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Resumen

Rol y mecanismos de accion de RSUME en la regulacion

de PTTG e impacto en un modelo tumoral hipofisario

Los tumores de hipdfisis son adenomas benignos de incidencia frecuente que se originan a
partir de los distintos tipos celulares hipofisarios por expansion clonal. En todos los tipos de
adenomas hipofisarios se ha visto una sobreexpresion de pituitary tumor transforming gene
(PTTG). PTTG facilita la progresion del ciclo celular ya que actua como securina, regulando
la correcta separacion de las cromatidas hermanas en metafase, entre otras funciones. Por
tratarse de un regulador del ciclo celular, el balance de los niveles de expresion de PTTG en
la célula es importante, y la desregulacién de estos niveles por defecto o exceso conduce a
inestabilidad gendmica, aneuploidia, apoptosis, dafio al ADN, y conlleva al desarrollo de
tumores. Se desconoce la causa que provoca el desbalance de PTTG al momento inicial del
desarrollo de tumores de hipodfisis. En este trabajo identificamos y describimos por primera
vez un mecanismo de desregulacion de los niveles de expresion de la proteina PTTG, que
desencadena su accion como oncogen, permitiendo el avance de la tumorigenicidad
hipofisaria. El mismo involucra la sobreexpresion de RWD-containing sumoylation enhancer
(RSUME) al momento inicial del proceso tumoral y, como consecuencia, la induccion de la
modificacion de PTTG por SUMO, reduciendo su degradacion por ubiquitinacion vy
aumentando su estabilidad proteica. Este efecto de RSUME conduce a un aumento de la
actividad PTTG vy conlleva a hiperactividad del ciclo celular, aneuploidia, anormalidades
cromosomicas, células multinucleadas y otros efectos tumorigénicos mediados por PTTG.
Ademas, demostramos que PTTG y RSUME colocalizan a nivel celular y su expresion

correlaciona positivamente en adenomas hipofisarios humanos.

Palabras claves: PTTG, RSUME, tumores de hipdfisis, sumoilacién, ubiquitinacion, ciclo

celular, securina






Abstract

Role and mechanisms of action of RSUME in regulating

PTTG and impact in a pituitary tumor model

Pituitary tumors are benign adenomas of frequent incidence originating from different
pituitary cell types by clonal expansion. In all types of pituitary adenomas has been an
overexpression of pituitary tumor transforming gene (PTTG). PTTG facilitates cell cycle
progression by acting as securin, regulating the correct separation of sister chromatids in
metaphase. Being a cell cycle regulator, the balance of PTTG expression levels in the cell is
important, and deregulation of these default levels or excess leads to genetic instability,
aneuploidy, apoptosis, DNA damage, among others, and leads to the development of
tumors. The underlying cause of the imbalance of PTTG the initial stage of development of
pituitary tumors is unknown. In this paper we identify and describe for the first time a
mechanism for deregulation of the expression levels of PTTG protein, which triggers its
action as oncogene, allowing the advance of pituitary tumorigenicity. It involves
overexpression of RWD-containing sumoylation enhancer (RSUME) at the initial moment of
the tumor process and, as a result, induction of PTTG by SUMO modification, reducing
degradation by ubiquitination and increasing protein stability. This effect of RSUME leads to
an increase of PTTG activity and leads to hyperactivity of the cell cycle, aneuploidy,
chromosomal abnormalities, multinucleated cells and other tumorigenic effects mediated by
PTTG. Furthermore, we demonstrate that PTTG and RSUME colocalize at the cellular level

and its expression correlates positively in human pituitary adenomas.

Keywords: PTTG, RSUME, pituitary tumors, sumoylation, ubiquitination, cell cycle, securin
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Introduccion

I.1. Modificacién de proteinas por SUMO

Las modificaciones post-traduccionales de proteinas por unién covalente de grupos
quimicos, lipidos, azucares y otras proteinas son importantes para la regulacion espacial y
temporal de su funcidon debido a que pueden causar cambios rapidos de proteinas
preexistentes. El subconjunto de estas modificaciones basadas en el acoplamiento de otras
proteinas incluye a ubiquitina (Ub), la primera de estas originalmente descripta
(Ciechanover, 1994), y las proteinas del tipo Ub (Ubls, del inglés ubiquitin-like proteins
(Hochstrasser, 2009)), que incluyen a SUMO (del inglés Small Ubiquitin-like MQdifier)
(Geiss-Friedlander y Melchior, 2007).

La sumoilacion es una rapida y reversible modificacién post-traduccional que consiste en la
unioén covalente de la proteina SUMO a una proteina blanco (Hay, 2005). Originalmente, la
sumoilacion se consideraba un proceso nuclear, pero cada vez mas proteinas citosélicas o

de membrana se identifican como blanco de sumoilacién (Martin et al., 2007).

I.1.A. SUMO y Ubiquitina

A pesar de su falta de similitud de secuencia (~18% homologia), Ub y SUMO son pequefas
proteinas (Ub ~8.5kDa, SUMO ~11kDa), de un solo dominio, que comparten el mismo
plegamiento B-GRASP (Bayer et al., 1998; Vijay-Kumar et al., 1987) (Figura 1). Sin
embargo, sus residuos de superficie y sus distribuciones de carga son diferentes, apoyando
las distintas funciones de estos modificadores de proteinas. Otra diferencia incluye la
existencia de cuatro isoformas de SUMO en mamiferos (SUMO-1, 2, 3 y 4) frente a una sola
forma de Ub.

Todas las proteinas SUMO contienen una secuencia de 10-25 aminoacidos no
estructurados en su N-terminal que no se encuentra en otras proteinas Ubls. Ademas, todas
las proteinas SUMO se expresan en una proforma inmadura, conteniendo un segmento

carboxilo C-terminal de largo variable (2 a 11 aminoacidos) luego del dipéptido
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Introduccion

glicina-glicina que es invariable y marca el extremo C-terminal de la proteina madura,
procesada por hidrolasas. Las formas maduras de SUMO-2 y SUMO-3 comparten 97% de
identidad de secuencia aminoacidica y solo tienen ~47% de identidad con SUMO-1
(Lapenta et al., 1997). SUMO-2 y SUMO-3 son capaces de formar cadenas debido a que
poseen un extremo N-terminal flexible, que esta ausente en SUMO-1. Se cree que SUMO-1
y SUMO-2/3 tienen funciones distintas in vivo porque son conjugadas a diferentes proteinas
blanco (Rosas-Acosta et al., 2005; Vertegaal et al., 2006).

En cuanto a SUMO-4, su relevancia fisioldgica no esta clara ya que su mensajero solo se
expresa en células de rifidn y bazo, y se desconocen sus sustratos (Bohren et al., 2007). Se

piensa que SUMO-4 es un pseudogen o actua por interaccidon no covalente.

A' . B W - -
UBIQUILING  ccmccmccccccccaaee Tr¥xTLTCETITL szi;;; "
9 ~ ” & r '.‘).1 o i
SUMO-1 fispoeafesTeoc :txlvy.-- E con ‘.' 8 n
SUMO-2 SREKPRE -~ VROTK 'uiﬂx. x:nr:« Coi LSRG )
SUMO-.3 YADERPEE -~ Urylx,‘p- L‘?TL“" "E"( L SHROT o

SUMO-1

-
3

Figura 1. Comparacion de la secuencia primaria y la estructura tridimensional de Ubiquitina,
SUMO-1 y SUMO-2/3. A. Alineamiento de secuencias de las formas maduras de Ub, SUMO-1,
SUMO-2 y SUMO-3 humanas. Los residuos que son idénticos en las cuatro proteinas se muestran
en rojo, los residuos con cambios conservativos se muestran en verde, y los residuos que son
idénticos entre los SUMO se muestran en azul. B. Diagrama representando las estructuras de NMR
de Ub (UniProt: 1D3Z), SUMO-1 (UniProt: 1A5R) y SUMO-2 (UniProt: 2AWT) humanas. A pesar de
su baja homologia de secuencia, Ub y SUMO comparten una estructura tridimensional altamente
conservada. Las estructuras de SUMO-2 y SUMO-3 son idénticas ya que solo difieren en tres
residuos de su secuencia primaria madura. Figura adaptada de Martin et al., 2007.
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Introduccion

1.1.B. Funciones

Las diferencias entre Ub y SUMO se traducen en distintas roles fisioldgicos. Inicialmente, la
Ub se identificé por su capacidad de dirigir a degradacién a las proteinas via el proteasoma
26S (Hershko y Ciechanover, 1982), mientras SUMO fue caracterizado por realizar lo
contrario, conduciendo a la estabilizacién de las proteinas blanco. Es decir, clasicamente
las vias de SUMO y Ub han sido descriptas por tener un rol antagénico (Huang y D'Andrea,
2006). Incluso, se conocen algunas proteinas donde la conjugacion de SUMO ocurre en la
misma lisina que es blanco de ubiquitinacién. Asi, la lisina sumoilada no puede ser
ubiquitinada, lo que resulta en la estabilizacion de la proteina blanco. Este es el caso de IkB
cuya estabilizacion por SUMO resulta en la inhibicion de la actividad transcripcional de NF-
kKB (Desterro et al., 1998).

Sin embargo, otros estudios han revelado que SUMO y Ub no son simplemente antagénicos
sino que muestran distintos tipos de interaccion (Ulrich, 2005). También son complejas las
interacciones entre SUMO y otras modificaciones post-traduccionales como acetilaciéon y
fosforilacion (Anckar y Sistonen, 2007). Estas interacciones aumentan aun mas el espectro
de funciones.

Esta claro que la sumoilacion regula la actividad y/o localizacion sub-celular de proteinas
modificando, principalmente, interacciones proteina-proteina (Gill, 2004). EI numero de
procesos celulares reportados que son regulados por la sumoilacién incluyen transcripcion
(Sapetschnig et al., 2002; Savare et al., 2005; Valin y Gill, 2007; Verger et al., 2003; Yang y
Sharrocks, 2004), estructura de la cromatina (Ouyang y Gill, 2009), reparacion del ADN y
estabilidad gendmica (Heideker et al., 2009; Lee y O'Connell, 2006; Zhao y Blobel, 2005),
vias de senalizacién celulares (Miyazono et al., 2008; Yang et al., 2003) y funcién neuronal
(Dorval y Fraser, 2007; Martin et al., 2007; Navascues et al., 2008; Wilkinson et al., 2008),
ademas de control del ciclo celular, respuesta a estrés, endocitosis y trafico vesicular

(Anckar y Sistonen, 2007; Kerscher et al., 2006; Ulrich, 2005).
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Introduccion

De particular interés son las modificaciones post-traduccionales de las proteinas
reguladores del ciclo celular. Estas modificaciones han sido objeto de una amplia
investigacion para comprender tanto fisiolégica como fisiopatoldgicamente la division celular
(Gutierrez y Ronai, 2006; Wan et al., 2012). Se conoce un complejo conjunto de proteinas
quinasas, ligasas de Ub y Ubls como SUMO que actuan en conjunto controlando y
garantizando una distribucion igual e idéntica del genoma a cada célula hija en mitosis.

La delecién de los genes de SUMO o de los componentes de la via de sumoilacién es fatal

para las células de mamiferos (Hayashi et al., 2002).

I.1.C. Mecanismo de conjugacion

La unién covalente de Ub y Ubls requiere una serie de pasos secuenciales llevados a cabo
por las enzimas activadora (E1), conjugasa (E2) y ligasa (E3) que catalizan la formacion de
un enlace entre la glicina del extremo C-terminal de la Ub o la Ubl, a un residuo lisina de la
proteina blanco (Hochstrasser, 2000; Hochstrasser, 2009; Kerscher et al., 2006; Schwartz y
Hochstrasser, 2003; Tatham et al., 2001). Mdultiples rondas de este proceso de modificacion
conduce a la formacion de cadenas de SUMO o Ub.

En la conjugacion de SUMO especificamente, el primer paso consiste en la activacion de
SUMO por la enzima activadora E1 especifica de SUMO, un heterodimero de las proteinas
SAE1/SAE2 en mamiferos (Desterro et al., 1999; Gong et al., 1999; Johnson et al., 1997)
(Figura 2). Esta reaccion utiliza ATP para la formacion de un intermediario SUMO-
adenilato, en el que el extremo C-terminal de SUMO esta covalentemente unido a AMP. La
ruptura de la union SUMO-AMP es seguida de la formacion de un enlace tioester entre el
grupo carboxilo del C-terminal de SUMO y el grupo -SH de la cisteina catalitica en SAE2
(C173). En el segundo paso de la reaccion, SUMO es transferido desde SAE2 a la enzima
conjugasa E2 especifica de SUMO, Ubc9, formando un nuevo enlace tioester, esta vez
entre la cisteina catalitica de Ubc9 (C93) y el grupo carboxilo de la glicina C-terminal de

SUMO (Desterro et al., 1997; Johnson y Blobel, 1997). Una caracteristica que diferencia a
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Introduccion

Ubc9 del resto de las enzimas E2 de las Ubls es su capacidad de reconocer al sustrato
proteico directamente. De esta manera, el complejo entre SUMO y Ubc9 unidos mediante
un enlace tioester (Ubc9~S~SUMO) cataliza la formacion de la unidn isopeptidica entre
SUMO vy el sustrato (Capili y Lima, 2007; Desterro et al., 1997; Lin et al., 2002; Reverter y
Lima, 2005; Yunus y Lima, 2006). Si bien Ubc9 es capaz de transferir a SUMO directamente
al sustrato in vitro, este proceso es facilitado in vivo por E3 ligasas de SUMO (Hay, 2005;
Hochstrasser, 2001). Las E3 ligasas facilitan la transferencia de SUMO a la proteina blanco,
regulan la seleccion de sustrato y el grado de sumoilacién in vivo (Melchior et al., 2003). Las
E3 ligasas de SUMO caracterizadas hasta la fecha incluyen a miembros de la familia
Siz/PIAS (del inglés Protein Inhibitor of Activated Stat), la proteina del complejo del poro
nuclear RanBP2 (del inglés Ran binding protein 2), Pc2 (del inglés Polycomb group 2) y la
proteina Topors (del inglés Topoisomerase I-binding,RS domain-containing protein). Las
proteinas de la familia Siz/PIAS son similares a la familia de las E3 ligasas de Ub que
contienen dominios RING, las cuales funcionan como adaptadores aproximando al sustrato
y a la E2 cargada con Ub (Deshaies y Joazeiro, 2009; Joazeiro y Weissman, 2000). Las E3
ligasas RanBP2 y Pc2 no estan relacionadas con ninguna E3 ligasa de Ub (Kagey et al.,
2003; Pichler et al., 2002; Pichler et al., 2004). RanBP2 es parte del complejo del poro
nuclear y cataliza la transferencia de SUMO-1 a los sustratos Sp100 y HDAC4 (Kirsh et al.,
2002; Pichler et al., 2002). Mientras que RanBP2 y Siz/PIAS actuan como verdaderos
catalizadores (Pichler et al., 2002; Pichler et al., 2004; Yunus y Lima, 2009), no esta claro si
Pc2 también lo hace (Geiss-Friedlander y Melchior, 2007). Topors es una E3 ligasa de
SUMO especifica para los sustratos p53 y Topoisomerasa | (Hammer et al., 2007; Weger et
al., 2005). Llamativamente, esta proteina contiene un dominio RING y un dominio RS, pero
se desconoce el mecanismo mediante el cual aumenta la sumoilacion.

En los ultimos afios se produjo un gran avance en el descubrimiento de como se regula el
proceso de sumoilacion, pero solo se conoce un numero limitado de componentes

responsables de la compleja regulacion de este proceso (Geiss-Friedlander y Melchior,
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Introduccion

2007). Recientemente se identifico a la proteina RSUME (del inglés RWD-containing
sumoylation enhancer) como un enhancer de la sumoilacién general (Carbia-Nagashima et
al., 2007), que se describe en detalle en el Capitulo IV. A diferencia del proceso de
ubiquitinacion, en sumoilacién existe una unica enzima E2, Ubc9, lo que hace pensar que la
participacién de proteinas accesorias como RSUME resulta clave para la regulacién del

proceso (Metzger et al., 2014).

@ 2 N
ATP
S
AMP+PP
EProteing
L blanco

Figura 2. Mecanismo de sumoilacion. SUMO es sintetizado como precursor y procesado por
proteasas especificas de SUMO (Senp). Luego, SUMO es activado por un proceso dependiente de
ATP que resulta en la formacion de una unién thioester con la enzima E1. El SUMO activado es
transferido a la cisteina del sitio activo de la enzima E2. La enzima E2 puede directamente reconocer
a la proteina sustrato de sumoilacién y catalizar la transferencia de SUMO a ella, o puede participar
una enzima E3 en este proceso. Ambos caminos resultan en la formacion de una unién isopeptidica
entre SUMO vy la lisina blanco del sustrato. Posteriomente, SUMO puede ser removido de la proteina
blanco mediante la actividad isopeptidasa de Senp. Figura adaptada de Gillies y Hochstrasser, 2012.

1.1.D. De-sumoilacidn e inhibicion de la sumoilacion

La sumoilaciéon es una modificacion reversible dado que existe una familia de cistein
proteasas especificas de SUMO, compuesta por seis proteinas en humanos denominadas
Senp-1, 2, 3, 5, 6 y 7 (Drag y Salvesen, 2008; Kim y Baek, 2009; Mukhopadhyay y Dasso,
2007; Yeh, 2009) (Figura 2). Estas proteasas, ademas de su funcién como isopeptidasas,
poseen actividad de hidrolasa C-terminal necesaria para la maduracion de las proteinas

SUMO antes de ser conjugadas a un sustrato (Drag y Salvesen, 2008) . Las distintas Senp
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Introduccion

difieren en su actividad isopeptidasa e hidrolasa y también difieren en su selectividad por los
distintos SUMO (Mukhopadhyay y Dasso, 2007).

También se identificd una proteina del adenovirus aviar CELO, denominada Gam1, como
un inhibidora general de la sumoilacion de proteinas ya que inactiva a la enzima
SAE1/SAE2 e induccion de la degradacion de las enzimas SAE1/SAE2 y Ubc9 (Boggio et

al., 2004).

I.1.E. Secuencia consenso de conjugacion a SUMO

Tradicionalmente se creia que la proteina blanco de sumoilacidén tenia que contener una
secuencia consenso para la conjugacion de SUMO definida como WKX[D/E] (donde W es
un aminoacido grande e hidrofdbico, K es la lisina blanco de la reaccion, X es cualquier
aminoacido, D es acido glutamico y E es acido aspartico) y ademas tenia que contener una
sefial de localizacion nuclear para ser modificada por SUMO in vivo (Rodriguez et al., 2001).
Sin embargo, el numero de proteinas sumoiladas reportadas que se desvian de la
secuencia consenso 0 que no poseen tal secuencia esta en continuo crecimiento (Andersen
et al., 2009; Vertegaal et al., 2006; Vertegaal et al., 2004), de modo que los métodos de
prediccion de secuencias blanco de sumoilacion se actualizan continuamente. En cuanto al
requerimiento de localizacion nuclear, se ha descartado como generalidad dado que
depende de cada caso especifico y de las redes de interacciones de cada proteina (Geiss-
Friedlander y Melchior, 2007).

