20373 5,5 7
1592 2 32451581(Type | collagen alpha 2 chain 2,4E-02 -3,5 103 89 20373 5,5 7
1828 1 85687376|type V collagen preproprotein, alpha 1 4,7E-02 -2,3 70 44| 184131 4,9 3
1114 2 47115317|vimentin 4,1E-02 -1,9 114 N 53619 4,8 26|

Proteinas aumentadas en su expresion en L2F6

1834 2 68085578(14-3-3 Protein 3,9E-02 2,1 143 N 29413 5,0 37
1802 2 68085578|14-3-3 Protein 1,6E-03 2,7 147 77 29413 5,0 21
1884 2 5803227|14-3-3 Protein Theta chain A 1,2E-02 2,7 175 112 29408 5,2 17
2465 1 4557251|ADAM 10 1,7E-02 2,7 100 40 58773 6,8 9
1351 1 1353386|adenosine kinase 3,9E-03 2,2 127 N 37887 6,1 23
1955 1 56208541 |calcyclin binding protein isoform 2 1,6E-02 1,9 92 N 21329 7,7 40
1457 1 12653873|Capping protein (actin filament), gelsolin-like 7,0E-03 1,9 154 70| 38779 5,9 26|
1735 2 55961619|chloride intracellular channel 1 1,4E-02 2,8 75 30| 27248 51 10
1676 2 55961619|chloride intracellular channel 1 4,7E-04 3,4 98| 45 27248 51 17
1736 2 55961619|chloride intracellular channel 1 6,9E-04 4,0 112 N 27248 5,1 31
1827 1 55961619|chloride intracellular channel 1 1,1E-02 2,9 110 N 27248 51 30
1781 2 15214636|Chloride intracellular channel 4 2,8E-03 2,3 133 96 28982 5,5 14
1922 1 15214636|chloride intracellular channel 4 2,4E-02 1,9 129 N 28982 5,5 37
1916 1 15214636|chloride intracellular channel 4 1,6E-03 2,1 124 53 28982 5,5 20
2590, 1 27695621|Coactosin-Like Protein 4,3E-03 1,9 90 51 16049 5,5 26
2340, 1 15147369|Cofilin 1 (non-muscle) 3,7E-03 2,9 131 59 15877 8,5 32
2403 1 15147369|Cofilin 1 (non-muscle) 1,6E-02 3,2 78 60 18719 8,2 18|
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2388 1 15147369|Cofilin 1 (non-muscle) 1,3E-02 3,6 131 59 15877 8,5 32
1945 1 1199487|collagen binding protein 2 7,4E-03 1,8 94 60| 46620 8,9 8
2409 1 1237406|Cu/Zn-superoxide dismutase/SOD 1 7,5E-03 1,9 131 N 16023 57 37
2279 2 1237406|Cu-Zn Human Superoxide Dismutase/SOD 1 2,3E-02 1,6 152 152 16096 5,9 48
2498 1 51895760|Cyclophilin A (peptidyl-prolyl isomerase A) 7,8E-03 2,6 108 57 18098 7,8 27
2051 2 31543380|Dj-1, chain A 3,5E-02 1,7 108 N 20063 6,3 47
2049 2 31543380|Dj-1, chain A 5,0E-02 2,0 110 N 20063 6,3 37
1510 2 38566211|Eukaryotic translation elongation factor 1 delta, isoform 2 2,9E-02 2,0 133 72 31217 4,9 25
1506 2 38566211|Eukaryotic translation elongation factor 1 delta, isoform 2 5,1E-04 2,2 104 26 31217 4,9 20|
2311 2 453133|eukaryotic translation initiation factor 5A 1,5E-02 2,5 171 55 17049 5,1 31
1280 1 55961217|fumarate hydratase precursor 2,5E-02 2,1 209 122 54773 8,9 20
2528 2 4504981|Galectin-1 7,1E-03 1,8 312 104 15048 53 57
2036 2 4504183|Glutathione Transferase P1-1, chain A 4,8E-03 1,9 107 N 23394 5,7 36|
2022 2 2204207|Glutathione Transferase, chain A 2,7E-02 1,7 175 78 23394 5,7 36|
1970 2 47496673|Growth factor receptor bound protein 2 5,1E-03 2,0 96 N 25304 5,9 27