Adicionalmente, algunas proteinas tienen un sitio de sumoilacion dependiente de
fosforilacion, PDSM (del inglés Phosphorylation-Dependent Sumoylation Motif). Este motivo
consiste en la secuencia convencional mencionada anteriormente seguida de entre 2 y 5
aminoacidos cualquiera, seguidos de una serina fosforilada y una prolina (WKXD/EX,.spSP)
(Hietakangas et al.,, 2006). Se postula que la carga negativa del grupo fosfato podria
estimular la interaccion entre Ubc9 y el sustrato (Mohideen et al., 2009). Por andlisis de

secuencias de muchos sustratos de sumoilacion se le asigna un rol importante a los
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residuos cargados negativamente en posiciones hacia el extremo carboxilo de la lisina
aceptora (Blomster et al.,, 2009). Esto llevé a la identificacion de un segundo motivo
extendido, NDSM (del inglés Negatively charged aminoacid-Dependent Sumoylation Motif).
Ambos motivos tienen en comun el hecho de que una carga negativa cerca del sitio
consenso minimo estimula la sumoilacion. Esto se debe a que una regién basica de la
enzima Ubc9 debe interaccionar con una region acida de la proteina blanco (Mohideen et
al., 2009; Yang et al., 2006).

Estudios recientes han descubierto nuevos motivos de conjugacion a SUMO como la
secuencia consenso invertida [D/EJXKWY y el motivo consenso ampliado con un cluster N-
terminal hidrofobico (Matic et al., 2010), por lo que la diversidad de sitios que sufren

modificacion por SUMO no se conoce completamente.

I.1.F. SUMO y estrés

La sumoilacion es un importante mecanismo de adaptacién homeostatica al estrés. Varios
tipos de estrés (osmdtico, térmico o heat shock, oxidativo) aumentan la sumoilacion a nivel
global por SUMO-2/3 y, en mucha menor medida, por SUMO-1 (Saitoh y Hinchey, 2000).
Ademas, el estrés por hipoxia y heat shock inducen la expresion de SUMO-1 (Saitoh y
Hinchey, 2000; Shao et al., 2004).

Los efectos del estrés celular sobre la sumoilacién varian para cada sustrato, y dependen

de la intensidad y duracién del estrés (Tempe et al., 2008).

1.2. Hipéfisis

La hipdfisis es una glandula pequena que se encuentra en la base del cerebro, sobre la fosa
del hueso esfenoides denominada silla turca (Figura 3). Consta de tres partes: I6bulo
anterior o adenohipdfisis, hipdfisis medial o pars intermedia, y I6bulo posterior o

neurohipdfisis. En los humanos la hipdfisis medial es practicamente inexistente pero en
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otras especies de vertebrados es mas grande y funcional. La adenohipéfisis es una
estructura glandular de origen epitelial, mientras que la neurohipdfisis esta formada por
tejido nervioso.

La hipdfisis anterior es una glandula muy vascularizada que actia como regulador central
del sistema enddécrino. Comprende varios tipos de células diferentes, cada uno responsable
de la sintesis y secrecion de una hormona especifica, que estan organizadas en lagunas
rodeadas de capilares sinusoides a los cuales se vierte la secrecion hormonal: las células
corticotrofas producen la hormona adrenocorticotrofica (ACTH), las células tirotrofas
producen la hormona estimulante de la tiroides o tirotrofina (TSH), las células somatotrofas
producen hormona de crecimiento (GH), los lactotrofos producen prolactina (PRL), y los
gonadotrofos producen hormona luteinizante (LH) y hormona foliculo estimulante (FSH). En
la glandula también encontramos células foliculo-estrelladas, no secretoras de hormonas,
pero que sintetizan numerosos factores con funciones autécrinas y paracrinas (Allaerts et
al.,, 1990). Estas hormonas regulan la funcién de diferentes tejidos y 6rganos: ACTH tiene
su efecto sobre la glandula adrenal; TSH en tiroides; GH en musculo, hueso, tejido adiposo
y demas tejidos corporales; PRL en glandula mamaria; LH y FSH en las gbénadas.

De esta manera, la hipdfisis regula el funcionamiento de las glandulas endocrinas mas
importantes del organismo. Un mal funcionamiento de la hipdfisis conduce a un
desequilibrio grave y total de todo el sistema enddcrino (Melmed, 2011b; Perez-Castro et

al., 2012).
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Figura 3. Ubicacion y estructura de la hipoéfisis. La hipdfisis se ubica debajo del tercer ventriculo
del cerebro, justo detras del quiasma 6ptico, y se apoya sobre la silla turca (ST) del hueso esfenoides
(SB). La hipdfisis de mamiferos estd compuesta de tres I6bulos, la hipdfisis posterior (PP), el 16bulo
intermedio, vy la hipdfisis anterior (AP). Los factores hipotalamicos son liberados a la eminencia media
y transportados por el sistema porta hipotalamo-hipofisario para actuar sobre las células secretoras
de la AP. Las distintas células secretoras liberan sus hormonas (ACTH, TSH, GH, PRL, FSH y LH) al
torrente sanguineo, y de esta manera acceden a sus distintos drganos blancos.

.2.A. Tumores hipofisarios

Cada uno de los tipos celulares de la hipdfisis anterior puede dar lugar a un subtipo de
tumor hipofisario que es o bien hormonalmente activo o inactivo (no funcional)
(Dworakowska y Grossman, 2012; Melmed, 2011a), dando lugar a un espectro de subtipos
de tumores hipofisarios definidos por sus caracteristicas bioquimicas/funcionales. Mientras
que la mayoria de los tumores de la hipdfisis comprenden adenomas de crecimiento lento
no metastasicos, aproximadamente un tercio se convertira en invasor y una proporcion muy

pequefia (~0,1%) se malignizara (Melmed, 2011a). Independientemente de las
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caracteristicas de crecimiento, los tumores hormonalmente activos dan lugar a sindromes
clinicos graves, como acromegalia o enfermedad de Cushing. Los tumores mas agresivos
(de crecimiento rapido) pueden dar lugar a sintomas debido al aumento en la masa
intracraneal, como hipopituitarismo y/o alteraciones visuales, y los tumores malignos, de
muy baja frecuencia, mostraran evidencias de diseminacién intra y/o extra-craneal (Mete et
al., 2012; Raverot et al., 2012).

Las patologias hipofisarias tienen una incidencia del 17% (Ezzat y Asa, 2006) y hasta una
décima parte de la poblacion humana muestra alguna evidencia de neoplasia hipofisaria en
la autopsia (incidentalomas). Estudios de autopsias demuestran que existe una mayor
incidencia con la edad, ya que mas del 30% de individuos de entre 50-60 anos de edad
presentaron tumores clinicamente indetectables (Asa y Ezzat, 1998; Kovacs et al., 2001).
Los tipos de tumores hipofisarios mas comunes son los prolactinomas y los
gonadotrofinomas no funcionantes (Melmed, 2011a). Los adenomas hipofisarios suelen
pasar desapercibidos, y en la mayoria de los casos se presentan como lesiones bien
delimitadas, de crecimiento lento, con bajo indice mitético, y raramente progresan a

malignidad (Melmed, 2011a).

La patogénesis de la formacion de tumores en la hipdfisis anterior ha sido estudiada
intensivamente. Se han postulado dos teorias acerca de los eventos fisiolégicos o
moleculares responsables de la tumorigénesis hipofisaria: la teoria de estimulacion
hormonal y la de mutaciones intrinsecas de la hipdfisis. La glandula hipofisaria por su
funcion estd sometida a multiples factores regulatorios estimulatorios e inhibitorios. La
primer teoria postula que un exceso de estimulacion hormonal, por factores hipotalamicos,
factores de crecimiento o citoquinas, como asi también la pérdida de regulacion hormonal
inhibitoria, produce un aumento de la proliferacion celular. En células normales este efecto
proliferativo lleva a hiperplasia e incrementa el riesgo de ocurrencia de mutaciones

geneéticas durante las progresivas mitosis, produciéndose una mutacién monoclonal. A su
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vez el desarrollo tumoral a partir de esta célula transformada dependera de los mismos
estimulos que aumentaron la proliferacion. Existen evidencias que marcan a los factores
hipofisiotroficos provenientes del hipotalamo, factores intrahipofisarios, 0 a muchos factores
de crecimiento y citoquinas, como posibles candidatos (Arzt et al., 1999; Asa y Ezzat, 1998;
Melmed, 1999). La segunda teoria se basa en que el origen monoclonal de los adenomas
hipofisarios ocurre por una mutacion espontanea como paso inicial que lleva a la
transformacion celular (Alexander et al., 1990; Herman et al., 1990), sobre la cual actuarian
a posteriori los factores hipofisiotréficos y de crecimiento. Un importante estudio ha
demostrado que el 60% de los tumores recurrentes presentan monoclonalidad, pero ésta es
distintita a la del tumor original (Clayton y Farrell, 2001). Una mutacién puntual conduciria a
una hiperplasia hipofisaria, proceso que al aumentar el indice de mitosis predispone a la
aparicion de nuevas mutaciones en una o mas ceélulas, y si esta nueva mutacién aumenta la
proliferacion de la célula portadora, pronto este clon se convertira en dominante frente a un
segundo clon mutante que crece mas lentamente. A su vez el clon dominante puede inhibir
el crecimiento de otros clones al secretar factores inhibidores del crecimiento. Luego de la
extraccién del tumor original, un tumor recurrente podria originarse a partir de este segundo
clon que ahora es dominante frente al tejido normal. Por lo tanto, al inicio del proceso
tumorigénico podria coexistir mas de un clon transformado aunque uno solo domina, y los
estudios de clonalidad reflejan al clon dominante ya que comprende la mayor proporcion del
tumor. De esta manera en caso de existir un tumor recurrente, tendra un origen monoclonal
distinto al inicial. Actualmente, se postula que ambos procesos pueden ocurrir (Figura 4).
Los adenomas de la glandula hipofisaria que se desarrollan a partir de células
transformadas, son dependientes de la estimulaciéon de hormonas y factores de crecimiento
para la progresion del tumor. La progresién de un tumor a partir de una unica célula

requiere entonces de estimulos de crecimiento.
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Figura 4. Modelo de tumorigénesis hipofisaria. Un enfoque integrado sobre el origen de los
adenomas de hipdfisis propone que los factores de crecimiento asi como una estimulaciéon hormonal,
pueden inducir un aumento de la proliferacién celular hipofisaria predisponiendo a la célula a
mutaciones y formaciéon de tumores. A su vez, dado que muchos adenomas no se asocian con una
hiperplasia local, las células pueden amplificar una mutacién preexistente a través de factores de
crecimiento, hormonas o citoquinas favoreciendo asi también el desarrollo de adenomas.

Se han descripto varias alteraciones genéticas o epigenéticas en tumorigénesis hipofisaria,
entre ellas mutacion activante en la proteina Gas (Lyons et al., 1990; Vallar et al., 1987),
mutacion en el oncogen Ras (Pei et al., 1994), pérdida de heterocigosis cerca del locus de
Rb en el cromosoma 13 (Cryns et al., 1993; Hu et al., 1994; Pei et al., 1995), pérdida de
heterocigosis en el cromosoma 11 (Boggild et al., 1994; Herman et al., 1993; Thakker et al.,
1993), mayor expresion y actividad de PKC (Alvaro et al., 1992), altos niveles de expresion
del factor de transcripcion c-fos (Suhardja et al., 2001). Sin embargo, estas alteraciones
ocurren solo en un pequeno porcentaje de tumores de hipdfisis. Solo las mutaciones en la

proteina G son altamente sistematicas en adenomas esporadicos secretores de GH, en
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adenomas no funcionantes y otras neoplasias funcionales hipofisarias (Spada y Vallar,
1992; Spada et al., 1992; Tordjman et al., 1993; Williamson et al., 1995). En adicién a estos
genes, un gran numero de alteraciones en tumores de hipofisis se dan en reguladores del
ciclo celular: hipermetilacion del promotor de pRb, p16 y p15 (Ogino et al., 2005; Simpson et
al., 2000; Woloschak et al., 1997; Yoshino et al., 2007); sobreexpresion de las ciclinas D1
(Simpson et al., 2001a; Simpson et al., 2001b), D3 (Saeger et al., 2001), E (Jordan et al.,
2000) y A (Nakabayashi et al., 2001), de JAB1 (Korbonits et al., 2002) y de PTTG1 (del
inglés Pituitary tumor transforming gene) (Zhang et al., 1999a); expresion reducida de p18
(Morris et al., 2005) y p27Kip1 (Bamberger et al., 1999; Lidhar et al., 1999). Unicamente
PTTG parece expresarse en la mayoria de los tumores de hipéfisis esporadicos, aunque no
se han detectado mutaciones en la regién codificante de su gen y se desconoce el motivo
de su temprana desregulacidn proteica y consecuente oncogenicidad. Esto sugiere que
otras proteinas o eventos postraduccionales estarian mediando el potencial oncogénico de

PTTG (PTTG se describira en detalle en el siguiente Capitulo).

En nuestro grupo se ha descripto el rol de las citoquinas de la familia de interleuquina 6 (IL-
6) como estimulo del desarrollo de tumores de hipdfisis. Dicha familia esta compuesta por
IL-6, LIF (del inglés leukemia inhibitory factor), IL-11, oncostatina M, CNTF (del inglés ciliary
neurotrophic factor), cardiotrofina-1, citoquina similar a cardiotrofina, y neurotrofina-1
(Kishimoto et al., 1995), y utiliza como transductor de sefiales comun a la glicoproteina
gp130. Estas citoquinas regulan la secrecién hormonal (Arzt et al., 1999; Auernhammer y
Melmed, 2000; Perez Castro et al., 2001; Perez Castro et al., 2000; Ray y Melmed, 1997;
Spangelo y Gorospe, 1995; Spangelo et al., 1989) y la proliferacion (Arzt et al., 1993;
Renner et al., 1997; Sawada et al., 1995) de las células hipofisarias normales y tumorales. A
partir de un clon estable de la linea tumoral hipofisaria lactosomatotrofica de rata GH3,
sobreexpresor de gp130 (Castro et al., 2003), se clon6 RSUME mediante la técnica de

ARNm differential display (Carbia-Nagashima et al., 2007). Estas células sobreexpresoras
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de gp130 generaron tumores agresivos y altamente vascularizados cuando fueron
inyectadas en ratones nude (Castro et al., 2003), lo que avala la participacion de la via de
sefalizacién de las citoquinas de la familia de IL-6 en la progresién de los tumores

adenohipofisarios.

1.3. PTTG

rPTTG fue aislado de la linea celular GH4 de hipodfisis de rata secretora de GH por la
técnica de differential mMRNA display (Pei y Melmed, 1997). Posteriormente, se identifico el
homodlogo en humanos (hPTTG) (Zhang et al., 1999b) y en raton (mPTTG) (Wang y
Melmed, 2000). EI gen mPTTG tiene un 88% de identidad de secuencia con rPTTG y un
78% de identidad con hPTTG.

El gen de hPTTG se localiza en el cromosoma 5, tiene un largo de 10kb y esta compuesto
por cinco exones y cuatro intrones (Kakar, 1999; Zhang et al., 1999b). La secuencia entre -
126 y +34pb constituye el promotor minimo, y entre los nucledtidos -706 y -407 se localiza
un enhancer. La familia PTTG incluye a PTTG1, PTTG2 y PTTG3, pero PTTG1 es el mas
abundante y extensamente estudiado. PTTG1 humano tiene un 91 y 89% de homologia con

PTTG2 y PTTG3 respectivamente (Prezant et al., 1999).

I.3.A. Perfil de expresion de PTTG

El ARN mensajero de PTTG1 en tejidos humanos es abundante en testiculo (Dominguez et
al., 1998; Kakar, 1999; Zhang et al., 1999b), tiene alta expresion en timo, y se expresa mas
débilmente en colon, intestino delgado, placenta, bazo, cerebro, pancreas y pulmén
(Dominguez et al., 1998; Zhang et al., 1999b). En tejidos fetales humanos, el ARNm de
PTTG1 solo fue detectado en higado (Dominguez et al., 1998; Kakar, 1999; Zhang et al.,
1999b). PTTG1 se expresa abundantemente en varias lineas tumorales humanas

(Dominguez et al., 1998; Kakar, 1999; Lee et al., 1999; Zhang et al., 1999b). Ademas,
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PTTGH1 tiene altos niveles de expresion en muchos tumores como los de hipdfisis (Hunter et
al., 2003; McCabe et al., 2003; Saez et al., 1999; Zhang et al., 1999b), tumores colorectales
(Heaney et al., 2000), de eso6fago (Shibata et al., 2002), carcinoma hepatocelular (Cho-Rok
et al., 2006), tumores de testiculo, ovario y mama (Puri et al., 2001), leiomyomas de utero
(Tsai et al., 2005), cancer de tiroides (Boelaert et al., 2003) y pulmén (Rehfeld et al., 2006).

El ARNm de PTTG2 se expresa en hipdfisis, cerebro, placenta, intestino delgado, colon,
higado, bazo, timo, préstata, testiculos y ovarios, asi como en adenomas de hipdfisis,
fibroblastos primarios de la linea LL-24 y cinco lineas tumorales (Chen et al., 2000; Prezant
et al., 1999). Por el contrario, el ARNm de PTTG3 es extremadamente bajo o no se expresa
en estos tejidos (Chen et al., 2000). En general, las variantes de PTTG compiten entre si, y

su balance determina la funcion (Wang y Melmed, 2000).

1.3.B. Regulacion de la expresion de PTTG

La expresion del ARNm de PTTG1 en hipdfisis es inducida por estrégenos (Heaney et al.,
2002; Heaney et al.,, 1999; Yin et al.,, 2001), en células de Leydig H-500 por calcio
extracelular (Tfelt-Hansen et al., 2003), en células tumorales de mama MCF-7 y astrocitos
malignos por insulina e IGF-1 (Chamaon et al., 2005; Thompson y Kakar, 2005), y en
astrocitoma U87 por EGF, TGFa y HGF (Tfelt-Hansen et al., 2004). Pero no queda claro si
en estos modelos la induccion de la expresion de PTTG ocurre como un efecto directo del
tratamiento con los distintos estimulos o como un efecto secundario de la activacion de la

proliferacion y de la maquinaria del ciclo celular.

1.3.C. Proteina PTTG

La proteina PTTG1 esta formada por 196 aminoacidos en ratdon, 199 aminoacidos en rata y
202 aminoacidos en humano (Pei y Melmed, 1997; Wang y Melmed, 2000; Zhang et al.,
1999b). PTTG1 de mamiferos tiene un dominio N-terminal regulatorio y un dominio C-

terminal funcional (Dominguez et al., 1998; Yu y Melmed, 2001) (Figura 5). hPTTG1 es una
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proteina pequefia y extremadamente hidrofilica. Posee una regién N-terminal rica en
aminoacidos basicos (de la posicion 58 a 101, 32% de residuos basicos) (Zhang et al.,
1999b) y dos motivos ricos en prolina en el C-terminal ("®*PPSP'™® y "°PSPP'") que
constituyen dominios SH-3BD (del inglés Src homology (SH-3)-binding domain) de
interaccion con proteinas con dominio SH-3 y son criticos para su funcionalidad (Kakar y
Jennes, 1999). También presenta un dominio de unién al ADN y un dominio de
transactivacién (Pei, 2000; Pei, 2001). ElI dominio N-terminal contiene dos secuencias
implicadas en la degradacion de PTTG, D-box (RKALGTVN o destruction box) y KEN-box
(Zou et al., 1999).

Por una variedad de técnicas biofisicas se determind que PTTG humana es una proteina
nativamente desestructurada en solucion y adquiere un plegamiento determinado al
interactuar con otras proteinas, lo que le otorga una alta plasticidad de interaccion

(Sanchez-Puig et al., 2005).

KEN-box D-box

I PBF binding
= 123 154

32% basic amino add

NH2 - I - COOH

1 i - — -~ —-— 1202

e MESH3 binding

101
N-terminal domain C-terminal domain

Figura 5. Esquema de la estructura de la proteina PTTG1 en mamiferos. PTTG1 comprende un
dominio N-terminal regulatorio y un dominio C-terminal funcional. En la figura se indican dominios de
degradacion KEN-box y D-box (azul), sitios de unién a proteinas con dominio SH3 (rosa); dominio de
unién a PBF (negro), dominios de union al DNA y de transactivacion (celeste), sitios de fosforilacién
(verde). La posicion aminoacidica de los elementos se muestra con numeros. Figura adaptada de
Vlotides et al., 2007.

1.3.C.a. Expresion dependiente del ciclo celular
Los niveles de PTTG varian a lo largo del ciclo celular (Ramos-Morales et al., 2000).

Particularmente, al iniciarse la mitosis los niveles de PTTG aumentan, alcanzan su maximo
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en metafase para inhibir la separacion prematura de las cromatidas hermanas, y
disminuyen inmediatamente después de mitosis (Yu et al., 2000b; Zou et al., 1999).
Ademas, PTTG se expresa en la fase G1 ya que media la transicibn G1/S,
cooperativamente con el factor de transcripcion Sp1 (Tong et al., 2007). PTTG interactua
con Sp1 y este complejo se une a los promotores de ciclina D3, activando su transcripcién
(Tong et al., 2007), y de p21, inhibiendo su expresién (Chesnokova et al., 2007). De esta

manera se produce la progresion a lo largo de la fase G1 y se inhibe la entrada a S.

1.3.C.b. Modificaciones post-traduccionales

PTTG1 se fosforila por CDK1 o Cdc2 (del inglés cell division control protein 2 homolog) de
manera dependiente del ciclo celular (Ramos-Morales et al., 2000). CDK1 actua en la
transicion G2/M en asociacion con las ciclinas A y B (Jackman y Pines, 1997).

Ademas PTTG1 es fosforilado por MAPK (del inglés Mitogen-Activated Protein Kinase),
DNA-PK (del inglés DNA-dependent protein kinase) y PI3K (del inglés phosphoinositol-3-
kinase) (Chamaon et al., 2005; Ramos-Morales et al., 2000; Romero et al., 2001).

PTTG1 es degradado al final de metafase por ubiquitinacion. Esta degradacion es
catalizada por las subunidades fzy y fzr del complejo ligasa de ubiquitina APC (del inglés
Anaphase-Promoting Complex), que marca para degradacion ademas a otras proteinas del
ciclo celular, y ocurre en los dominios KEN-box y D-box (Figura 5) (Nakayama y Nakayama,

2006; Zou et al., 1999; Zur y Brandeis, 2001).

1.3.C.c. Localizacion subcelular

PTTG1 se localiza tanto en nucleo como en citoplasma (Chien y Pei, 2000; Dominguez et
al., 1998; Saez et al., 1999; Stratford et al., 2005; Yu et al., 2000b; Zhang et al., 1999a),
pero esta localizacion es controversial y varia de acuerdo a la linea celular o el tipo de
tumor examinado. Se piensa que PTTG nuclear funciona como securina y como activador

transcripcional, pero se desconoce la funcidon de PTTG citoplasmatico (Kim et al., 2003;
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Tfelt-Hansen et al., 2006; Zhang et al., 1999b; Zhou et al., 2005). La expresion de PTTG
dependiente del ciclo celular también podria explicar estas diferencias (Akino et al., 2005;
Fujimoto et al., 1999; Hunter et al., 2003; Zou et al., 1999). En algunas células, PTTG1 se
localiza en la membrana plasmatica (Yu et al., 2000b).

Aunque PTTG no posee una sefal de localizacion nuclear (NLS), puede entrar al nucleo por
su pequefo tamano. Sin embargo, PBF (del inglés PTTG-binding factor) puede mediar la
translocacion al ndcleo ya que tiene una NLS (Chien y Pei, 2000), o dicha translocacion
puede estar mediada por la sefalizacion de MAPK (Pei, 2000).

En células tumorales de hipodfisis se demostro que PTTG es una proteina secretoria
(Minematsu et al.,, 2007). La localizacion subcelular de PTTG aparece como un factor
importante en la determinacion de su rol tumorigénico debido a que la expresion nuclear de

PTTG se asocio con tumores de hipdfisis mas agresivos (Wierinckx et al., 2007).

1.3.D. Funciones fisiologicas

En la Figura 6 se muestra un esquema de las principales funciones fisiolégicas de PTTG a

lo largo del ciclo celular.
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Figura 6. Modelo de activacion y accion de PTTG1 a lo largo del ciclo celular. La proteina
PTTG1 puede ser fosforilada por CDK1 o MAPK, y sufre degradacion via proteasoma mediante
ubiquitinacion por el complejo APC/C. PTTG1 actua como securina, como factor de transcripcion e
interactia con proteinas implicadas en apoptosis y reparacién del ADN. Figura adaptada de
Quereda y Malumbres, 2009.

1.3.D.a. Securina

PTTG tiene actividad de securina. Durante metafase, las cromatidas hermanas recién
replicadas se mantienen unidas por un complejo de cohesinas, un proceso esencial para la
correcta orientacién de los cromosomas en el huso mitético (Tanaka et al., 2000). En
mamiferos, la disociacion de las cohesinas ocurre en parte durante la profase por
fosforilacion de las subunidades Scc3-like de PLK1 (del inglés Polo-like kinase) (Hauf et al.,
2005; Sumara et al., 2002) y al comienzo de la anafase mediante el clivaje de Scc1 por
separasa (Uhimann et al.,, 1999). Durante la mayor parte del ciclo, securina se une a
separasa Yy asi inhibe su actividad proteolitica (Waizenegger et al., 2002), en adicion a la

inhibicion por fosforilacion del complejo CDK1-ciclina B (Stemmann et al., 2001). En la
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transicion metafase/anafase, cuando se completa la orientacion de los cromosomas,
securina es degradada por ubiquitinacion, separasa se libera de la inhibicion, el complejo de
cohesinas es clivado, y las cromatidas hermanas se separan de manera igual a las células

hijas (Wirth et al., 2006).

1.3.D.b. Dafio/reparacion del ADN

PTTG regula a la enzima DNA-PK por medio de su interaccién con la subunidad regulatoria
Ku70 de dicha enzima. Frente a roturas de ADN doble cadena, se inhibe la unidén de PTTG
con Ku70, con lo que DNA-PK se activa iniciando los mecanismos de reparacién del ADN
(Romero et al., 2001). Al mismo tiempo, mientras se produce la reparacién del ADN, PTTG

inhibe la separacion de las cromatidas hermanas retrasando la mitosis.

1.3.D.c. Actividad transcripcional

Se ha comprobado la funcién de PTTG como factor de transcripcion de numerosos genes
implicados en regulacion del ciclo celular, control metabdlico y sefalizacion celular (Tong y
Eigler, 2009). La accion de PTTG involucra en algunos casos la interaccion con otros
factores de transcripcion como p53, Sp1 y USF-1 (Bernal et al., 2002; Pei, 2001; Tong et al.,
2007).

PTTG1 regula positivamente la transcripciéon de c-myc, PKC -1, MEK1, MEK3, HSP70,
FGF-2, PRL y ciclina D3, entre otros, e inhibe la transcripcién de p21 (Boelaert et al., 2004;
Chien y Pei, 2000; Horwitz et al., 2003; Pei, 2001; Tong et al., 2007). La activacién de c-myc
induce la entrada al ciclo celular y estimula el crecimiento/divisién celular entre las fases
G0/G1 a S (Kelly y Siebenlist, 1985). Ciclina D3 actua como subunidad reguladora y su
actividad es necesaria para la transicion G1/S del ciclo celular (Peters, 1994). La inhibicion
de la expresion de p21 impide la inhibicion de la actividad de los complejos CDK2/ciclina A 'y

CDK2/ciclina E, bloqueando asi la entrada a la fase S (Gartel y Radhakrishnan, 2005).
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I.3.E. Mecanismos tumorigénicos
PTTG1 es considerado un oncogen por sus efectos en desarrollo y crecimiento tumoral.
Altos niveles de expresion de PTTG1 correlacionan con grado de agresividad tumoral,

invasioén y vascularizacién (Heaney et al., 2000; Hlubek et al., 2006).

I.3.E.a. Proliferacién celular

El efecto de PTTG en la proliferacion celular no esta claro. Como proteina oncogénica seria
esperable un aumento de la actividad proliferativa, pero como securina deberia inhibir dicha
proliferacion (Viotides et al., 2007). Ambos efectos han sido demostrados tanto in vitro como
en estudios clinicos (Abbud et al., 2005; Heaney et al., 2002; Kim et al., 2007). Se propuso
que el estado de fosforilacion de PTTG puede estar relacionado con la variacién en el

efecto en proliferacion celular (Boelaert et al., 2004).

I.3.E.b. Transformacion celular
La capacidad de PTTG para inducir transformacion celular esta bien establecida por las
técnicas de formacién de colonias en agar y generacion de tumores en ratones nude (Pei y

Melmed, 1997; Zhang et al., 1999b).

I.3.E.c. Aneuploidia e inestabilidad genética

Algunas evidencias sugieren que el mecanismo de transformacién celular por
sobreexpresion de PTTG involucra la induccion de inestabilidad genética y aneuploidia.
Esto se debe principalmente a proliferacion descontrolada sin citoquinesis y deficiente
clivaje de las cohesinas, y los efectos son acumulativos al sucederse repetidas rondas de
division celular. La sobreexpresion de PTTG1 aumenta la frecuencia de aparicion de signos
de aneuploidia como microndcleos, macronucleos, puentes mitéticos, o citocinesis
asimétrica sin segregacion cromosémica en diversos tumores y lineas celulares (Jallepalli et

al., 2001; Kim et al., 2007; Yu et al., 2000a; Yu et al., 2003).
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I.3.E.d. Apoptosis

La sobreexpresion de PTTG induce un aumento de p53 y su translocacion al nucleo, asi
como apoptosis en células tumorales. Se ha reportado que la apoptosis en la adenohipdfisis
cumple un rol en la regresién del estado hiperplasico (Candolfi et al., 2006). Ademas PTTG,
induce apoptosis de manera independiente de p53 en lineas tumorales deficientes de p53
(Hamid y Kakar, 2004; Yu et al., 2006; Yu et al., 2000a). En contraste, también se reportd
inhibicion de la apoptosis por PTTG de manera dependiente de p53 (Bernal et al., 2002;

Cho-Rok et al., 2006).

I.3.E.e. Invasiodn y angiogénesis

La sobreexpresion de PTTG parece actuar de forma auto-paracrina incrementando la
expresion de ciertos factores de crecimiento que favorecen la angiogénesis como FGF-2 y
VEGF (Vlotides et al., 2007). Estudios in vitro e in vivo correlacionaron la sobreexpresion de
PTTG con la neovascularizacion y la expresion de FGF-2 y VEGF-A (Ishikawa et al., 2001;

Kim et al., 2007; Zhang et al., 1999a).

I.3.F. PTTG en tumores de hipofisis

En todos los estudios donde se analiza el rol de PTTG en adenomas hipofisarios se
encontré una mayor expresion en los tumores que en la hipdfisis normal (Cristina et al.,
2007; Chamaon et al., 2010; Chesnokova et al., 2008; Filippella et al., 2006; Hunter et al.,
2003; McCabe et al., 2002; McCabe et al., 2003; Minematsu et al., 2006; Passos et al.,
2009; Tena-Suck et al., 2008; Wierinckx et al., 2007; Zhang et al., 1999a). Pero no se ha
descripto el evento primario que desregula la expresion de PTTG. Ademas, existen
discrepancias en cuanto al grado de sobreexpresion respecto del tipo de tumor y a si se
analizé el ARNm o la proteina PTTG. No se encontro relacién entre la sobreexpresion de
PTTG y caracteristicas clinicas tales como edad, sexo o sintomas clinicos al momento del

diagnostico (Chesnokova et al., 2008; Filippella et al., 2006; McCabe et al., 2003). La
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secrecion de GH in vitro y el grado de sobreexpresion de PTTG correlacionan positivamente
en adenomas humanos (Hunter et al., 2003).

En cuanto a caracteristicas patolégicas, se encontré6 una correlacion positiva entre la
sobreexpresion de PTTG y la invasion del seno esfenoidal en adenomas secretores de
hormonas (Zhang et al., 1999a), y entre el volumen tumoral y el grado de sobreexpresion de
PTTG (Hunter et al., 2003). Sin embargo, otros trabajos no encontraron diferencias. La
concentracién de PTTG vy la proliferacion celular correlacionan y han sido asociadas con un
peor prondstico (Filippella et al., 2006; Wierinckx et al., 2007). Hay una asociacion de
PTTG, VEGF vy su receptor KDR (McCabe et al., 2002), o entre PTTG y el nUmero de vasos
en adenomas somatotrofos (Minematsu et al., 2006). En un estudio con 27 pacientes se
encontré que los adenomas con mayor sobreexpresién de PTTG y altas concentraciones de
Ki67 (marcador de proliferaciéon) presentaban un menor tiempo de recidiva (Filippella et al.,

2006).

1.4. RSUME

RSUME es una proteina pequefa, cuyo gen se expresa diferencialmente en clones
hipofisarios GH3 sobreexpresores de gp130 (Carbia-Nagashima et al., 2007; Castro et al.,
2003). Actualmente, se conocen siete variantes de splicing del ARN mensajero de RSUME
humano, cinco de las cuales codifican para las isoformas de 185, 195, 200, 252 y 267
aminoacidos (RSUME185: NP_001265176, RSUME195: NP_001121614, RSUME200:
NP_001186611, RSUME252: NP_001265177, y RSUME267: NP_056300). Las otras dos
variantes son ARNs no codificantes que van a degradacion por NMD (del inglés nonsense-
mediated RNA decay) (Gerez et al., 2013) y base de datos RefSeq). Todas las isoformas
proteicas de RSUME tienen un dominio RWD y pertenecen a la familia de proteinas
RWDD3 (del inglés RWD domain-containing protein 3). La estructura del dominio RWD en

solucion de esta familia fue resuelta y depositada en la base de datos Protein Data Banck
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(PDB) por el consorcio de gendmica estructural (PDBid: 2EBK). No se conoce su funcion,
pero se sugiere que se trata de un dominio de interaccion proteina-proteina (Doerks et al.,
2002). A pesar de que no presentan similitud de secuencia, la estructura del dominio RWD
se asemeja al dominio conjugasa de ubiquitina (UBCc), aunque la cisteina catalitica critica
para la actividad conjugasa de ubiquitina no esta conservada (Nameki et al., 2004).
Ademas, el dominio RWD es estructuralmente homélogo a la conjugasa de SUMO Ubc9
(Nameki et al., 2004; Tong et al., 1997).

En este trabajo nos centraremos en la isoforma RSUME195 que tiene una alta expresion en
tumores de hipdfisis (Carbia-Nagashima et al., 2007; Gerez et al., 2013; Shan et al., 2012),
y la denominaremos simplemente RSUME.

La secuencia de la proteina RSUME es altamente conservada en vertebrados y se localiza

tanto en el nucleo como en el citoplasma (Carbia-Nagashima et al., 2007).

I.4.A. Expresion de RSUME

Mediante analisis de dot blot-mRNA array se determiné que el gen de RSUME se expresa
en una gran variedad de tejidos humanos adultos (cerebelo, cuerpo calloso, hipdfisis,
corazbén, estomago, duodeno, yeyuno, apeéndice, rifion, musculo esquelético, bazo, timo,
nddulos linfaticos, médula &sea, traquea, placenta, utero, préstata, higado, pancreas,
glandula adrenal, glandula salival) y en tejidos fetales (corazoén, rifion, higado, pulmdn)
(Carbia-Nagashima et al., 2007).

Ademas, el ARN mensajero de RSUME fue detectado en muchos tumores como gliomas
(neoplasias de cerebro y médula espinal), feocromocitomas (neoplasias de la grandula
adrenal), hemangiblastomas (tumores del sistema nervioso central y retina) y todos los tipos
de tumores de hipdfisis, incluyendo tumores no-funcionantes, secretores de PRL, secretores
de GH, asi como también secretores de ACTH (Carbia-Nagashima et al., 2007; Gerez et al.,

2013; Shan et al., 2012).
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La expresion de RSUME se induce en condiciones de estrés tales como hipoxia (Carbia-
Nagashima et al.,, 2007) y estrés hipertérmico o heat shock (Druker et al., 2013).
Particularmente, la expresion de RSUME aumenta en tumores de hipdfisis sometidos a
hipoxia (Carbia-Nagashima et al., 2007), en lineas tumorales hipofisarias y tumores
hipofisarios donde se simulé hipoxia con CoCl, (Shan et al., 2012), y en la zona mas interna

de gliomas (hipdxica y necrotica) (Carbia-Nagashima et al., 2007; Gerez et al., 2013).

1.4.B. Funciones

RSUME es un enhancer de sumoilaciéon, ya que potencia la conjugacion de SUMO-1, 2y 3
a las proteinas favoreciendo tanto la formaciéon de la union thioester entre Ubc9 y SUMO,
como la transferencia de SUMO al sustrato. Estas propiedades de RSUME como enhancer
de SUMO dependen de la integridad de su dominio RWD (Carbia-Nagashima et al., 2007).
Por medio de su efecto en sumoilacién, RSUME regula dos vias principales de
tumorigénesis y angiogénesis en mamiferos (Figura 7). Inhibe la actividad transcripcional
de NF-kB sobre blancos como Cox-2 e IL-8, a través de la estabilizacién de la proteina IkB
por sumoilacion. Activa a HIF (principal factor de transcripcidén de la respuesta adaptativa a
hipoxia), y consecuentemente a VEGF, estabilizando a su subunidad inducible por hipoxia
HIF-1a mediante sumoilacion (Carbia-Nagashima et al., 2007). Por prediccion con el
Software Kinasephos se determinaron al menos dos sitios posibles de fosforilacién de
RSUME por JAK-STAT, quinasas pertenecientes a la via de senalizacién de citoquinas IL-6
y gp130. Se propuso que la activacién de esta via, por aumento de citoquinas durante
inflamacién o por hipoxia, podria conducir a un aumento de la expresion y/o actividad de
RSUME (Fowkes y Viotides, 2012). Ademas, RSUME interactia con el receptor de
glucocorticoides (GR), aumenta su sumoilacion y regula su actividad transcripcional,
alterando en consecuencia la expresion de sus genes blancos como FKBP51 y S100P

(Druker et al., 2013).
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Por estas funciones, se ha descripto que RSUME cumple un rol en el inicio de la
neovascularizacién de tumores de hipdfisis a través de la regulacién de los niveles proteicos

de HIF-1a, y de la subsecuente produccion de VEGF-A (Shan et al., 2012).
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Figura 7. Modelo de activacion y accion de RSUME. El estrés celular (hipoxia, heat shock o
inflamacion) inducen la expresion y/o activacion de RSUME. Un mecanismo posible es por
fosforilacion al activarse la via se sefializacién de citoquinas IL-6, receptor IL-6 (IL-6R), gp130, JAK y
STAT. El efecto de RSUME sobre sumoilacion induce la estabilizacion de IkB, HIF-1a y GR, y como
consecuencia se inhibe el proceso inflamatorio, se activa la angiogénesis, y se desencadena la
respuesta adaptativa a estrés.
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Objetivos

El objetivo general de este trabajo es analizar el rol regulatorio de RWD-containing
sumoylation enhancer (RSUME) sobre Pituitary tumor transforming gene (PTTG) con
énfasis en la sumoilacion y su impacto funcional en la tumorigénesis en general, y en

tumores de hipdfisis en particular.

Para ello nos propusimos los siguientes objetivos especificos:

Objetivo 1. Identificar y caracterizar la regulacion ejercida por RSUME sobre la estabilidad
proteica PTTG.