1430 1 23879|MAPK- 40kDa protein kinase 4,9E-03 1,9 137 N 40794 6,7 28
1652 1 12804929|Mitochondrial malate dehydrogenase, precursor 2,4E-02 1,9 191 N 35965 8,9 35
2246 1 134665|Mitochondrial Manganese Superoxide Dismutase/SOD2 1,5E-02 1,9 100 38 22288 6,9 21
2618 1 417811|Mitochondrial Single Strand Dna Binding Protein 1,1E-03 2,5 100 17 15186 8,2 40
1352 1 3641398|NADP-dependent isocitrate dehydrogenase 9,4E-03 1,9 168 N 46944 6,3 33
2229 1 913159|neuropolypeptide h3 or prostatic binding protein 4,7E-04 2,3 144 N 21027 7,4 43
2451 1 66392203|NME1-NME2 protein 6,2E-03 2,6 112 88 32906 8,7 7
2254 2 4557797|non-metastatic cells 1, protein (NM23A) expressed in isoform b 5,2E-03 2,0 118 N 17309 5,8 42
2415 1 4557797|non-metastatic cells nucleoside-diphosphate kinase 1 9,6E-04 2,6 156 N 17309 5,8 68
1689 2 37594464|nudix hydrolase NUDT5 3,7E-02 1,5 88| N 24597 4,9 13
1897 2 3122258|p27BBP protein/eukaryotic initiation factor 6 3,8E-02 2,1 125 80 26845 4,6 15
2491 1 51895760|peptidylprolyl isomerase A (cyclophilin A) 2,3E-03 2,9 191 97 18229 7,7 46
2242 1 18204954 |peroxiredoxin 1 4,4E-03 2,6 96 N 22324 8,3 45
1742 1 5453908|phosphatidylinositol transfer protein, alpha 2,1E-02 1,9 90 N 32014 6,1 23
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1238 1 12653201|Phosphogluconate dehydrogenase 1,5E-03 1,8 176 118 53619 6,8 14
1243 1 5453842 |proliferation-associated 2G4, 38kDa 5,8E-03 1,6 118 N 44101 6,1 26
1917 1 13528948|Proteasome (prosome, macropain) subunit, alpha type, 3 7,3E-04 2,8 80 N 27858 5,2 23
1933 1 4506203|proteasome beta 7 subunit proprotein 1,8E-02 1,5 73 N 27978 7,1 14
1951 1 55977294 |proteasome beta 7 subunit proprotein 4,1E-03 1,9 96 22 25592 5,8 14
1537 2 85397510|pyrophosphatase 1 2,0E-03 1,8 97 79 33095 5,5 3
1711 1 38181963|Pyrophosphatase 1 7,4E-03 2,2 95 N 33095 5,5 24
1709 1 38181963|Pyrophosphatase 1 1,5E-02 1,7 72 N 33095 5,5 15
1009 1 31416989|pyruvate kinase, muscle 7,4E-03 2,1 149 N 60277 8,2 23
1874 2 76780069(Rho GDP dissociation inhibitor (GDI) alpha 2,0E-03 2,3 107 N 23250 5,0 29
1756 1 55749504|syntenin isoform 2 6,2E-03 1,8 98 N 31913 7,1 19
2011 2 4507511{TIMP-2 7,8E-03 1,7 180 125 21363 8,0 12
2026 2 4507511|TIMP-2 6,7E-03 1,5 222 129 24879 7,5 22
1545 1 48257056(Transaldolase 1 2,3E-03 1,7 111 58 37556 6,4 18|
2079 1 12653131|Ubiquitin carboxyl-terminal esterase L1 9,8E-04 3,0 176 N 25151 5,3 52
2076 1 21361091{Ubiquitin carboxyl-terminal esterase L1 (ubiquitin thiolesterase) 9,4E-03 2,2 130 69 24850 5,2 15
1953 2 21361091|ubiquitin carboxy-terminal hydrolase L1 2,6E-02 2,5 105 86 23354 5,3 8
2510 1 56203164|ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant 1 1,9E-03 2,1 112 51 11948 9,2 61
2558 1 80479362|Ubiquitin-conjugating enzyme E2N 7,6E-03 2,4 109 71 17184 6,1 19
2422 2 80479362|Ubiquitin-conjugating enzyme E2N 4,7E-03 2,1 131 93 17184 6,1 19

PROTEINAS EXPRESADAS DIFERENCIALMENTE EN EXTRACTOS CELULARES

Proteinas disminuidas en su expresion en L2F6

1243 3 693933|2-phosphopyruvate-hydratase alpha-enolase; carbonate dehydratase 3,0E-06 -1,8 517 276 47421 7,0 42
1585 3 74741321|acetyl-Coenzyme A acetyltransferase 2 1,4E-07 -1,9 231 153 41838 6,5 14
1047 3 5453595(adenylyl cyclase-associated protein 2,0E-09 -1,9 171 96 51926 8,1 16
1769 3 4502049|aldo-keto reductase family 1, member b1 (aldose reductase) 1,6E-09 -2,8 642 452 36099 6,6 35
1763 3 4757756/annexin A2 isoform 2 2,6E-10 -1,8 141 N 38808 7,6 33
1730 3 4757756/annexin A2 isoform 2 3,3E-08 -1,6 136 N 38808 7,6 28
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1749 3 4757756/annexin A2, isoform CRA_c 1,6E-04 -1,6 96 65 32600 5,9 6
1696 3 4502101[annexin | 9,4E-06 -1,6 160 N 38918 6,6 29

775 3 4758762[asparaginyl-tRNA synthetase, isoform CRA_b 1,0E-07 -1,6 200 99 63687 5,9 16

501 3 179830|caldesmon 4,8E-08 -1,8 247 112 62715 6,2 27

497 3 44680105|caldesmon 1 isoform 1 7,5E-07 -1,9 170 67 93232 5,6 15

513 3 15149465|caldesmon 1 isoform 5 4,0E-07| -1,5 223 95 61233 6,4 32
1834 3 4758018|calponin 2, isoform CRA_e 2,2E-08 -1,6 130 52 31829 7,6 18|
1036 3 5453595|CAP, adenylate cyclase-associated protein 1 (yeast), isoform CRA_b 3,7E-09 -1,7 98 64 51357 7,6 7
2032 3 14251209|chloride intracellular channel 1 1,4E-06 -1,7 102 48 27248 5,1 10
1988 3 14251209|chloride intracellular channel 1 2,8E-08 -1,7 392 180 27248 5,1 62
1199 3 4557491 |cleavage stimulation factor subunit 1 2,4E-05 -1,8 270 109 49125 6,1 29
1061 3 8922699|CNDP dipeptidase 2 1,2E-09 -2,2 271 81 53088 5,6 21
1226 3 4557499|C-terminal binding protein 2 isoform 1 1,9E-05 -1,7 122 64 49427 6,5 8
1090 3 181573|cytokeratin 8 2,2E-08 -2,2 239 N 53529 5,5 30
1083 3 181573|cytokeratin 8 9,3E-06 -1,5 224 N 53529 5,5 37,

789 3 4503377|dihydropyrimidinase-like 2 1,6E-11 -1,8 191 N 62711 6,0 26
2079 3 55274010|ENC-1AS [Homo sapiens]/hexosaminidase B 1,6E-08 -1,6 103 71 38519 6,0 6
1187 3 693933|enolase 1 2,1E-05 -1,9 241 102 47421 7,0 32
1236 3 4503571|enolase 1 1,2E-05 -1,8 119 N 47481 7,0 24
1223 3 4503571|enolase 1 4,0E-09 -1,8 212 59 47481 7,0 28
1860 3 33413400|esterase D/formylglutathione hydrolase, isoform CRA_a 8,8E-05 -1,5 181 76 29161 6,6 23

508 3 21614499|ezrin 7,4E-09 -1,6 482 209 69484 5,9 38
1904 3 4826659|F-actin capping protein beta subunit 5,0E-07 -1,6 207 N 30952 5,7 46
1531 3 4557305|fructose-bisphosphate aldolase A 1,9E-08 -2,0 219 65 39851 8,3 30
1459 3 4557587|fumarylacetoacetate hydrolase (fumarylacetoacetase) 6,4E-08 -1,8 129 92 46743 6,5 5
1420 3 178045|gamMa-actin 3,7E-06 -1,7 109 71 26147 5,7 11
1041 3 17380385|Glucose-6-Phosphate Isomerase 4,5E-08 -1,7 148 105 63336 7,8 6
1042 3 17380385|Glucose-6-Phosphate Isomerase 2,5E-07 -1,7 120 64 63336 7,8 7
1764 3 7669492 (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 1,3E-06 -1,9 208 86 36201 8,6 23
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551 3 600727|glycyl-tRNA synthetase 3,9E-07 -1,5 112 N 78166 5,9 13