Objetivo 2. Determinar si PTTG es modificado por sumoilacion y si existe una vinculacion
entre dicha sumoilacion y la modificacion de PTTG por ubiquitina.

Objetivo 3. Analizar la localizacion subcelular de PTTG, RSUME y SUMO-1.

Objetivo 4. Determinar el impacto funcional del efecto de RSUME sobre PTTG a lo largo

del ciclo celular, y sus consecuencias en el desarrollo tumoral de hipdfisis.

La hipotesis de trabajo es que el aumento de RSUME al momento inicial del proceso
tumoral, por efecto del estrés o del ambiente pro-proliferativo, podria estar induciendo un
aumento de los niveles de expresion de PTTG al contribuir a su estabilidad via sumoilacién.
Asi, los niveles de expresién de PTTG se desregularian, y esta desregulacion de PTTG
desencadenaria su accion como oncogen, permitiendo el avance de la tumorigenicidad.
Centraremos nuestros estudios en el modelo tumoral de hipdfisis dado que PTTG cumple
un rol central en la tumorigénesis de esta glandula, pero se desconoce la causa que
provoca su sobreexpresion en estadios tempranos del desarrollo tumoral. Ademas, ambas
proteinas, RSUME y PTTG, fueron aisladas de células tumorales de hipdfisis y su expresion

esta aumentada en todos los tipos de tumores hipofisarios.
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Materiales y métodos

lll.1. Aparatos o dispositivos especiales

Incluimos solo aquellos aparatos que tienen alguna caracteristica especifica de aplicacion
en los experimentos de este trabajo, no aquellos generales como campanas de flujo
laminar, freezers o centrifugas.

- Analizador digital para western blot Odyssey® Fc Dual-Mode Imaging System (LI-COR)

- Camara de hipoxia ProOx Model 110 (BioSpherix)

- Citdmetro BD FACS Canto™ Il (BD)

- Espectorfotdmetro iMark™ Microplate Reader (Bio-Rad)

- Homogenizador de tejidos ULTRA-TURRAX® dispersers PRO sc-250 (IKA)

- Luminémetro Junior (EG&G Berthold)

- Microscopio AXIO Vert.A1 (Carl Zeiss)

- Microscopio de fluorescencia AxioObserver Z1 LED Colibri (Carl Zeiss)

- Microscopio de fluorescencia confocal LSM 710 AxioObserver (Carl Zeiss)

- Nanodrop Lite Spectrophotometer (Thermo Scientific)

- Termociclador DNAEnNgine (Bio-Rad)

lll.2. Anticuerpos, estimulos y productos relacionados

Se detallan los principales productos utilizados en este trabajo de tesis y las empresas

proveedoras de los mismos.

lll.2.A. Anticuerpos

Abcam: 1gG policlonal de ratén anti-GAPDH (usado 1:10000); IgG monoclonal de ratén anti-
a-Tubulina [TU-01] (usado 1:200); IgG monoclonal de ratéon anti-Vimentina [VI-10] (usado
1:200); IgG policlonal de conejo anti-RWDD3 (usado 1:1000); IgG policlonal de conejo anti-
V5 (usado 1:3000 para WB y 1:200 para inmunofluorescencia).

Bio-Rad: IgG-HRP policlonal de cabra anti-conejo (usado 1:3000); IgG-HRP policlonal de

cabra anti-raton (usado 1:3000).
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Cell Signalling: 1gG de cabra anti-rata (usado 1:10000).

Covance: 1gG monoclonal de ratén anti-HA clon 16B12 (usado 1:200); IgG monoclonal de
raton anti-6xHis.

Life Technologies Invitrogen: 1gG monoclonal de ratén anti-SUMO-1 (usado 1:1000 para WB
y 1:200 para inmunofluorescencia); IgG policlonal de conejo anti-PTTG1 (usado 1:100 a
1:1000 para WB dependiendo de la linea celular); 1IgG-Alexa Fluor 555 de burro anti-raton
(usado 1:200); IgG-Alexa Fluor 488 de cabra anti-conejo (usado 1:200); IgG-Alexa Fluor 647
de cabra anti-raton (usado 1:200).

Santa Cruz Biotechnology: 19G monoclonal de ratén anti-B-Actina [C4] (usado 1:3000); IgG
monoclonal de raton anti-Ciclina D3 (usado 1:1000); 1gG policlonal de conejo anti-Ciclina A
(usado 1:1000); IgG monoclonal de raton anti-Ciclina B1 (usado 1:1000); 1gG policlonal de
conejo anti-fosfo-Histona H3 [Ser10] (usado 1:1000).

Hecho en el laboratorio: 19G policlonal de rata anti-RSUME (usado 1:1000).

lll.2.B. Estimulos y otros reactivos/materiales

Anedra: Cobalto(ll) cloruro hexahidratado.

Bio-Rad: Marcador de peso molecular para proteinas Broad range precision marker,
membrana de PVDF, equipos de corrida y transferencia para WB.

Calbiochem: N-ethylmaleimida (NEM).

Life Technologies Invitrogen: DMEM baja y alta glucosa, DMEM sin rojo fenol, Opti-MEM,
Penicilina-estreptomicina, Geneticina (G418), Tripsina, PBS estéril, Lipofectamina
(lipoFECTAMINE Reagent®), Carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (CFSE),
agarosa, marcador peso molecular para acidos nucléicos.

Merck: Azur-eosina-azul de metileno segun Giemsa en solucion.

Pierce: kit de quimioluminiscencia Super Signal West Dura.

Polysciences Inc: Polyethylenimine [MW 25,000] (PEI).

PJK: Luciferase system Beetle-Juice.
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Promega: X-gal, Reporter Lysis buffer para luciferasa.

QIAGEN: columnas QIAGEN® de afinidad para purificacién de ADN plasmidico, resina de
niquel Ni-NTA.

Roche: coctel inhibidor de proteasas, Wst-1.

Santa Cruz Biotechenology: proteina A/Gplus agarosa.

Sigma-Aldrich: BSA 99% de pureza, L-Glutamina, Membrana de nitrocelulosa de 0.45 0 0.2
MM de poro, PMSF, Ortovanadato, Timidina, Nocodazole, Butirato de sodio, Hoescht, 4',6-
Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride (DAPI), Proteina A-sefarosa, Ampicilina, Rojo
Ponceau, Igepal (NP-40), Triton X-100, Colchicina.

Para el cultivo de células se utilizaron materiales descartables como botellas de cultivo,
placas de Petri, tubos cénicos de centrifuga, criotubos y pipetas de las marcas TTP, GBO,

Eppendorf, Axygen y Corning.

I11.3. Cultivo celular

En este trabajo se utilizaron las lineas celulares COS-7 (rindbn de mono verde africano), AtT-
20 (corticotrofas tumorales de adenoma de ratén) y GH4 (lactosomatotrofas tumorales de
adenoma de rata), y células MEF (cultivo primario de fibroblastos embrionarios de ratén).
También se generaron clones estables a partir de la linea AtT-20, que expresan un
plasmido codificante para un ARN de interferencia especifico para RSUME (AtT-20

shRSUME) o inespecifico (AtT-20 shSCRAMBLE).

Las lineas celulares se mantuvieron en medio de cultivo Dulbecco’s modified Eagle’s
medium pH 7.3 (DMEM glucosa 4.5 mg/ml para COS-7, DMEM glucosa 1 mg/ml para AtT-
20 y GH4) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) previamente
decomplementado por calor (30min a 56°C), NaHCO; 2.2 g/l, 10mM de HEPES, 4mM de L-
glutamina, penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 mg/ml. Cada 72-96hs o cuando

llegaban a un 80% de confluencia, fueron repicadas. Para el mantenimiento y para el
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plagueo de experimento, las células fueron lavadas con PBS 1X a fin de eliminar restos de
suero que puedan interferir con la actividad enzimatica de la tripsina, e incubadas con
tripsina 1min a 37°C. La tripsina se neutralizé con medio y se las sometié a disgregacién
mecanica con pipeta. Las células fueron incubadas a 37°C en una atmdsfera humeda y 5%
de CO.. Las células MEF se mantuvieron en medio DMEM alta glucosa suplementado con
20% SFB decomplementado, NaHCO; 2.2 g/l, 10mM de HEPES, 4mM de L-glutamina,
penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 mg/ml y aminoacidos no esenciales. Para el pasaje
de estas células se utilizé PBS 1X sin Ca*" ni Mg®", tripsina con EDTA, y una dilucién de 1:3

o 1:5.

Para los experimentos de hipoxia, las células COS-7 o AtT-20 fueron incubadas por 16h en
medio con 2% SFB a 37°C, 5% CO, y 1% O, balanceado con 94% N, usando una camara
de hipoxia. Para inducir quimicamente la hipoxia, las células COS-7 fueron incubadas por

3h en medio con 2% SFB y CoCl, 150 pM.

Para la obtencion de células COS-7 o GH4 sincronizadas en la fase GO del ciclo celular las
células fueron incubadas en medio sin SFB por 24h. Para la sincronizacion en la fase G1
las células fueron incubadas en medio con 10% SFB y butirato de sodio 6 mM por 16h. Para
la fase S se realizé un bloqueo con timidina 2.5 mM por 16h, recuperacién por 8h en medio
con 10% SFB, nuevo bloqueo con timidina 2.5 mM por 16h, y cosecha 4h después del
segundo bloqueo con timidina. Para G2 se repitid el procedimiento realizado para la fase S
pero se cosecharon las células 8h después del segundo bloqueo. Para la fase M las células

fueron incubadas en medio con 10% SFB y nocodazole 5 uM por 16h.

Para la sincronizaciéon de células MEF en interfase las células fueron incubadas en medio
sin SFB por 24h. Para la sincronizacion en metafase, se las incubé en medio con 10% SFB

y colchicina 5 pg/ml por al menos 6h.
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lll.3.A. Generacion de clones AtT-20 shRSUME y AtT-20 shSCRAMBLE

Para obtener los clones AtT-20 shRSUME y AtT-20 shSCRAMBLE, las células AtT-20
fueron transfectadas con un plasmido comercial de expresion de un ARN de interferencia
especifico contra RSUME (secuencia GGAGAAGTGGGCTTCAGATTT) o inespecifico
(secuencia GGAATCTCATTCGATGCATAC) (SABiosciences). 48h horas post-transfecciéon
se adicioné el antibidtico G418 600ug/ml al medio para seleccionar las células
transfectadas, y se mantuvieron asi hasta obtener clones celulares. Se trabajoé con el pool
de clones, sin realizar separacién de los mismos, y se los mantuvo en medio con G418
300ug/ml. El silenciamiento de RSUME en los clones se verificé por Western blot con

anticuerpos especificos.

111.3.B. Cultivo primario de MEF

Se utilizaron hembras prefiadas de ratén de la cepa CF-1 con 13.5 dias de gestacion
adquiridas en el Bioterio Central de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales,
Universidad de Buenos Aires. Los animales fueron mantenidos en cajas en un numero no
mayor a 5 ratones, en sistemas de racks ventilados, con filtracidon de aire constante y
manipulados bajo campana de flujo laminar, libre de patégenos, en condiciones estandar de
luz y temperatura (luz blanca entre las 6.00 y las 18.00h de cada dia, a una temperatura
constante de 22-23°C), con comida y agua acidificada administrada ad libitum. Los ensayos
experimentales con animales fueron aprobados por la Comision Institucional de Cuidado y
Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la FCEN-UBA.

Las hembras prefiadas de ratdén con 13.5 dias de gestacién (se consider6 como 0.5 el dia
en el que se observo el tapdn vaginal en la hembra) fueron sacrificadas por dislocacién
cervical, se les disect6 el utero conteniendo los sacos embrionarios y se coloc el mismo en
PBS 1X sin Ca* ni Mg* estéril. Los embriones se separaron de las placentas y de la
membrana fetal, y se les removio la cabeza y visceras bajo lupa. Por no mas de 5-10min los

embriones se procesaron con bisturi hasta obtener pedacitos del tamafio de granos, se
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agrego tripsina con EDTA, y se continud disgregando con bisturi por unos pocos minutos
mas. La mezcla disgregada se incubd a 37°C por 20-30min en agitacion, la tripsina se
neutralizé con medio de cultivo y se centrifugé a 1000rpm por 5min. El pellet de células
fibroblasticas embrionarias de ratén se resuspendié en medio de cultivo y se sembrd en
placas (para calcular el niumero de placas se utilizd la féormula #embriones/3). Las células

fueron incubadas a 37°C en una atmdsfera humeda y 5% de CO..

lll.4. Adenomas de hipofisis humanos

Pacientes con adenomas de hipdfisis y sintomas clinicos de acromegalia, enfermedad de
Cushing, prolactinoma o tumores clinicamente no-funcionantes fueron diagnosticados
mediante la determinacion de los niveles de hormonas de hipdfisis en plasma e imagenes
de resonancia magnética nuclear como fue descripto previamente (Arzt et al., 1992; Paez
Pereda et al., 1996; Paez Pereda et al., 2000), en colaboraciéon con la Dra. Silvia Berne de
la seccion de neurocirugia del Hospital Santa Lucia. El tejido tumoral se obtuvo mediante
cirugia transfenoidal. La pureza de las muestras fue analizada por inmunohistoquimica para
diferentes hormonas de la hipdfisis.

Los tumores de adenoma de hipdfisis de origen humano se cortaron a modo de explantes.
Para la deteccion de proteinas por Western Blot, los explantes fueron centrifugados
levemente a 2000 rpm durante 5 min a 4°C, lavados con PBS 1X frio, centrifugados
nuevamente y el pellet se lisé con 500ul de cracking buffer (Laemmli buffer: 62,5mM Tris-
HCl pH 6,8, 2% m/v SDS, 10% glicerol, 5% v/v B-mercaptoetanol y 0.01% azul de
bromofenol). Para completar la disgregacion del explante se proces6 con ULTRA-TURRAX

por 30s a maxima potencia.
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l1l.5. Plasmidos

lll.5.A. Plasmidos utilizados

En este trabajo se utilizaron los siguientes plasmidos:

* HA-PTTG: vector conteniendo la region codificante del gen de PTTG1 humano rio abajo
del tag HA, en el plasmido pCEFL (clonado en el laboratorio).

* V5-RSUME: vector conteniendo la regién codificante del gen de RSUME195 humano rio
abajo del tag V5, en el plasmido pCEFL (clonado en el laboratorio).

» Senp-1: vector conteniendo 1.93kb de la regién codificante de Senp-1 humano rio abajo
del tag Flag, en el plasmido pFLAG (cedido por Dr. E. Yeh).

» Gam1 wt: vector conteniendo la region codificante de Gam1 del virus CELO rio abajo del
tag Myc, en el plasmido pSG9m (cedido por Dra. S. Chiocca).

» Gam1 mut: vector conteniendo la regién codificante de Gam1 mutante L258,265A del virus
CELO rio abajo del tag Myc, en el plasmido pSG9m (cedido por Dra. S. Chiocca).

* HA-SUMO-1: vector conteniendo 291pb de la regién codificante de SUMO-1 humano rio
abajo del tag HA, en el plasmido pcDNAS3 (cedido por Dr. R. Hay).

* HA-SUMO-2: vector conteniendo 276pb de la regién codificante de SUMO-2 humano rio
abajo del tag HA, en el plasmido pcDNAS3 (cedido por Dr. R. Hay).

* HA-SUMO-3: vector conteniendo 282pb de la regién codificante de SUMO-3 humano rio
abajo del tag HA, en el plasmido pcDNAS3 (cedido por Dr. M. Tatham).

* 6His-SUMO-1: vector conteniendo la region codificante de SUMO-1 humano rio abajo del
tag 6xHis, en el plasmido pcDNAS3 (cedido por Dr. M. Treier).

* 6His-Ubiquitina: vector de expresion de la region codificante del gen de Ubiquitina humano
rio abajo del tag 6xHis (cedido por Dr. M. Treier).

» c-myc-LUC: construccion reportera que contiene la region promotora comprendida entre el
—2329/+510 del gen de c-Myc humano rio arriba del gen de la luciferasa, contenida en el

plasmido pGL3-Basic (cedido por Dr. K. Mitsuyasu).
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» cycD3-LUC: construccion reportera que contiene la regién promotora del gen de ciclina D3
humano rio arriba del gen de la luciferasa, contenida en el plasmido pGL2-Basic (cedido
por Dr. K. Ohtani).

* p21-LUC: construccion reportera que contiene la region promotora del gen de p21 humano
rio arriba del gen de la luciferasa (cedido por Dr. B. Vogelstein).

+ CMV-Bgal: vector de expresion de B-galactosidasa (cedido por Dr. D. Spengler).

lI.5.B. Preparacion de Bacterias Competentes

Se siguid el protocolo de transformacion descripto por Sambrook (Sambrook y Russell,
2006). Bacterias Escherichia coli cepa DHS5a fueron utilizadas como fuente de bacterias
competentes. Para alcanzar la competencia, las bacterias fueron sembradas en una placa
de LB-agar, libres de antibiético y suficientemente diluidas como para obtener colonias
individuales, e incubadas a 37°C por 16h. Una colonia fue tomada y crecida durante 16h en
5ml de medio LB en agitacion (200rpm, 37°C). Una vez alcanzada la saturacién, se
inocularon 200ml del LB nuevo que se incubo en las mismas condiciones hasta alcanzar
una densidad optica de 0,5 medida a 600nm para estimar el crecimiento del cultivo. Luego
se centrifugd por 10min a 3000rpm y el pellet bacteriano se resuspendié en 100ml de CaCl,
100nM pre-enfriado en hielo. La suspension de bacterias se centrifugd nuevamente a 4°C
por 10min a 3000rpm. El pellet fue resuspendido en 5ml de CaCl, 100 nM e incubado en
hielo por 30min. Posteriormente, 200 ul de la suspensién de bacterias fueron alicuotadas en
tubos eppendorf con el agregado de glicerol hasta alcanzar una concentracion final del

15%. Finalmente, las bacterias fueron conservadas a —80°C.

llL.5.C. Transformacién Bacteriana
Se siguid el protocolo de transformacion descripto por Sambrook (Sambrook y Russell,
2006). 50ul de bacterias competentes DH5a de eficiencia al menos 1.106 colonias/ug,

almacenadas a -80°C fueron descongeladas lentamente en hielo. Luego se agregaron entre
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50ng y 100ng de plasmido, y se las incub6é 30min en hielo. Rapidamente, se les aplicé un
shock térmico de 90s a 42°C y nuevamente se las colocd en hielo. Luego, se agregaron
900ul de medio LB sin antibidtico durante 45-60min a 37°C. Finalmente, se tomaron
cantidades variables de bacterias en LB (entre 50-500ul), dependiendo de la calidad vy
cantidad inicial del plasmido y se plaquearon en placas de LB con el antibidtico

correspondiente.

lI.5.D. Preparacion de plasmidos a pequeina escala o mini-preparaciones

Se utiliz6 el método de Birnboim y Doly (Birnboim y Doly, 1979). Tubos de vidrio
conteniendo 3ml de medio LB con el antibidtico de seleccion correspondiente fueron
inoculados con bacterias provenientes de colonias individuales portadoras del plasmido de
interés, aisladas como se describié previamente en placas de LB agar. Los cultivos fueron
mantenidos por 20h aproximadamente a 37°C en agitacion a 180rpm. Luego, 1.5ml de
cultivo fueron trasvasados a tubos tipo eppendorf y centrifugados a 2000rpm por 5min. El
pellet celular fue resuspendido en 300ul de P1 (Tris-HCI 50mM pH 7.5, EDTA 10mM)
conteniendo ARNasa A (50ug/ml). Luego, 300ul de P2 (NaOH 0.2N, SDS 1%) fueron
agregados, mezclados por inversién y mantenidos por 5 min a temperatura ambiente. Se
agregaron 300ul de P3 (KAcO 3M pH 5.2) helada, se incubd la mezcla en hielo durante
20min y se centrifugé a 10000rpm durante 10 min a temperatura ambiente. 700ul del
sobrenadante fueron precipitados con un volumen de isopropanol, y el pellet se lavd con
1ml de etanol 70%. El pellet finalmente se dejé secar a temperatura ambiente y se

resuspendié en 20ul de H0.