569 3 386758|GRP78 precursor/heat shock 70kda protein 5 1,5E-06 -1,8 608 407 72185 5,0 26|
2133 3 4504517|heat shock protein beta-1 1,3E-06 -2,5 170 78 22826 6,0 32
2148 3 4504517|heat shock protein beta-1 1,5E-09 -1,7 420 218 22826 6,0 48
1064 3 6996014 histidyl-tRNA synthetase, isoform CRA_a 1,2E-07 -1,7 131 64 50162 5,3 12
2150 3 6225527|isopentenyl-diphosphate Delta-isomerase 1,4E-09 -1,8 113 81 26776 5,9 9

762 3 11935049|keratin 1 1,6E-09 -2,1 111 N 66170, 8,2 22
1987 3 11935049|keratin 1 2,6E-07 -1,7 105 N 66170, 8,2 22

202 3 11935049 |keratin 1 4,0E-03 -1,6 103 N 66198 8,2 20

294 3 4959425|lysyl oxidase-like protein 2 2,9E-04 -1,5 161 102 72708 6,3 9
1314 3 20127486|mannose 6 phosphate receptor binding protein 1 5,9E-06 -1,5 318 189 47189 53 25
1936 3 70995422|NAD(P)H menadione oxidoreductase 1, dioxin-inducible isoform ¢ 4,3E-07| -2,0 145 61 26406 8,8 15
1261 3 930063|neurone-specific enolase 3,6E-07 -2,4 137 N 47467 4,9 22
1084 3 5031977|nicotinamide phosphoribosyltransferase precursor 1,3E-09 -1,8 99 70 55772 6,7 3
2231 3 32483377|peroxiredoxin 3 4,5E-06 -1,6 129 80 11158 6,1 24
2153 3 4758638|peroxiredoxin 6 9,2E-08 -2,1 251 77 25133 6,0 38
2100 3 4505753|phosphoglycerate mutase 1 (brain) 4,4E-05 -1,6 130 72 22822 5,8 19
1087 3 16877641|Proline-rich coiled-coil 1 2,3E-08 -2,4 134 104 46598 5,6 6

849 3 63252888|prolyl 4-hydroxylase, alpha I subunit isoform 2 precursor 1,6E-07 -1,7 182 85 61296 5,7 20
2021 3 5453990|proteasome activator subunit 1 isoform 1 4,2E-10 -2,0] 179 70 28876 5,8 28

833 3 57863257|T-complex protein 1 isoform a 5,1E-11 -2,4 164 68 60819 5,8 12
2324 3 55960374|transgelin 2 3,8E-08 -1,6 508 207 21244 7,6 65
1523 3 55960374|transgelin 2 2,6E-06 -1,5 473 254 21244 7,6 63

473 3 39777597|transglutaminase 2 isoform a 8,6E-07| -2,6 465 205 78420 51 39
2172 3 4507645|triosephosphate isomerase 1 5,9E-08 -1,7 685 349 26938 6,5 75
2273 3 1617118|TSA /peroxiredoxin 2 1,5E-05 -2,4 172 78 18486 5,2 28
2186 3 4185720|ubiquitin carboxy-terminal hydrolase L1 5,3E-09 -2,0 249 101 23354 5,3 44
1012 3 19913428|vacuolar H+ATPase B2 1,5E-05 -1,6 129 N 56807 5,6 19
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Proteinas aumentadas en su expresion en L2F6