lIL.5.E. Andlisis de plasmidos por enzimas de restriccion
Todos los plasmidos utilizados en este trabajo fueron analizados mediante mapeos por
enzimas de restricciébn para asegurar la utilizacion de los plasmidos correctos. Para ello

varias mini-preparaciones de ADN plasmidico fueron verificadas simultaneamente. 2-3 ul de
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ADN plasmidico proveniente de mini-preparaciones fueron sometidos a digestion por
enzimas de restriccion siguiendo el siguiente protocolo: 2-3ul de ADN plasmidico, 2ul de
buffer de restriccion, 0.5U de la enzima de restriccion escogida y H,O hasta completar 20ul
de volumen final. Las mezclas fueron incubadas durante 2h a 37°C. Luego las bandas
obtenidas fueron resueltas mediante electroforesis en geles de agarosa de entre 0,6-2% en
buffer TBE (Tris-HCI 25mM, Acido Bérico 100mM; EDTA 10mM, pH 8.0) con bromuro de
etidio. El porcentaje final de agarosa de los geles fue determinado segun el tamafo de las
bandas esperadas. Finalmente, las bandas fueron puestas de manifiesto mediante

exposicion a luz UV y documentadas fotograficamente en papel térmico.

lI.5.F. Preparacion de plasmidos a gran escala o maxi-preparaciones

Los plasmidos chequeados fueron sujetos a amplificaciones a gran escala con el objeto de
obtener una masa suficiente como para llevar adelante los experimentos de transfecciones.
Para ello, las maxi-preparaciones fueron llevadas a cabo mediante el uso de columnas de
afinidad. Brevemente, 350m| de medio LB con el antibidtico de seleccion adecuado, fueron
inoculados con una alicuota de suspensidon de bacterias provenientes de colonias
individuales portadoras del plasmido de interés, aisladas como se describid previamente en
placas de LB agar. Los cultivos fueron mantenidos por 20h aproximadamente a 37°C en
agitacion a 180rpm. Los cultivos, en fase logaritmica de crecimiento, fueron trasvasados a
botellas de policarbonato de 500ml y centrifugados a 6000g por 15min a 4°C. El
sobrenadante fue descartado y el pellet celular fue resuspendido en 10ml de P1 (Tris-HCI
50 mM pH 7.5, EDTA 10 mM) conteniendo ARNasa A (50 pug/ml). Luego, 10ml de P2 (NaOH
0.2N, SDS 1%) fueron agregados, mezclados por inversién y mantenidos por 5min a
temperatura ambiente. Luego, se agregaron 10ml de P3 (KAcO 3M pH 5.2) helada, se
incubd la mezcla en hielo durante 20min y se centrifugé a 20000g durante 10min a 4°C.
Mientras tanto, las columnas se equilibraron con buffer QBT. El sobrenadante fue filtrado en

un embudo con gasa y volcado en una columna QIAGEN-tip 500 (para maxi-
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preparaciones). La columna fue vaciada por gravedad y lavada dos veces con 30ml de
buffer de lavado QC. Finalmente, el ADN retenido en la columna fue eluido con 15ml de
buffer de elucion QF. EI ADN del eluido fue precipitado con 0.7 volumenes de isopropanol
en tubos COREX y centrifugado a 15000g. EI ADN precipitado fue lavado dos veces con
etanol 70% y el pellet fue secado al aire durante 20min y resuspendido en H,O miliQ. La
calidad del ADN plasmidico se verificd en geles de agarosa y la concentracion final se midié

con Nanodrop.

l1l.6. Transfecciones

Las células fueron sembradas en placas de 6 pocillos a una concentracion de 160000
células por pocillo para COS-7, 300000 células por pocillo para AtT-20 y GH4, y 150000
células por pocillo para MEF. Se dejaron adherir O.N. en estufa a 37°C y 5% CO,, y al dia

siguiente se realizé la transfeccion.

lll.6.A. Transfeccion con PEI

El medio de cultivo de las células COS-7 sembradas fue reemplazado por OPTIMEM vy las
células fueron transfectadas con el reactivo Poli-Etilenimina (PEI). Para ello en cada pocillo
se combinaron 2ug de ADN plasmidico total, y/o con 20uM de siRNAs, con 10ul de PEI en
50ul de OPTIMEM. Luego de 10min la mezcla se diluyé con 450l de OPTIMEM vy se incubé
a las células con la misma por 6h a 37°C. Pasada la incubacion, las células fueron lavadas

con PBS 1X e incubadas O.N. en DMEM con 10% SFB a 37°C y 5% CO.,.

1ll.6.B. Transfeccion con Lipofectamina

El medio de cultivo de las células AtT-20 sembradas fue reemplazado por DMEM sin
suplementos y las células fueron transfectadas con Lipofectamina segun las instrucciones
del fabricante. Brevemente, en un tubo de poliestireno se colocaron 2ug de ADN plasmidico

total y 100yl de DMEM, y en otro, 8ul de Lipofectamina y 100ul de DMEM, por pocillo.
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Transcurridos 5min, se transfirié todo el contenido del tubo con Lipofectamina al tubo con
ADN, se mezcl6 vigorosamente y se incubé por 45min a temperatura ambiente para que se
formaran los complejos entre el poli-cation y el ADN. Luego, se agrego la mezcla al pocillo y
se incubd a las células durante 6h a 37°C. Pasada la incubacion, las células fueron lavadas

con PBS 1X e incubadas O.N. en DMEM con 10% SFB a 37°C y 5% CO..

lll.6.C. Transfeccién con Lipofectamina 2000

El medio de cultivo de las células GH4 sembradas fue reemplazado por DMEM sin
suplementos y las células fueron transfectadas con Lipofectamina 2000 segun las
instrucciones del fabricante. Brevemente, en un tubo de poliestireno se colocaron 2ug de
ADN plasmidico total y 250ul de DMEM, y en otro, 8ul de Lipofectamina 2000 y 250pul de
DMEM, por pocillo. Se combinaron ambas soluciones, se mezcld por inversion y se incubd
por 20min a temperatura ambiente para que se formaran los complejos entre el poli-cation y
el ADN. Luego, se agreg6 la mezcla al pocillo y se incubd a las células durante 6h a 37°C.
Pasada la incubacion, las células fueron lavadas con PBS 1X e incubadas O.N. en DMEM

con 10% SFB a 37°C y 5% CO..

1l1.6.D. Transfeccién con fosfato de calcio

El medio de cultivo de las células MEF sembradas fue reemplazado por DMEM con 10%
SFB. 2-4h después, las células fueron transfectadas con fosfato de calcio. Brevemente, en
un tubo se colocaron 3ug de ADN plasmidico total, 9ul de CaCl, 2.5M y H,O hasta un
volumen final de 85ul. El tubo se mezcl6 vigorosamente y se incubd por 10min a
temperatura ambiente. Transcurrido ese tiempo se agrego la mezcla de ADN por goteo a un
tubo conteniendo 85ul de Hepes-PO, 2X mantenido en burbujeo continuo. Se incubé por
30min a temperatura ambiente y se agregé la mezcla al pocillo por goteo. Se incubé a las
células O.N. a 37°C. Pasada la incubacion, las células fueron lavadas con PBS 11X e

incubadas en DMEM con 20% SFB a 37°C y 5% CO..
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l1l.7. Western Blot

Transcurridas 48h de la transfeccion, las células fueron lavadas con PBS 1X. Se lisaron
directamente con 100yl de cracking buffer (Laemmli buffer: 62.5mM Tris-HCI pH 6.8, 2%
m/v SDS, 10% glicerol, 5% v/v B-mercaptoetanol y 0.01% azul de bromofenol). Los
extractos fueron levantados en tubos eppendorf con ayuda de un rubber y calentados a
95°C por 5min.

Las muestras preparadas en cracking buffer fueron resueltas en geles de poliacrilamida
desnaturalizantes en buffer Tris-Glicina-SDS (Tris 25mM pH 8.3, glicina 192mM, 0.1%
SDS). Para la identificacién de los tamafios moleculares, se utilizé el marcador de peso
molecular Broad Range Precision Marker. Se realizé la corrida electroforética hasta que
cayo el frente de corrida. Una vez finalizada, se realizé la transferencia a membranas de
nitrocelulosa de 0.2 o 0.45um de poro a 100V durante 1h en buffer de transferencia (Tris
25mM pH 8.3, glicina 192mM, 0.05% SDS, 20% metanol). Luego, se tiferon
transitoriamente las membranas con Rojo Ponceau para chequear el proceso hasta ese
paso y comparar aproximadamente las masas sembradas en cada calle. Se incubaron las
membranas durante 1h en agitacion con solucién de bloqueo TBS-Tween (Tris 25mM pH
8.3, glicina 192mM, 0.1% SDS, 0.05% Tween-20) con 5% m/v de leche descremada para
bloquear los sitios inespecificos. La incubacién con los anticuerpos primarios se llevé a
cabo durante toda la noche a 4°C en agitacion. Las diluciones de los anticuerpos fueron
preparadas en la misma solucion de bloqueo. Las membranas fueron lavadas 3 veces
durante 10min con TBS-Tween. Luego, se incubd con el anticuerpo secundario de la
especie apropiada acoplado a peroxidasa de rabanito en una dilucién 1:3000 en solucién de
bloqueo por 1h a temperatura ambiente en agitacion. Después de tres lavados sucesivos
con TBS-Tween y un cuarto lavado con TBS, la unién de los anticuerpos fue detectada
mediante el kit de quimioluminiscencia Super Signal West Dura utilizando el equipo digital

LAS-1000 Imaging System (Fuiji) u Odyssey Fc.
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lll.8. Inmunoprecipitacion y purificacién con resina de niquel

Transcurridas 48h de la transfeccién, las células COS-7 fueron lavadas con PBS 1X frio y
levantadas con el buffer RIPA modificado (Para IPaHA: 50mM Tris pH 7.4, 50mM NacCl,
1mM EDTA, 1% NP-40; Para IPaHis: 20mM Tris pH 7.4, 50mM NaCl, 1mM EDTA, 1%
Triton X-100) al que se le agrego el coctel de inhibidores de proteasas 1:25, ortovanadato
de sodio 8mM y PMSF 1mM. Los extractos fueron congelados a -80°C para favorecer la
rotura de las células y lisados durante 45min a 4°C en rotor giratorio. Se utilizé una placa de
10cm de diametro por condicion. Los ensayos de inmunoprecipitacion se realizaron a 4°C
durante toda la noche utilizando 1ug de anticuerpo anti-HA o anti-His. Los
inmunoprecipitados fueron recuperados con bolitas de sefarosa conjugadas a proteina A
para IPaHA, o con bolitas de agarosa conjugadas a proteina A/G plus para IPaHis. Los
inmunoprecipitados fueron lavados dos veces con el buffer RIPA modificado y una ultima
vez con PBS frio. Luego fueron resuspendidos en cracking buffer. Después de calentar a
95°C por 5 min, las muestras fueron centrifugadas a baja velocidad y los sobrenadantes
fueron sometidos a Western Blot.

Para la purificacion con resina de niquel Ni-NTA, las células COS-7 fueron levantadas en
PBS 1X, centrifugadas a 3000rpm por 5min y resuspendidas en buffer de extraccion
(Guanidinio-HCI 6M, Tris-HCI 10mM pH 8, Na,HPO,/NaH,PO, 100mM, Imidazol 5mM vy
lodoacetamida 10mM). El lisado resultante se sonicd por 10s a una potencia del 25% para
disminuir la viscosidad, se agregaron 75ul de resina Ni-NTA por condicién y se incubo
durante toda la noche a 4°C en agitacion. Se utilizé6 una placa de 10cm de diametro por
condicién. Al dia siguiente se realizaron centrifugaciones, resuspenciones e incubaciones
sucesivas de 5min en agitacion con buffer de extraccion, buffer Urea | pH 8 (Urea 8M, Tris-
HCI 10mM pH 8, Na,HPO4/NaH,PO, 100mM, Imidazol 5mM y lodoacetamida 10mM), buffer
Urea Il pH 6.3 (Urea 8M, Tris-HCI 10mM pH 6.3, Na,HPO,/NaH,PO, 100mM, Tritén X-100
0.2%, Imidazol 5mM y lodoacetamida 10mM) y buffer Urea lll pH 6.3 (Urea 8M, Tris-HCI

10mM pH 6.3, Na,HPO,/NaH,PO, 100mM, Triton X-100 0.1%, Imidazol 5mM vy
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lodoacetamida 10mM). Finalmente se eluyeron las proteinas unidas a la resina de niquel
incubando con buffer de elusion (Tris-HCI 125mM pH 6.7, 5% SDS, 30% glicerol, B-
mercaptoetanol 720mM e Imidazol 200mM) por 20min en agitacion. Los eluidos se
resupendieron en cracking buffer. Después de calentar a 95°C por 5 min, las muestras

fueron centrifugadas a baja velocidad y los sobrenadantes fueron sometidos a Western Blot.

lll.9. Ensayos de actividad de Luciferasa

Transcurridas 24h de la transfeccion, las células GH4 fueron lavadas con PBS 1X y lisadas
con 100 pl de Reporter Lysis buffer en hielo. Se precipitaron el debris celular y la fraccién
rica en membranas por centrifugaciéon 5min a 13000rpm y los sobrenadantes se guardaron
a —80°C para favorecer la lisis.

Para determinar la actividad luciferasa, 20ul del extracto celular se incubaron con 100pl del
reactivo comercial Luciferase Beetle-Juice, evitando la luz directa, e inmediatamente se
cuantifico la actividad de la luciferasa de luciérnaga en un luminémetro durante 30s como
unidades relativas de luciferasa (RLUSs).

Para normalizar los valores de RLUs, a modo de corregir las diferencias en la eficiencia de
transfeccion o el namero total de células cosechadas entre pocillos, se determiné la
actividad de B-galactosidasa codificada por un plasmido control (con el gen de la B-
galactosidasa bacteriana bajo el promotor constitutivo viral CMV) co-transfectado en los
experimentos. En placas de 96 pocillos fondo plano se colocaron por pocillo 80ul de buffer
B-gal 1X diluido con H,O (Buffer 2X: NaPO,4 0.2M pH 7.4, MgCl, 2mM, B-mercaptoetanol
0.1M, Orto-nitro-fenil-galactopiranésido 1.33 mg/ml) y 20ul de lisado celular. Como blanco
se utilizé buffer de lisis en lugar de lisado celular. Se incubdé a 37°C por 30min o hasta

aparicion de color amarillo. Finalmente, se midié la absorbancia a 415nm.
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lI.10. Inmunofluorescencia y microscopia

Las células MEF sembradas en cubreobjetos de vidrio fueron transfectadas y 48h después
se lavaron con PBS 1X frio y se fijaron con paraformaldehido en PBS 4% m/v. A
continuacion, las ceélulas se permeabilizaron con Triton X-100/PBS 0.01%. Después de un
lavado con PBS de 5min, se incubé con SFB en PBS 1% v/v durante 1h a temperatura
ambiente para disminuir la unién no especifica. Los anticuerpos primarios se diluyeron
1:200 y se incubaron durante toda la noche a 4°C. Después de lavar con PBS, las células
se incubaron con una dilucién 1:200 de anticuerpos secundarios Alexa Fluor 488, 555 o 647
durante 45min a temperatura ambiente. Cuando se realiz6 una doble tincion, los
anticuerpos primarios y secundarios se incubaron juntos. En cada experimento se realizaron
los controles pertinentes de autofluorescencia y sin anticuerpo primario. Luego, los
cubreobjetos se lavaron con PBS, se incubaron con DAPI 1ug/ml o Hoescht 0.5 ug/ml por
15min y se montaron en medio de montaje FluorSave Reagent (Calbiochem). Las muestras
se analizaron en el microscopio de fluorescencia AxioObserver Z1 LED Colibri (Carl Zeiss)
o en el microscopio de fluorescencia confocal LSM 710 AxioObserver (Carl Zeiss) segun el
experimento utilizando los laseres vy filtros apropiados. Las imagenes se adquirieron con el
Software ZEN 2011. No se observo fluorescencia en los controles negativos realizados sin
anticuerpo primario y en el control de autofluorescencia. Todas las imagenes fueron

adquiridas con los mismos ajustes del microscopio para asegurar su correcta interpretacion.

lll.11. Extendidos cromosomicos

Luego de la transfeccion y la sincronizacion en interfase o metafase, las células MEF fueron
levantadas por ftripsinizacion, centrifugadas a 1000rpm por 5min, y el pellet fue
resuspendido en una solucién KCI 0.075M para hipotonia. Se incubé durante 15min a 37°C
y transcurrido este tiempo, se frend la hipotonia con 3 gotas de solucién Metanol/Acido
acético 3:1. Se centrifugé a 1000rpm por 5 min y se resuspendié el pellet en solucion

Metanol/Acido acético 3:1 para fijar. Este Gltimo paso de fijacién se repitié dos veces. Por el

58



Materiales y métodos

método de portas frios e ignicion se reventaron las células sobre portaobjetos obteniendo
extendidos celulares. Los mismos fueron teiidos con Giemsa 5% por 10min y destefidos

con agua. Se dejaron secar y se montaron con medio de montaje no acuoso Pathoclear®.

I11.12. Proliferacion celular

llI.12.A. Método de Wst-1

La proliferacion celular de los clones AtT-20 se determiné mediante la utilizacion del
reactivo Wst-1, como fuera descripto (Paez Pereda et al., 2000). Brevemente, las células
AtT-20 se sembraron a razén de 5000 células/pocillo en medio de cultivo DMEM con 10%
SFB. 24h después las células fueron lavadas con PBS 1X y se cambié el medio por DMEM
con 0, 2, 5 0 10% SFB. Resultados similares se obtuvieron entre las 24h, 48h y 72h de
proliferacion. EI compuesto Wst-1 es clivado por la cadena respiratoria mitocondrial y el
producto coloreado correlaciona directamente con el numero de células viables en el cultivo.
El producto de la reaccion fue determinado mediante la utilizacién de un lector de ELISA a
450 nm. El compuesto se adiciona al cultivo en una dilucién 1/10 respecto del volumen del
pocillo con medio DMEM sin rojo fenol, y la lectura en el lector de ELISA se realiza después

de 2h de su agregado.

ll.12.B. Citometria de flujo

Al momento de siembra, los clones AtT-20 fueron resuspendidos en 1 ml de 5% v/v de SFB
en PBS, incubados con CFSE 5uM durante 5min, lavados 3 veces con 5% v/v de SFB en
PBS vy finalmente resuspendidos en medio DMEM 10% SFB en placas de 6 pocillos. 24h
después, las células fueron levantadas por tripsinizacion, resuspendidas en 5% v/v de SFB
en PBS y analizadas mediante citometria de flujo cuantificando la dilucion de CFSE. Como
controles se hicieron pocillos sin marcar con CFSE (autofluorescencia) o incubados con

CFSE media hora antes del analisis por citometria de flujo (maxima intensidad de CFSE).
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111.13. Tratamiento estadistico de los datos

Todos los experimentos fueron realizados al menos tres veces de forma independiente. Los
resultados son presentados como la media £+ EMS de cada condicidon experimental. Se
probé la homogeneidad de los datos y las comparaciones entre tratamientos fueron
realizadas, mediante un ANOVA de un factor (GraphPad Prism versién 5 for Windows,
GraphPad Software, San Diego California, USA) , seguido de una prueba post hoc de
Scheffé cuando mas de 2 medias fueron comparadas (StatView, SAS Institute Inc., Cary,.