664 3 4503841|ATP-dependent DNA helicase II, 70 kDa subunit 5,7E-07| 1,5 194 77 70084 6,2 16
1340 3 6912240(adaptor-related protein complex 3, mu 1 subunit 1,4E-07 1,9 131 75 47251 6,5 9
677 3 4501993|alkylglycerone phosphate synthase 3,5E-05 1,6 214 N 60803 6,0 29
341 3 2804273(alpha actinin 4 9,6E-07| 1,7 203 127| 102661 53 8
414 3 10863945|ATP-dependent DNA helicase || 6,8E-09 2,3 307 102 83222 5,6 25
670 3 4503841|ATP-dependent DNA helicase Il, 70 kDa subunit 1,7E-08 1,9 194 89 70084 6,2 17
2233 3 4757834|BCL2-associated athanogene 2 1,6E-08 2,1 180| 103 23928 6,3 19
347 3 21361370|brain glycogen phosphorylase 1,3E-06 1,7 91 51 97319 6,4 3
887 3 31542947|chaperonin 3,8E-09 1,7 401 242 61187 5,7 23
855 3 31542947|chaperonin 5,7E-08 1,9 134 104 39434 6,7 7
881 3 31542947|chaperonin 4,1E-05 1,7 686 430 61187 5,7 36|
853 3 4502643|chaperonin subunit 6A 1,5E-05 1,5 167 107 54103 5,8 11
1396 3 38327625|citrate synthase precursor 2,5E-09 1,8 145 N 51908 8,5 19
716 3 14149734|coronin, actin binding protein, 1b 1,6E-05 1,6 149 35 54755 5,7 12
1157 3 12654373|DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 39 2,1E-05 2,1 207, 85 44807 6,5 18
583| 3|  87196351|DEAD/H (Asp-Glu-Ala-Asp/His) box polypeptide 3 7,9E-08 1,7 122 73| 73597 6,7 5
2295 3 55960004|dynactin 3 (p22) 6,3E-03 1,6 108 85 11875 9,8 8
2096 3 1922287|enoyl-CoA hydratase 1,0E-07 1,5 190 102 31807 8,3 19
1288 3 39644794 |eukaryotic translation elongation factor 1 gamMa 3,8E-07 2,6 202 75 44869 6,1 25
330 3 4503483|eukaryotic translation elongation factor 2 1,3E-06 1,6 378 155 96246 6,4 25
343 3 4503483|eukaryotic translation elongation factor 2 9,6E-07, 1,7 410 177 96246 6,4 25
1117 3 4507115|fascin 1 4,2E-05 1,5 221 52 55123 6,8 26
1104 3 4885281|glutamate dehydrogenase 1 3,8E-05 1,6 463 148 61701 7,7 45
2249 3 4504183|Glutathione S-transferase Pl 1,1E-03 1,7 164 65 23394 57 35
1128 3 517196|G-rich RNA sequence binding factor 1 isoform 2 1,9E-03 1,5 137 58 36761 5,5 15
880 3 31542947|heat shock 60kda protein 1 (chaperonin) 3,5E-07 2,4 241 107 60813 5,8 20|
585 3 24234688|heat shock 70kDa protein 9 precursor 3,0E-05 1,7 486 280 73920 5,9 30
1125 3 5031753|heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H1 4,6E-07, 1,6 191 N 49484 5,9 33
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800 3 11527777|heterogeneous nuclear ribonucleoprotein | 6,6E-09 1,7 233 N 62515 7,1 34
824 3 55958544 |heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K 1,0E-04 1,5 206 63 47756 5,5 25
813 3 11527777|heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L, isoform CRA_a 8,7E-11 1,6 166 N 60693 6,8 25
814 3 11527777|heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L, isoform CRA_a 4,0E-09 2,7 167 N 60693 6,8 29
1377 3 62898213|interleukin enhancer binding factor 2 variant 4,3E-04 1,7 114 63 43249 5,2 9
1812 3 11935049|keratin 1 4,7E-07 2,4 109 N 66198 8,2 15
1640 3 11935049|keratin 1 1,0E-12 1,6 71 N 66198 8,2 10
2189 3 11935049|keratin 1 5,1E-03 2,1 77 N 66198 8,2 11
1343 3 21961605|Keratin 10 2,4E-09 1,8 76 N 59020 51 10
687 3 5031877|lamin B1 5,5E-05 1,5 509 180 66653 51 45
200 3 7678804|mitochondrial isoleucine tRNA synthetase 4,9E-06 1,8 134 51| 112699 6,4 8
1576 3 2737886|NAD+-specific isocitrate dehydrogenase beta precursor 9,6E-07 1,6 162 76 42470 8,6 13
45 3 39645205|NOMO3 protein 6,5E-06 1,6 83 71 90388 5,5 1
1361 3 833999|P43 6,9E-08 1,8 183 N 49844 7,7 32
432 3 55666250|phosphofructokinase, platelet 2,0E-07 1,8 146 N 86516 8,9 12
591 3 14530105(septin 9 5,7E-11 1,7 160 74 64926 7,2 12
1173 3 19923315|serine hydroxymethyltransferase 2 (mitochondrial) 2,7E-10 1,7 163 N 56414 8,8 25
187 3 77404397|staphylococcal nuclease domain containing 1, isoform CRA_a 5,3E-07 1,6 110 49 59542 5,7 9
1501 3 7305503(stomatin (EPB72)-like 2 1,0E-12 1,6 193 97 38624 6,9 21
766) 3 5803181|stress-induced-phosphoprotein 1 (Hsp70/Hsp90-organizing protein) 4,0E-06 1,7 167 81 63227 6,4 17
942 3 3820535|thioredoxin reductase 1 2,0E-05 1,6 163 53 57918 6,1 15
379 3 23241743|Transducin (beta)-like 3 2,6E-06 1,6 207 94 90248 6,4 13
1250 3 46593007|ubiquinol-cytochrome c reductase core protein | 6,0E-06 1,7 147 91 53297 5,9 9
124 3 62897997|vacuolar protein sorting 35 (yeast), isoform CRA_b 1,6E-04 1,5 230 82 89150 5,4 14