NC, USA).
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Resultados

IV.1. Regulacion de los niveles proteicos de PTTG

IV.1.A. Expresion de PTTG bajo condiciones de estrés

Como se mencioné en la Introduccion, la proteina PTTG actua principalmente como
securina controlando la correcta separacion de las cromatidas hermanas de los
cromosomas en metafase. Es por ello que sus niveles de expresion estan finamente
regulados a lo largo del ciclo celular, pero existen diferentes condiciones que pueden inducir
un aumento o disminucion de los mismos. Basandonos en esto, decidimos estudiar qué
sucede con los niveles proteicos de PTTG en condiciones de estrés celular. En paralelo
estudiamos la expresién de RSUME basados en el conocimiento que se sobreexpresa bajo
estrés. En células COS-7 que no expresan PTTG, transfectadas transientemente con
PTTG1 se encontrd que esta expresion aumenta en hipoxia o al ser estimuladas con cloruro
de cobalto, un inductor quimico de hipoxia que inhibe a las prolil-hidroxilasas del factor de
transcripcién HIF-1 (Figura 8A). PTTG1 a veces migra como un doblete debido a que sufre
fosforilacion dependiente del ciclo celular; en este caso se observd el doblete
correspondiente a PTTG fosforilado y no fosforilado. El mismo efecto del estrés se observo
para la proteina PTTG enddgena de células AtT-20 (corticotrofos de ratéon) sometidas a
hipoxia, pero no se detecté un doblete (Figura 8B). En todos los casos, se corroboré que

RSUME se induce en los distintos tipos de estrés estudiados (Figura 8).
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A. COSs-7 B. AtT-20
NMX HPX Basal CoCl, NMX HPX

WB: PTTG — T bl WB: PTTG -
WB:RSUME | " s e WB: RSUME —
WB: GAPDH P—— WB:GAPDH | s s

Figura 8. PTTG se induce bajo condiciones de estrés. A. Células COS-7 fueron transfectadas con
PTTG1 y 24h después fueron incubadas en hipoxia por 16h (O, 1%, CO, 5%, N, 94%, 37°C), o
cloruro de cobalto 150uM por 3h. Los extractos proteicos resultantes fueron analizados por Western
Blot (WB). B. Células AtT-20 fueron incubadas en hipoxia por 16h (O, 1%, 37°C) y los extractos
resultantes se sometieron a Western Blot. GAPDH se usé como control de carga. NMX, normoxia;
HPX, hipoxia; CoCl,, cloruro de cobalto. En todos los casos se muestra un experimento
representativo de tres con resultados similares.

IV.1.B. Acciéon de RSUME sobre los niveles proteicos de PTTG

Sabiendo que RSUME aumenta su expresion en condiciones de estrés y habiendo
determinado que PTTG también se induce bajo estrés, nos propusimos estudiar el efecto de
la presencia de RSUME sobre la estabilidad proteica de PTTG. Por Western Blot en células
COS-7, el nivel de expresion de PTTG1 fue mayor cuando sobreexpresamos RSUME. Este

aumento se observo tanto en la forma fosforilada como no fosforilada de PTTG (Figura 9).

-PTTG
WB: PTTG - -

WB:V5 —

WB: B-acCling |  «i i .

HA-PTTG - + - +
V5-RSUME = % + "

Figura 9. RSUME induce un aumento de la estabilidad proteica de PTTG1. Células COS-7 fueron
transfectadas transientemente con PTTG1, RSUME, y/o el correspondiente vector vacio. 48h
después, los extractos proteicos fueron sometidos a Western Blot (WB). p-actina se usé como control
de carga. Se muestra un experimento representativo de cuatro con resultados similares.
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En células de las lineas tumorales hipofisarias GH4 (somatotrofos de rata) y AtT-20, que
expresan PTTG de forma enddgena, se determind por Western Blot que la presencia de
RSUME produce un aumento de los niveles de expresion endogenos de PTTG (Figura 10).
Al igual que en células AtT-20, en la linea celular GH4 no se detectdé un doblete para la

banda de la proteina PTTG como se habia observado en las células COS-7.

A. B.
WB: PTTG - WB: PTTG —
WB: V5 — WB: V5 -
WB: B-actina T — - WB: -actina
V5-RSUME - + V5-RSUME . +

Figura 10. RSUME induce un aumento de la estabilidad proteica de PTTG enddgeno. Células
GH4 (A) o AtT-20 (B) fueron transfectadas con RSUME o vector vacio. 48h después, los extractos
proteicos fueron sometidos a Western Blot (WB). En todos los casos se muestra un experimento
representativo de tres con resultados similares.

En linea con estos resultados, se observé que al silenciar RSUME con ARN pequeno de
interferencia (siRNA) especifico, disminuyen los niveles proteicos de PTTG en comparacion
con la condicién basal o con la condicion en la que se utilizé un siRNA inespecifico, tanto en
células COS-7 transfectadas con PTTG1 (Figura 11A) como en células GH4 que expresan
PTTG (Figura 11B).

Notamos que en las células GH4 se produjo un aumento de la expresion de PTTG cuando
utilizamos un siRNA inespecifico, respecto de la condicién basal. Creemos que este
aumento puede deberse al estrés generado en las células por el hecho de introducir un

ARN pequefio de interferencia.
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A. siRNA siRNA B. siRNA siRNA
Basal scramble RSUME Basal scramble RSUME
— — p-PTTG
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V5.-RSUME O I

Figura 11. El silenciamiento de RSUME produce una disminuciéon de la expresion de PTTG. A.
Células COS-7 fueron transfectadas transientemente con PTTG1, RSUME, y/o el correspondiente
vector vacio, y co-transfectadas con ARN pequeio de interferencia especifico para RSUME (siRNA
RSUME) o inespecifico (siRNA scramble). 48h después, los extractos proteicos fueron sometidos a
Western Blot (WB). B-actina se usé como control de carga. B. Células GH4 fueron transfectadas con
siRNA especifico para RSUME o siRNA inespecifico. 48h después, los extractos proteicos fueron
sometidos a Western Blot (WB). En todos los casos se muestra un experimento representativo de
tres con resultados similares.

IV.1.C. Estabilidad proteica de PTTG en las fases del ciclo celular

Teniendo en cuenta que la expresion de PTTG varia a lo largo del ciclo celular, se
analizaron los niveles de expresion de PTTG en las distintas fases del ciclo celular y el
efecto de RSUME sobre los mismos. En células COS-7 transfectadas transientemente con
PTTG1, se comprobd que PTTG tiene un patron de expresion dependiente del ciclo celular,
mostrando un aumento de sus niveles proteicos en las fases G1 y M (Figura 12A). En
presencia de RSUME, PTTG aumenta su expresion en las fases G1 y M. Como control de
las distintas fases se utilizaron marcadores especificos de cada una de ellas (ciclina D para
G1, ciclina A para S, cilcina B1 para G2-M, y fosfo-Serina 10 de la histona H3 para M).

En células GH4 se observd una induccion de PTTG en presencia de RSUME en todas las

fases del ciclo celular, pero sin una predominancia por alguna de ellas (Figura 12B).

En conjunto podemos concluir que existe una induccion de PTTG y RSUME en condiciones
de estrés, y un aumento de la expresion de PTTG inducido por RSUME, tanto sobre la
proteina enddégena como transfectada. Este aumento ocurre principalmente en las fases G1

y M del ciclo celular.
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A GO G1 S G2 M
WB: PTTG - - | ‘:T’;G
WB: V5 .
WB: B-actina —— —— ———— — — — — ——
WB: ciclina D3 | = — ]
WB: ciclinaA | —_—-— ]
WB: ciclina B1 o s . B R T
WB: p-Ser10 HisH3 | - |
V5-RSUME @ F B W o b w oW e ok
B GO G1 S G2 M

WB: PTTG

WB: V5 |

WB: ciclina D3 [ —— |
WB: ciclinaA | 4 | ]
WB:cicinaBt | s l
WB: p-Ser10 HisH3 | —

WB: B-actina ——— — D — - D G c— —

V5RSU'-‘E - + - + - RS - + - s

Figura 12. RSUME induce un aumento de los niveles de expresion de PTTG dependiente del
ciclo celular. A. Células COS-7 fueron transfectadas transientemente con PTTG1, RSUME, y/o el
correspondiente vector vacio. Los extractos proteicos fueron sometidos a Western Blot (WB), previa
sincronizacion de las células en las distintas fases del ciclo celular (GO: deprivacion de suero por 24h;
G1: incubacién con butirato de sodio 6 mM por 16h; S: bloqueo con timidina 2.5 mM por 16h,
recuperacién por 8h, nuevo bloqueo con timidina 2.5 mM por 16h, y cosecha a las 4h; G2: idem. S
pero cosecha a las 8h; M: incubacion con nocodazole 5 yM por 16h). Ciclina D3 se us6é como
marcador de la fase G1, Ciclina A como marcador de S, Ciclina B1 como marcador de G2-M, y fosfo-
Serina 10 de la histona H3 como marcador de M. B. Células GH4 fueron transfectadas
transientemente con RSUME o vector vacio. Los extractos proteicos fueron sometidos a WB, previa
sincronizacion de las células en las distintas fases del ciclo celular segin se indica en A. B-actina se
us6 como control de carga. En todos los casos se muestra un experimento representativo de tres con
resultados similares.
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IV.2. Sumoilacion de PTTG e interaccidn con ubiquitinacion

Dado que RSUME induce un aumento de los niveles de expresion de PTTG y a su vez es
un enhancer de sumoilacion, hipotetizamos que PTTG podria estar siendo modificada por
SUMO.

Para verificar esta hipétesis, en primer lugar se realizé un analisis in silico de la secuencia
de PTTG1 humano con los software SUMOplot™ Analysis Program y SUMOsp 2.0. El
programa SUMOplot predice la presencia de sitios de sumoilacién en una proteina y otorga
un puntaje a cada posible sitio de sumoilacion en base a la probabilidad que tiene esa
secuencia consenso de acoplarse a SUMO (score entre 0 y 1). El software SUMOsp 2.0
predice la presencia de potenciales sitios de sumoilacion con mayor especificidad que
SUMOplot, y los clasifica en Tipo | (secuencia WKXE) o Tipo Il (no consenso).

El analisis de la secuencia de la proteina PTTG1 humana con el software SUMOplot predijo
con alta probabilidad la existencia de dos sitios consenso de sumoilacion en las lisinas de
posicion 168 (K168) y 25 (K25). Ademas, existirian otros cinco sitios de sumoilacion mas
débiles, en las lisinas 21 (K21), 84 (K84), 48 (K48), 157 (K157) y 116 (K116) (Figura 13A).
Al realizar el mismo estudio con el Software SUMOsp 2.0, todos los sitios de sumoilacion
predichos serian no consenso (Tipo Il). Al igual que con SUMOplot, el sitio K168 aparece
como el de mayor score. Después le siguen en puntuacion los sitios K82 y K99, cuando se
reduce la puntuacién de corte (cut off) de 2.64 a 2.26. Sin restricciones, hay otras 17 lisinas
que podrian sufrir conjugacion a SUMO (Figura 13B).

Unificando los resultados de ambos software, PTTG1 tendria un sitio de sumoilacion mas

probable en la posicién K168.
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Figura 13. Prediccion de sitios de sumoilacion en la proteina PTTG1 humana. A. Prediccién con
el software SUMOplot. La proteina PTTG1 presenta dos sitios de sumoilacion con alta probabilidad
de ocurrencia en las lisinas K168 y K25 (indicados en rojo), y cinco sitios con baja probabilidad de
ocurrencia en las lisinas K21, K84, K48, K157 y K116 (indicados en azul). En la tabla se indica la
puntuacion obtenida en la prediccion por cada sitio de sumoilacion (score) y la secuencia proteica
que rodea a cada lisina sumoilable. B. Prediccion con el software SUMOsp 2.0. Con una puntuacién
de corte de 2.64, la proteina PTTG1 presenta un probable sitio de sumoilacion en la lisina K168
(indicado en rojo). Los sitios K82 y K99 tienen un score menor (indicados en azul) y ademas se
predicen 17 sitios adicionales (indicados en turquesa). En la tabla se indica la puntuacién obtenida en
la prediccion por cada sitio de sumoilacién (score) y la secuencia proteica que rodea a cada lisina
sumoilable.
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Como evidencia experimental, decidimos primero estudiar qué sucede con los niveles de
expresion de PTTG en presencia de Senp-1 (la enzima SUMO hidrolasa que elimina SUMO
de las proteinas sumoiladas), Gam1 (proteina adenoviral que inhibe la sumoilacién por
inactivacion de la enzima SAE1/SAE2 e induccién de la degradacion de las enzimas
SAE1/SAE2 y Ubc9), o RSUME. En células COS-7 transfectadas transientemente con
PTTG1, se produce una disminucion de los niveles de expresion de la proteina PTTG en
presencia de Senp-1, respecto de la condicion basal (Figura 14A). Por su parte RSUME
aumenta la estabilidad proteica de PTTG. La reduccién por Senp-1 ocurre incluso cuando
co-transfectamos RSUME, lo que nos indica que el aumento de estabilidad de la proteina
PTTG por RSUME es por sumoilacion. Cuando analizamos el efecto de Gam1 wild type, se
observé también una disminucion de la estabilidad proteica de PTTG1. Dicho efecto se
revierte al co-transfectar un dominante negativo de Gam1 (Gam1 mutante), que presenta un
pseudo efecto “estresor” per se (Figura 14B). La accién de Gam1 sobre PTTG confirma

que RSUME actua como enhancer de la sumoilacion de PTTG.

A. B.

Basal Senp-1 Basal Gamiwt Gam1mut
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Figura 14. Senp-1 y Gam1 producen una disminucion de la estabilidad proteica de PTTG1.
Células COS-7 fueron transfectadas transientemente con PTTG1, RSUME, y/o vector vacio, y co-
transfectadas con Senp-1 (A), Gam1 wild type (Gam1 wt) o Gam1 dominante negativo (Gam1 mut)
(B). 48h después, los extractos proteicos fueron sometidos a Western Blot (WB). GAPDH se usoé
como control de carga. En todos los casos se muestra un experimento representativo de tres con
similares resultados.

Teniendo en consideracion el analisis in silico y el resultado anterior, nos propusimos
detectar a la proteina PTTG en su forma sumoilada. Para ello, células de la linea COS-7 se

transfectaron con SUMO-1, con cantidades crecientes de PTTG1 y con RSUME o su vector
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vacio. En el Western Blot correspondiente se detectaron formas especificas de PTTG de
menor movilidad electroforética que las formas fosforilada y no fosforilada, que
corresponderian a PTTG conjugado a SUMO-1 (Figura 15A). La forma mayoritaria de
PTTG sumoilado se revela a 37kDa, mientras que las formas de PTTG fosforilado y no
fosforilado aparecen a 25 kDa. Este resultado esta de acuerdo con la adicién a la proteina
PTTG de una unica molécula de SUMO-1 (~11kDa), por lo que se trataria de mono-
sumoilacion.

Los mismos ensayos se repitieron con SUMO-2 y SUMO-3, y en ambos casos se
observaron formas de menor movilidad electroforética, con predominancia a 37kDa
(Figuras 15B y C). Es decir, PTTG1 seria conjugado a una unica molécula de SUMO para
SUMO-1, 2 o 3. Este hecho no implica que el sitio de conjugacion a SUMO sea unico, pero
si podria ser que PTTG1 tenga un sitio de sumoilacion predominante.

Consistente con su rol como enhancer de SUMO, la presencia de RSUME potencia la

sumoilacion de PTTG1 por SUMO-1, 2y 3 (Figura 15).
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Figura 15. Sumoilacion de PTTG1 por SUMO-1, 2 y 3. Células COS-7 fueron transfectadas
transientemente con PTTG1, RSUME, y/o vector vacio, y co-transfectadas con SUMO-1 (A), SUMO-
2 (B), o SUMO-3 (C). 48h después, los extractos proteicos fueron sometidos a Western Blot (WB). -
actina se usé como control de carga. En todos los casos se indica la forma sumoilada de PTTG
(SUMO-PTTG) de aproximadamente 37KDa. En todos los casos se muestra un experimento
representativo de tres con resultados similares.

Para confirmar que PTTG se sumoila, decidimos hacer una purificacion que permita
identificar inequivocamente la/s forma/s de PTTG conjugado a SUMO. En el mismo sistema
experimental que usamos anteriormente pero con un SUMO-1 taggeado con His, los
extractos proteicos resultantes se inmunoprecipitaron con anticuerpo especifico para el tag
HA (que esta unido a PTTG1). EI Western Blot de los inmunoprecipitados se revel6 con
anticuerpo especifico para PTTG (para verificar la precipitacién) y con anticuerpo especifico
para SUMO-1 (para determinar si alguna de las formas reveladas de PTTG esta conjugada

a SUMO-1). Como resultado se detectd la presencia de dos formas mayoritarias de PTTG
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acoplado a SUMO-1 de 37kDa y ~50kDa (Figura 16A). La banda de 37kDa coincide con la
observada en los experimentos de la Figura 8A y corresponde a PTTG1 conjugado a una
molécula de SUMO-1. La banda de ~50kDa es minoritaria y por su peso molecular
corresponde a PTTG1 acoplado a dos moléculas de SUMO-1. Respecto al efecto de
RSUME sobre PTTG, se observé que la presencia de RSUME induce un aumento de las
dos formas de PTTG sumoilado, ademas de aumentar la expresion de PTTG no conjugado
a SUMO (Figura 16A, calle 4 respecto a 3 y calle 2 respecto a 1).

Para terminar de confirmar este resultado y descartar posibles artefactos experimentales, se
realizé la inmunoprecipitacion reciproca. En este caso se inmunoprecipitd con anticuerpo
especifico para el tag His (que esta unido a SUMO-1) y se revelé el Western Blot con
anticuerpo especifico para SUMO-1 (para verificar la precipitacién) y con anticuerpo
especifico para PTTG (para detectar PTTG acoplado a SUMO-1). Como resultado se
obtuvo la misma forma de PTTG conjugado a SUMO-1 de 37kDa que se observa en las
Figuras 8A y 9A, y una banda de PTTG sumoilado de entre 37 y 50kDa (Figura 16B). Se
puede notar que en el panel revelado con anticuerpo especifico para PTTG también
aparece una banda de ~50kDa, ademas de las otras dos bandas mencionadas
anteriormente. Este resultado coincide con lo observado en la Figura 16A. En este caso,
nuevamente se confirma que RSUME induce un aumento de las formas sumoiladas de

PTTG (Figura 16B).
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Figura 16. Inmunoprecipitacion para detectar sumoilacion de PTTG1 por SUMO-1. Células
COS-7 fueron transfectadas transientemente con HA-PTTG1, RSUME o vector vacio, y His-SUMO-1.
48h después, los extractos proteicos en RIPA fueron sometidos a inmunoprecipitacion (IP) con
anticuerpo especifico para el tag HA (A) o el tag His (B), y posterior Western Blot (WB) con
anticuerpos especificos para PTTG y SUMO-1. B-actina se usé como control de carga de los
extractos crudos (EC). Con flechas o corchete se indican las formas sumoiladas de PTTG (SUMO-1-
PTTG). *IgG correspondientes a los anticuerpos utilizados en la inmunoprecipitacién. En todos los
casos se muestra un experimento representativo de cuatro con resultados similares.

En este punto demostramos que RSUME aumenta la estabilidad proteica de PTTG
mediante su modificacion post-traduccional por SUMO. Como ya se dijo en la Introduccion,
PTTG es una proteina que va a degradaciéon por la via de Ubiquitina. Entonces nos
preguntamos si el efecto de RSUME sobre la estabilidad proteica de PTTG podia estar
afectando la ubiquitinacion de PTTG. Como se indicd, existen numerosos ejemplos de
proteinas en las cuales el simple hecho de ser conjugadas a SUMO impide que puedan ser
acopladas a Ubiquitina porque ambas modificaciones ocurren en la misma lisina o en lisinas
cercanas. Para estudiar esta hipotesis se hicieron experimentos de inmunoprecipitacién en
células COS-7 con anticuerpo especifico para el tag His (que estd unido a Ubiquitina) y
posterior Western Blot (WB) con anticuerpo para PTTG. De esta forma se inmunoprecipitan
todas las proteinas ubiquitinadas y se detecta por WB solamente a PTTG unido a
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Ubiquitina. En presencia de RSUME se produce una disminucion de los niveles de PTTG
ubiquitinado (Figura 17, calle 4 respecto de 3), ademas del aumento de la expresién de
PTTG ya descripto (Figura 17, calle 2 respecto de 1). Como se ve en la Figura 17 y ya fue

reportado, existe mas de una forma de PTTG acoplado a Ubiquitina.

EC IP aHis

Mock

]
WB: PTTG ' ] Ub-PTTG

] «—PTTG

WB: V5 -

WB: B-actina ~—

PTTG-HA OB OB R +
RSUME-V5 -+ = o+ +
Ubiquitina-His + + + + +

Figura 17. RSUME inhibe la ubiquitinacion de PTTG1. Células COS-7 fueron transfectadas
transientemente con PTTG1, RSUME o vector vacio, y His-Ubiquitina. 48h después, los extractos
proteicos en RIPA fueron sometidos a inmunoprecipitacién (IP) con anticuerpo especifico para el tag
His, y posterior Western Blot (WB) con anticuerpo especifico para PTTG. (-actina se usé como
control de carga de los extractos crudos (EC). Con corchete se indican las formas ubiquitinadas de
PTTG (Ub-PTTG). Mock, extracto inmunoprecipitado con 1gG inespecifica del mismo isotipo que el
anticuerpo anti-His utilizado en la inmunoprecipitacién especifica. Se muestra un experimento
representativo de tres con resultados similares.

Este resultado indica que RSUME no solo aumenta la estabilidad proteica de PTTG por
favorecer su conjugacion a SUMO, sino también por inhibir su conjugacion a Ubiquitina.
Para determinar si ambos procesos podrian estar vinculados se analizo si la presencia de la
proteina inhibidora de la sumoilacion Gam1 produce alguna alteracion en la ubiquitinacion
de PTTG y en el efecto de RSUME sobre dicha modificacién post-traduccional. Para ello, en
el mismo sistema de COS-7 transfectadas transientemente se realizdé una purificacion de
proteinas ubiquitinadas por afinidad del tag His (que esta acoplado a Ubiquitina) a una

resina de niquel, y posterior Western blot con anticuerpo especifico para PTTG. Se detecto

que la inhibicién de la sumoilacion impide que RSUME pueda inducir una disminucién de la
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conjugacion de PTTG a ubiquitina, de manera que en presencia de Gam1 aumentan los
niveles de PTTG ubiquitinado (Figura 18). De este experimento podemos concluir que la
estabilidad proteica de PTTG depende de la competencia entre los procesos de sumoilacion
y ubiquitinacién (cuando el proceso de sumoilacién esta inhibido por Gam1, aumenta la
conjugacion de PTTG a Ubiquitina) y que RSUME tiene su efecto sobre PTTG
principalmente via SUMO (cuando la sumoilacién esta inhibida por Gam1, RSUME no

puede inducir una disminucién de la ubiquitinacion de PTTG).

Basal Gam1
@2 @
3 3
- = - <
: 2 2 =
= 2 £ Z
WB. PTI—G ] Ub-PTTG
o - +— p-PTTG
-—— - - PTTG
HA-pTTG + + + +
V5-RSUME + + + +
His-Ubiquitina - + + +
Gam1 - - + +

Figura 18. Interaccion de la sumoilacién y la ubiquitinacion de PTTG1. Células COS-7 fueron
transfectadas transientemente con PTTG1 y RSUME, His-Ubiquitina y Gam1. 48h después, los
extractos proteicos en RIPA fueron sometidos a purificacién en resina de niquel (Ni-NTA) con
afinidad por el tag His, y posterior Western Blot (WB) con anticuerpo especifico para PTTG. Con
corchete se indican las formas ubiquitinadas de PTTG (Ub-PTTG). Se muestra un experimento
representativo de tres con resultados similares.
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IV.3. Localizacién celular de RSUME, PTTG y SUMO-1

Dado que RSUME regula a PTTG, analizamos si las proteinas PTTG y RSUME presentan
alguna localizacién espacial relacionada con esta regulacién a nivel proteico. Incluimos en
el analisis a SUMO-1 por los resultados obtenidos en el capitulo anterior. En fibroblastos
embrionarios de raton (MEF) transfectados transientemente con vectores de expresiéon de
HA-PTTG1, V5-RSUME o vector vacio se hizo inmunohistoquimica con anticuerpo
especifico para el tag V5 (RSUME), el tag HA (PTTG) o SUMO-1. Los preparados se
visualizaron al microscopio confocal. La localizacién de RSUME fue tanto citoplasmatica
como nuclear, tal como estaba reportado (Figura 19, Verde). PTTG1 se localizé también en
el nucleo y en el citoplasma celular, pero con una predominancia por ciertas zonas del
citoplasma cercanas al nucleo (Figura 19, Rojo). SUMO-1 enddgeno se encontrd
principalmente en el nucleo celular, como era de esperarse, o rodeando al mismo (Figura

19, Amarillo).

Merge Transmision

PTTG

Figura 19. Distribucion subcelular de RSUME, PTTG y SUMO-1. Células MEF de pasaje 3 fueron
transfectadas transientemente con vectores de expresion de V5-RSUME, HA-PTTG1, o vector vacio.
48h post-transfeccion se hizo inmunohistoquimica con anticuerpos especificos contra el tag V5
(anticuerpo secundario acoplado a Alexa488 (Verde)), el tag HA (anticuerpo secundario acoplado a
Alexa647 (Rojo)) o SUMO-1 (anticuerpo secundario acoplado a Alexa555 (Amarillo)), junto con
tincion nuclear con DAPI 1ug/ml (Azul). Los preparados se visualizaron al microscopio confocal y se
uso transmision con la técnica DIC. Se muestran imagenes representativas de un experimento, de
tres con resultados similares. La linea blanca representa 10000nm.
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Posteriormente se realizaron ensayos de colocalizacion en células MEF transfectadas
transientemente con vectores de expresion de HA-PTTG1 y V5-RSUME. En todos los
campos analizados se observo colocalizacion de las proteinas PTTG1 y RSUME tanto en
nucleo como en citoplasma (Figura 20, “Merge” amarillo). En el primer grupo de imagenes
mostradas en la Figura 20 puede verse una célula MEF en divisién (ver Ampliacion), y alli
la localizacion tanto de PTTG1 como de RSUME se visualiza en los microtubulos, pero no
en la zona donde se encuentra el material nuclear. En este caso que PTTG1 y RSUME
estan co-transfectadas, notamos que PTTG1 se localiza de forma pareja en nucleo vy

citoplasma, y no mayormente en citoplasma como en las imagenes de la Figura 19.

PTTG DAPI Merge

Figura 20. PTTG1 y RSUME colocalizan en nucleo y citoplasma. Células MEF de pasaje 3 fueron
transfectadas transientemente con vectores de expresion de HA-PTTG1 y V5-RSUME. 48h post-
transfeccion se hizo inmunohistoquimica con anticuerpos especificos contra los tags HA (anticuerpo
secundario acoplado a Alexa647 (Rojo)) y V5 (anticuerpo secundario acoplado a Alexa488 (Verde)),
junto con tincién nuclear con DAPI 1ug/ml (Azul). Los preparados se visualizaron al microscopio y de
cada preparado se fotografiaron 15 campos elegidos al azar. Se muestran imagenes representativas
de un experimento, de tres con resultados similares. En la imagen superior se muestra una
ampliacién de una célula en division. La linea blanca representa 50000nm.

En ensayos similares pero transfectando unicamente PTTG1 o RSUME, se observé que
ambas proteinas colocalizan con SUMO-1 enddgeno de las células MEF (Figura 21). En el
caso de PTTG1, se vuelve a observar un patron de localizaciéon mayormente citoplasmatico
en la zona que rodea al nucleo, como se observo en la Figura 19. SUMO-1, en presencia
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de PTTG1 o RSUME adquiere una localizacién predominantemente citoplasmatica, a

diferencia de la Figura 19 donde se observaba casi completamente nuclear.

PTTG DAPI Merge

Figura 21. PTTG1 y RSUME colocalizan con SUMO-1. Células MEF de pasaje 3 fueron
transfectadas transientemente con vectores de expresion de HA-PTTG1 o V5-RSUME. 48h post-
transfeccion se hizo inmunohistoquimica con anticuerpos especificos contra los tags HA (anticuerpo
secundario acoplado a Alexa647 (Rojo)) o V5 (anticuerpo secundario acoplado a Alexa488 (Verde)),
y contra SUMO-1 (anticuerpo secundario acoplado a Alexa555 (Amarillo), junto con tincién nuclear
con DAPI 1pg/ml (Azul). Los preparados se visualizaron al microscopio y de cada preparado se

fotografiaron 15 campos elegidos al azar. Se muestran imagenes representativas de un
experimento, de tres con resultados similares. La linea blanca representa 50000nm.

Para determinar si existe una correlaciéon (asociacién de intensidades) y/o un solapamiento
(coincidencia espacial) de las sefiales de fluorescencia de RSUME, PTTG y SUMO-1 se
cuantificd la colocalizacién con el Software ImageJ/Fiji por métodos basados en la
intensidad de los pixeles dado que el marcaje de las tres proteinas analizadas fue de tipo
difuso y no punteado/discreto. En todos los casos se definié el umbral de intensidad de la
imagen con la funcién “Threshold automatico de Costes” del plugin JACoP. El analisis se
hizo de a pares, en tres imagenes seleccionadas al azar correspondientes a tres

experimentos independientes (Figuras 22A, 23A y 24A). Se trabajé con cuatro plugins
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diferentes (Colocalization colormap, Just Another Colocalization Plugin o JACoP, Intensity
Correlation Analysis o ICA, y Coloc 2) ya que no todos los plugins aplican las formulas de
los coeficientes de colocalizacién de la misma manera. Se calcularon los coeficientes de
colocalizacién de Pearson (valor entre -1 y +1, indica correlacién), de Manders M1 y M2
(valor entre 0 y 1, indica solapamiento) e ICQ (valor entre -0.5 y +0.5, indica correlacion)
(Figuras 22B, 23B y 24B). Para cada plugin se muestran las representaciones graficas de
la imagen con mayor colocalizacién (Figuras 22C, 23C y 24C): el cytofluograma o
colourscatterplot representa pixel a pixel la intensidad del canal 1 (Ch1) frente a la
intensidad del canal 2 (Ch2), cuanto mas cercano a la recta identidad que pasa por el
origen, mayor colocalizacién; el ICAplot representa los valores de PDM (Product of the
Differences of the Mean) de cada canal y muestra mayor colocalizacién cuando los valores
estan mas centrados en la mitad derecha del grafico; el histograma Li es similar al ICAplot
pero los valores estan mas pegados al eje a mayor colocalizacion.

Al estudiar la colocalizaciéon cuantitativa de PTTG1 y RSUME con el plugin Colocalization
colormap todas las imagenes analizadas presentaron un indice de correlacién de
intensidades (Icorr) cercano a 1, como se muestra en la tabla de la Figura 22B, lo que nos
indica que existe una asociacion entre las intensidades de PTTG1 y RSUME. En la grafica
arrojada para la Imagen 3 se observan zonas de baja correlacion (tonos frios) en el nucleo y
los alrededores, y zonas de alta correlacion (tonos calidos) en el citoplasma (Figura 22C,
Colocalization colormap). Para los otros plugins, el coeficiente de Pearson de las tres
imagenes es cercano a 1 y el coeficiente ICQ es cercano a 0.5, lo que nos dice que las
intensidades de PTTG1 y RSUME correlacionan (solo en el plugin ICA los coeficientes ICQ
obtenidos para las imagenes 2 y 3 resultaron mas bajos) (Figura 22B). Los coeficientes de
Manders resultaron cercanos a 1 para todas las imagenes analizadas con los plugins
JACoP y Coloc 2, pero en el plugin ICA se obtuvieron valores mas bajos de M1 y M2. Es
decir, ademas hay una coincidencia espacial de intensidades de PTTG1 y RSUME.

Respecto de las gréficas, la Imagen 3 tiene una alta correlacion de intensidades de PTTG1
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y RSUME porque en los cytofluograma/colourscatterplot los valores se ubican cercanos a la
diagonal, en los ICAplots los valores aparecen en la mitad derecha de grafico, y en el
histograma Li los valores estan pegados al eje (Figura 22C). Todas estas graficas indican
que hay colocalizacién total entre PTTG1 y RSUME pero ambas proteinas tienen distinta
intensidad de marcaje.

Para determinar si esta colocalizacion de PTTG1 y RSUME es real o se produjo por la
coincidencia azarosa de las tinciones, se realizaron test de colocalizacion que analizan el
grado de correlacién entre la imagen A original y numerosas imagenes B modificadas,
calculando los coeficientes y comparandolos con el valor obtenido para la pareja original de
imagenes. De esta forma, arrojan un valor de probabilidad del resultado de colocalizacién
(se considera colocalizacién real a una probabilidad mayor al 95%). Hay varias maneras de
generar las imagenes B modificadas. En este caso, utilizamos los métodos de Costes
Randomization (fragmenta la imagen B en bloques y los desplaza al azar) y Van Steensel
(traslada pixeles una cierta distancia). La grafica de Van Steensel representa la funcion
CCF mostrando el valor de Pearson obtenido en funcion del desplazamiento en x, y se basa
en que si la colocalizacion es verdadera, el valor del coeficiente de Pearson disminuira a
medida que aumente el desplazamiento en x.

Para las tres imagenes estudiadas la colocalizacion es real ya que el P-value obtenido es
del 100%, pero la Imagen 3 es la unica que presentd el valor mayor del coeficiente de
Pearson para la pareja de imagenes originales (desplazamiento en x=0), como puede verse
en su grafica de Van Steensel (Figura 22D).

Al analizar la colocalizacién cuantitativa de PTTG1 y SUMO-1, nuevamente obtuvimos
coeficientes de Icorr cercanos a 1, coeficientes de Pearson cercanos a 1, coeficientes ICQ
cercanos a 0.5 (con excepcion de la Imagen 3) y coeficientes de Manders cercanos a 1
(salvo con el plugin ICA) (Figura 23B). En cuanto a las representaciones gréficas, todas se
corresponden con la existencia de colocalizacion total entre PTTG1 y SUMO-1 (notar que

los valores graficados estan mas agrupados que en las graficas obtenidas para PTTG1 y
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RSUME), e indican que las zonas de mayor colocalizaciéon se ubican en el citoplasma
celular, segun se aprecia en la grafica de Colocalization colormap (Figura 23C). Los test de
colocalizacion indican que la colocalizacion es real. Con estos resultados concluimos que
existe correlaciéon y coincidencia espacial de las intensidades de las sefales de PTTG1 y
SUMO-1, por lo que ambas proteinas colocalizan y dicha colocalizacion no es azarosa.

En el caso de RSUME y SUMO-1 se repiten las observaciones obtenidas anteriormente,
aunque los valores de los coeficientes fueron mas bajos (Figura 24B). Segun las
representaciones graficas, la colocalizacion es total con distinta intensidad de marcaje para
RSUME y SUMO-1, ocurre principalmente en ciertas regiones del citoplasma (Figura 24C)
y es real (Figura 24D). Nuevamente, concluimos que existe colocalizacién entre RSUME vy

SUMO-1.

De estos resultados podemos inferir que PTTG y RSUME colocalizan tanto en el nucleo
como en el citoplasma celular, hecho que va en linea con los efectos de RSUME sobre
PTTG descriptos anteriormente. Ademas, ambas proteinas colocalizan con SUMO-1

principalmente en el citoplasma.
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Figura 22. Colocalizacion cuantitativa de PTTG1 y RSUME. Células MEF de pasaje 3 fueron
transfectadas transientemente con vectores de expresion de HA-PTTG1 y V5-RSUME. 48h post-
transfeccion se hizo inmunohistoquimica con anticuerpos especificos contra los tags HA (anticuerpo
secundario acoplado a Alexa647 (Rojo)) y V5 (anticuerpo secundario acoplado a Alexa488 (Verde)),
junto con tincion nuclear con DAPI 1ug/ml (Azul). A. Imagenes de microscopia confocal elegidas al
azar para cuantificar la colocalizacion de PTTG1 con RSUME. La linea blanca representa 10000nm.
B. Tabla donde se indican, para las tres imagenes mostradas en A., los valores de los coeficientes de
colocalizacion de los plugins Colocalization colormap, JACoP, ICA y Coloc2 del Software ImageJ/Fiji.
C. Representaciones graficas obtenidas con los plugins Colocalization colormap, JACoP, ICA y
Coloc2 del Software ImageJ/Fiji para la Imagen 3. D. Tabla donde se indican los valores de los test
JACoP Costes’Randomization, Coloc2 Costes’Randomization y Van Steensel para determinar si la
colocalizacion de PTTG con RSUME es real o azarosa. También se muestra la representaciéon
grafica obtenida del test Van Steensel para la Imagen 3.
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Figura 23. Colocalizacion cuantitativa de PTTG1 y SUMO-1. Células MEF de pasaje 3 fueron
transfectadas transientemente con vectores de expresion de HA-PTTG1 y V5-RSUME. 48h post-
transfecciéon se hizo inmunohistoquimica con anticuerpos especificos contra el tag HA (anticuerpo
secundario acoplado a Alexa647 (Rojo)) y SUMO-1 (anticuerpo secundario acoplado a Alexa555
(Amairillo)), junto con tincién nuclear con DAPI 1ug/ml (Azul). A. Imagenes de microscopia confocal
elegidas al azar para cuantificar la colocalizacién de PTTG1 con SUMO-1. La linea blanca representa
10000nm. B. Tabla donde se indican, para las tres imagenes mostradas en A., los valores de los
coeficientes de colocalizacion de los plugins Colocalization colormap, JACoP, ICA y Coloc2 del
Software ImageJ/Fiji. C. Representaciones graficas obtenidas con los plugins Colocalization
colormap, JACoP, ICA y Coloc2 del Software ImageJ/Fiji para la Imagen 1. D. Tabla donde se indican
los valores de los test JACoP Costes’Randomization, Coloc2 Costes’Randomization y Van Steensel
para determinar si la colocalizacién de PTTG1 con SUMO-1 es real o azarosa. También se muestra
la representacion grafica obtenida del test Van Steensel para la Imagen 1.
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Figura 24. Colocalizacion cuantitativa de RSUME y SUMO-1. Células MEF de pasaje 3 fueron
transfectadas transientemente con vectores de expresion de HA-PTTG1 y V5-RSUME. 48h post-
transfecciéon se hizo inmunohistoquimica con anticuerpos especificos contra el tag V5 (anticuerpo
secundario acoplado a Alexa488 (Verde)) y SUMO-1 (anticuerpo secundario acoplado a Alexa555
(Amarillo)), junto con tinciéon nuclear con DAPI 1ug/ml (Azul). A. Imagenes de microscopia confocal
elegidas al azar para cuantificar la colocalizacion de RSUME con SUMO-1. La linea blanca
representa 10000nm. B. Tabla donde se indican, para las tres imagenes mostradas en A., los valores
de los coeficientes de colocalizacién de los plugins Colocalization colormap, JACoP, ICA y Coloc2 del
Software ImageJ/Fiji. C. Representaciones graficas obtenidas con los plugins Colocalization
colormap, JACoP, ICA y Coloc2 del Software ImageJ/Fiji para la Imagen 3. D. Tabla donde se indican
los valores de los test JACoP Costes’Randomization, Coloc2 Costes’Randomization y Van Steensel
para determinar si la colocalizacion de RSUME con SUMO-1 es real o azarosa. También se muestra
la representacion grafica obtenida del test Van Steensel para la Imagen 3.
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IV.4. Consecuencias funcionales del efecto de RSUME sobre PTTG

Sabiendo que RSUME produce un aumento de la estabilidad proteica de PTTG vy
conociendo que la desregulacién de los niveles fisiologicos de PTTG puede conducir al
desarrollo tumoral, decidimos estudiar las consecuencias funcionales del efecto de RSUME

sobre PTTG de forma general, y de forma particular en un modelo tumoral hipofisario.