141



ANEXO Il

REACTIVOS UTILIZADOS EN PROTEOMICA

Solucidn de lisis 1.2 x (BL)
Urea 10.1g
Tiourea 3.66g
CHAPS 1g

TCEP-HCI* 400 pl 0.1M stock

Agua MilliQ  c.s.p. 20 ml

Afadir IPGbuffer 3-10 1/ antes de usar

*TCEP-HCI 0.1M stock 53.7mg en 2 ml agua milliQ

Solucion de rehidratacion (BR)

Urea 10.5g
Tiourea 3.75
CHAPS 0.5g

Pizca de azul de bromofenol

Agua MilliQ c.s.p. 25 ml

1x
™
2M
4/
2mM

Se agrega IPGbuffer 0.5/ (5 ul/ml) antes de usar (del pH correspondiente a la tira a utilizar) y DTT (50

mM (7.7 mg/ml).

Solucidn de equilibracién

Tris-HCI (4x resolving buffer)
Urea

Glicerol 87/ v/v

SDS

Pizca de azul de bromofenol

Agua MilliQ

(BE)

10 ml

72.07 g 6M
69 ml

4g

c.s.p. 200 ml

Se agrega DTT (1/ p/v) o IAA (4/ p/v) antes de usar

1x

50 mM

30/ v/v
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Cocktail inhibidores de proteasas (concentraciones finales)
Soluciones stock 100 X:

Aprotinin 0.1 ug/ml (soluble en agua)

PMSF 20 ug/ml (soluble en isopropanol)

E-64 0.5 ug/ml (soluble en agual:etanol 1:1)

Bestatin 40 ug/ml (soluble en metanol)

(Pepstatin) 0.7 ug/ml (soluble en metanol)

(EDTA) 0.5-1 mM (soluble en agua a pH 8-9)

Solucion de acrilamida

Acrilamida 30/ p/v 60 g
N-N’metilenbisacrilamida 0,8/ p/v 16¢g
Agua bidestilada 200 ml

Resolving Buffer

Tris 1,5M 181,7 ¢
Agua bidestilada 750 ml
HCI ajustar a pH 8,8
Agua bidestilada llevara 1l
SDS 10/

SDS 10/ p/v 50g

Agua bidestilada 50 ml

Buffer de electroforesis 1X

Tris 25 mM 30,3g
Glicina 192 mM 144 g
SDS 0,1/ p/v 10g

Agua bidestilada 10L

Persulfato de amonio
Persulfato de amonio 10/ p/v 0,1¢g
Agua bidestilada 1ml

143



Maria Romina Girotti- Tesis doctoral

SOLUCIONES UTILIZADAS EN CULTIVO CELULAR

Medio de Cultivo MEL c/hepes:(2 1)

- DMEM/F-12=24 g

-HEPES= 15mM ( es decir 7.149 g )

-NaHCO3=4.88g

-acido ascdrbico=35.2 mg

-galactosa= 600 mg

-glutamina= 584 mg

-estreptomicina= 265 mgy penincilina= 127 mg (o 20 ml de P/E 100x)
-insulina 2000x (cc 10mg/ml)= 1ml

Medio de Cultivo MEL s/hepes (2l)

-DMEM/F-12=24 g

-NaHCO3=4.88g

-acido ascdrbico= 35.2 mg

-galactosa= 600 mg

-glutamina= 584 mg

-estreptomicina= 265 mg y penincilina= 127 mg (o 20 ml de P/E 100x)
-insulina 2000x (cc 10mg/ml)= 1ml
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