IV.4.A. Accion de RSUME sobre proteinas del ciclo celular reguladas por PTTG

Como se detalld en la Introduccion, PTTG tiene actividad como factor de transcripcion. En la
linea tumoral somatotrofa hipofisaria de rata, GH4, a partir de la cual se clon6é a PTTG, se
estudio la actividad transcripcional de PTTG sobre los promotores de c-myc, ciclina D3, y
p21. Se eligieron estos promotores blanco de PTTG porque cubren todas las fases del ciclo
celular donde actua dicho proto-oncogen.

Las células GH4 expresan PTTG enddgenamente. Estas células fueron transfectadas
transientemente con cantidades crecientes de vector de expresiéon de RSUME o vector
vacio, con cantidades crecientes de vector de expresion de PTTG1 o vector vacio, y con la
construccion reportera del promotor de c-myc fusionada al gen de Luciferasa. En los
extractos celulares resultantes se determind la actividad luciferasa, indicativo de la
activacion del promotor de c-myc (Figura 25A), y los niveles proteicos de PTTG por
Western Blot (Figura 25B). Se observo que al aumentar la cantidad de RSUME aumenta la
activacion transcripcional del promotor de c-myc, respecto de la condicion basal
(transfectada con los vectores vacios). En paralelo aumentan los niveles proteicos
endégenos de PTTG. Al utilizar cantidades crecientes de PTTG1 transfectado se observo
un aumento de la activacion transcripcional de c-myc hasta alcanzar un maximo de
actividad luciferasa en la condicion transfectada con 5ng de vector de expresion de PTTG1.
Para cantidades mayores de expresion de PTTG, que se pueden corroborar en el Western

Blot asociado, la activacién de c-myc decrece. Cuando se co-transfectaron RSUME y
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cantidades crecientes de PTTG1, se observo el mismo efecto mencionado anteriormente,
pero en este caso la maxima activacion de c-myc se obtuvo en la condiciéon con 3ng de
vector de expresion de PTTG1. Esta anticipacion de la actividad maxima podria deberse a
que los niveles proteicos de PTTG fueron mayores en presencia de RSUME. Notar que este
efecto no puede explicarse por una limitante de sustrato de la enzima luciferasa ya que a
partir de la condicion con 5ng de vector de expresion de PTTG1 no se observa una

actividad luciferasa constante sino decreciente (Figura 25A).

Para estudiar la activacién del promotor de ciclina D3 por PTTG se utilizé el mismo sistema
mencionado anteriormente para c-myc. En este caso, se observo un efecto similar al visto
para c-myc, pero la actividad luciferasa maxima se alcanzé en la condicién transfectada
transientemente con 7ng de vector de expresion de PTTG1, para la curva sin RSUME
transfectado, y en la condicién con 5ng de vector de expresién de PTTG1, para la curva con
RSUME transfectado (Figura 26A). Esta diferencia en la activacion transcripcional de
ciclina D3 en comparacién con los resultados obtenidos para c-myc, estaria indicando una
menor potencia de PTTG para activar la transcripcion de ciclina D3 respecto de c-myc.

Respecto de los niveles proteicos de PTTG, se repite el patron de aumento de la expresion
de PTTG a cantidades crecientes de RSUME transfectado, y aumento de los niveles de
PTTG en presencia de RSUME a cantidades crecientes de PTTG1 transfectado (Figura

26B).

Con el mismo esquema experimental, se observd que en células GH4 transfectadas
transientemente con cantidades crecientes de vector de expresién de RSUME, se produce
una inhibicién de la transcripcion del promotor de p21 respecto de la condicién basal,
decreciente a mayor masa de vector transfectado. Cuando se transfectan transientemente
cantidades crecientes de vector de PTTG1, también hay un decrecimiento en la actividad

luciferasa a mayor masa de vector transfectado, hasta alcanzar un minimo de actividad
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luciferasa en la condicién transfectada con 5ng de vector de expresién de PTTG1. En el
caso de co-transfeccion de RSUME y cantidades crecientes de PTTG1, se alcanza la
actividad luciferasa minima antes, en la condicion transfectada con 3ng de vector de
expresion de PTTG1 (Figura 27A). Respecto a la expresion proteica de PTTG en las
distintas condiciones experimentales estudiadas, se repite lo visto para c-myc y ciclina D3

(Figura 27B).
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Figura 25. RSUME induce un aumento de la actividad transcripcional de PTTG sobre el
promotor de c-myc. A. Células GH4 fueron transfectadas transientemente con cantidades
crecientes de vector de expresion de RSUME o vector vacio, cantidades crecientes de vector de
expresion de PTTG1 o vector vacio, vector reportero c-myc-LUC y vector control CMV-Bgal. 24h
después, se midio la actividad luciferasa en los extractos celulares resultantes (RLU) y la actividad de
B-galactosidasa (Bgal). Cada valor de RLU fue normalizado al valor de PBgal. Los resultados se
expresan como media * error estdndar de triplicados de un experimento representativo de 3 con
similares resultados. *, p<0.05 respecto de la condicion transfectada con vectores vacios (ANOVA
con test de Scheffé); |, maxima actividad luciferasa para cada conjunto de condiciones; +,
transfeccion con 5ng de vector de expresion de RSUME. B. Los extractos celulares de A fueron
pooleados para cada condicién experimental y diluidos con cracking buffer para Western Blot (WB).
Luego fueron analizados por WB. B-actina se usé como control de carga.
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Figura 26. RSUME induce un aumento de la actividad transcripcional de PTTG sobre el
promotor de ciclina D3. A. Células GH4 fueron transfectadas transientemente con cantidades
crecientes de vector de expresion de RSUME o vector vacio, cantidades crecientes de vector de
expresion de PTTG1 o vector vacio, vector reportero ciclina D3-LUC y vector control CMV-Bgal. 24h
después, se midio la actividad luciferasa en los extractos celulares resultantes (RLU) y la actividad de
B-galactosidasa (Bgal). Cada valor de RLU fue normalizado al valor de Bgal. Los resultados se
expresan como media * error estandar de triplicados de un experimento representativo de 3 con
similares resultados. *, p<0.05 respecto de la condicion transfectada con vectores vacios (ANOVA
con test de Scheffé); |, maxima actividad luciferasa para cada conjunto de condiciones; +,
transfeccion con 5ng de vector de expresion de RSUME. B. Los extractos celulares de A fueron
pooleados para cada condicién experimental y diluidos con cracking buffer para Western Blot (WB).
Luego fueron analizados por WB. B-actina se usé como control de carga.
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Figura 27. RSUME induce una inhibiciéon de la actividad transcripcional de PTTG sobre el
promotor de p21. A. Células GH4 fueron transfectadas transientemente con cantidades crecientes
de vector de expresion de RSUME o vector vacio, cantidades crecientes de vector de expresion de
PTTG1 o vector vacio, vector reportero p21-LUC y vector control CMV-Bgal. 24h después, se midi6 la
actividad luciferasa en los extractos celulares resultantes (RLU) y la actividad de B-galactosidasa
(Bgal). Cada valor de RLU fue normalizado al valor de Bgal. Los resultados se expresan como media
* error estandar de triplicados de un experimento representativo de 3 con resultados similares. *,
p<0.05 respecto de la condicion transfectada con vectores vacios (ANOVA con test de Scheffé); |,
maxima actividad luciferasa para cada conjunto de condiciones; +, transfeccidén con 5ng de vector de
expresion de RSUME. B. Los extractos celulares de A fueron pooleados para cada condicion
experimental y diluidos con cracking buffer para Western Blot (WB). Luego fueron analizados por
WB. B-actina se usd como control de carga.

90



Resultados

Como paso siguiente, nos propusimos estudiar si existe una modificacion en la actividad
transcripcional de PTTG al silenciar la expresion de RSUME, con el concepto de confirmar
que el efecto de RSUME sobre los niveles de expresion de PTTG es el responsable de la
modulacion transcripcional observada en los experimentos anteriores. Para ello, se utilizé el
mismo esquema experimental descripto anteriormente y se efectud el silenciamiento de
RSUME mediante ARN pequefio de interferencia (siRNA) especifico.

Para c-myc, se observd que al silenciar RSUME con siRNA especifico disminuye
significativamente la activacion del promotor de c-myc, respecto de la condicién basal o con
siRNA inespecifico (Figura 28A). La misma inhibicién significativa de la actividad luciferasa
al silenciar RSUME, se observd para el promotor de ciclina D3 (Figura 28B); solo que en
este caso se produce un aumento de la activacién transcripcional de ciclina D3 al utilizar un
siRNA inespecifico. Este efecto adicional puede deberse al estrés generado en las células
por la simple introduccion de un siRNA (el estrés produce un aumento de la expresion de
PTTG y este aumento genera una activacién del promotor de ciclina D3). Para corroborar
esta hipotesis, se repitio el experimento pero co-transfectando el vector de expresion de
PTTGH1, y se obtuvo que las condiciones basal y con siRNA inespecifico ahora son similares
en cuanto a actividad luciferasa. Con esto se comprueba que al introducir un siRNA
inespecifico en las células GH4 se produce un aumento de la expresion proteica de PTTG,
y una consiguiente activacion transcripcional del promotor de ciclina D3. Para p21, no se
obtuvo una activacion del promotor cuando se silencia RSUME, como hubiéramos esperado

(Figura 28C).

91



Resultados

A. B.
brecerd
250000 *
Sg :
L8000 4 —
b Q W 200000 2
oS 39
?3 300030 o & s
Dl 0 4 (=] o |
e= §." 160000 1
0000 4 o g x
x x 50000 + . * -
3 (=4 ==z | -
PTTG-HA S = = ok * PTTG-HA " 2 b ¥k +
siIRNA scramble ~ + .- - + - 5IRNA scramble = + - - + -
SIRNARSUME - - + - - 4+ SRNARSUME - = + = = 4
C.
0”0
— SERO0
©
g D) 0003
Ja .
a 3 1500093 .
Qg 1900002
- ' :
PTTG-HA - - - ¥ + +
siRNA scramble = + - - - -
siRNARSUME - . + - - +

Figura 28. El silenciamiento de RSUME induce una inhibicidon de la actividad transcripcional
de PTTG sobre los promotores de c-myc y ciclina D3, pero no tiene efecto sobre el promotor
de p21. A., B. y C. Células GH4 fueron transfectadas transientemente vector reportero c-myc-LUC
(A), cycD3-LUC (B) o p21-LUC (C), vector control CMV-Bgal, y/o vector de expresion de PTTG1 o
vector vacio, y co-transfectadas con ARN pequeio de interferencia especifico para RSUME (siRNA
RSUME) o inespecifico (siRNA scramble). 36h después, se midié la actividad luciferasa en los
extractos celulares resultantes (RLU) y la actividad de B-galactosidasa (Bgal). Cada valor de RLU fue
normalizado al valor de Bgal. Los resultados se expresan como media + error estdndar de duplicados
de un experimento representativo de tres con similares resultados. *, p<0.05 respecto de la condicion
transfectada con vector vacio y sin siRNA (ANOVA con test de Scheffé).

De estos resultados podemos concluir que la accion de PTTG sobre los niveles de c-myc,

ciclina D3 y p21 es regulada por RSUME.
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IV.4.B. Regulacion de la actividad de PTTG en mitosis

En base a los antecedentes mencionados en la Introduccion que muestran que la
desregulacién de los niveles de expresiéon de PTTG a lo largo del ciclo celular ocasiona
células aneuploides y/o con anormalidades cromosdmicas, nos propusimos estudiar la
influencia de RSUME sobre el desarrollo de aneuploidias y/o anormalidades cromosomicas
mediado por PTTG.

En este caso trabajamos con fibroblastos embrionarios de ratén (MEF) de la cepa CF-1, que
no presentan aneuploidias ni aberraciones cromosdmicas, dada la imposibilidad de analizar
variaciones cromosomicas en lineas celulares. Las células MEF de pasaje 3 (para asegurar
la ocurrencia de varios ciclos de division en el transcurso del experimento) fueron
transfectadas transientemente con vectores de expresion de PTTG1, RSUME o sus
correspondientes vectores vacios. Luego de la transfeccién, se sincronizaron en interfase o
metafase, y pasado el tiempo de sincronizacion las células fueron levantadas, sometidas a
hipotonia y fijadas. Se prepararon extendidos celulares y se incubaron con Giemsa o DAPI
para tefir el material nuclear. En el caso de la visualizacion de puentes mitéticos, se hizo
inmunofluorescencia con anticuerpo especifico contra a-Tubulina. Los preparados se
visualizaron al miscroscopio y se fotografiaron 50 campos elegidos al azar, por condicién
experimental y por experimento, para contar el numero cromosomico y detectar
anormalidades cromosémicas tales como puente mitético, micronucleos, roturas o fusiones
cromosomicas, 0 cromosomas rezagados.

En las células MEF en condicion basal (transfectadas con los vectores vacios) se
contabilizaron 40 cromosomas por célula en metafase y los nucleos presentaron un aspecto
normal en interfase (Figura 29A, Vectores). En presencia de PTTG1 y RSUME se
identificaron anormalidades cromosomicas con una frecuencia significativamente
aumentada. Mas de la mitad de las células analizadas en esta condicion experimental
(55,6%) fueron aneuploides, contabilizando en su mayoria el doble de la dotacion

cromosomica normal de raton (Figura 29B). La aparicion de micronucleos en interfase
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(corresponden a cromosomas rezagados que no migran correctamente en mitosis y luego
de la division quedan encerrados como corpusculos nucleares mas densos), de puentes
mitoticos en células en division y de cromosomas fusionados en los extendidos metafasicos
se hace mas notoria (Figura 29A, se muestran los resultados de PTTG+RSUME). Cuando
las células MEF solo fueron transfectadas con PTTG1 o RSUME, se observaron células
aneuploides o con algunas anormalidades cromosdémicas con una frecuencia de aparicion
de estos defectos significativamente menor que en células con PTTG1 y RSUME, del 20%
para RSUME y 12,5% para PTTG (Figura 29B).

De estos resultados se puede concluir que RSUME, mediante su induccion de la estabilidad
proteica de PTTG, genera una desregulacion de la expresion de PTTG provocando un

aumento de inestabilidad genémica en células normales.
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Figura 29. RSUME incrementa el numero de células aneuploides y la aparicion de
anormalidades cromosomicas, via su efecto sobre PTTG. A. Células MEF de pasaje 3 fueron
transfectadas transientemente con vectores de expresion de PTTG1, RSUME o sus correspondientes
vectores vacios. 24h post-transfeccion las células fueron sincronizadas en Interfase (deprivaciéon de
suero por 24h) o Metafase (incubacidon con colchicina 5 pg/ml por 6h). Transcurrido el tiempo de
sincronizacion, las células fueron levantadas por tripsinizacion, incubadas en KCI 0,075M (hipotonia)
y fijadas con metanol-acido acético 3:1 frio. Se prepararon extendidos celulares por el método de
portaobjetos frios e ignicion y los extendidos se incubaron con Giemsa 5% o DAPI 1ug/ml por 15min.
Los preparados se visualizaron al microscopio y de cada extendido se fotografiaron 50 células
(campos) elegidas al azar. Para la visualizacién de puentes mitéticos se utilizé anticuerpo primario
anti a-tubulina y anticuerpo secundario Alexa 647, junto con tincién con DAPI 1ug/ml. Se muestran
imagenes representativas. Con flechas blancas se indican las anormalidades cromosémicas
encontradas. Las lineas blanca o negra representan 5um B. Cuantificacion del nimero de células
aneuploides (2n # 40) respecto del numero total de células analizadas, para cada condicidn
experimental. *, p<0.05 respecto de la condicion transfectada con vector vacio (ANOVA con test de
Scheffé).
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Numerosas rondas de division celular sin citoquinesis se manifiestan en la aparicion de
células con mas de un nucleo. Esta reportado que PTTG induce la aparicion de células
multinucleadas en condiciones anormales. Por esta razén nos propusimos estudiar el efecto
de RSUME sobre la frecuencia de aparicion de células multinucleadas. En este caso
también trabajamos con MEF de la cepa CF-1 de pasaje 3 para asegurar la ocurrencia de
varios ciclos de division en el transcurso del experimento. Las células MEF fueron
transfectadas transientemente con vectores de expresién de PTTG1, RSUME o sus
correspondientes vectores vacios. Después de la transfeccidn, se hizo inmunofluorescencia
con anticuerpo especifico para vimentina (proteina del citoesqueleto celular que permite
visualizar el citoplasma celular) y tincion nuclear con Hoescht. Los preparados se
visualizaron al miscroscopio y se fotografiaron 15 campos elegidos al azar, por condicién
experimental y por experimento, para contar el numero de células multinucleadas y el
numero de células totales por campo. Como resultado se obtuvo que en presencia de
PTTG1 y RSUME la mayoria de los campos analizados presentaban células con mas de un
nucleo, mientras que en la condicién basal (transfectada con los vectores vacios) fue raro
encontrar células MEF con mas de un nucleo (Figura 30A). Para las células transfectadas
solo con RSUME o PTTG1 se repite lo observado en la condicion basal. En la mayoria de
los casos donde se observaron células multinucleadas, las mismas presentaban dos
nucleos (células binucleadas).

En la Figura 30B se muestra la frecuencia de aparicion de células binucleadas por campo y
por condicion experimental. Solo la condicion con PTTG1 y RSUME muestra diferencias
significativas en cuanto a la frecuencia de aparicion de células binucleadas respecto de la
condicion basal. Si bien la condicion con PTTG aumenta la misma, esta se ve
significativamente aumentada por la presencia de RSUME. Notar que la condicién con
RSUME solo, no es significativamente diferente a la condicién basal, lo que nos esta
indicando que RSUME por si mismo no genera la aparicién de células multinucleadas, sino
que lo hace via PTTG.
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Figura 30. RSUME aumenta la frecuencia de aparicion de células binucleadas, via su efecto
sobre PTTG. A. Células MEF de pasaje 3 fueron transfectadas transientemente con vectores de
expresion de PTTG1, RSUME o sus correspondientes vectores vacios. 48h post-transfeccion se hizo
inmunohistoquimica con anticuerpo especifico contra Vimentina y anticuerpo secundario acoplado a
Alexa 647 (rojo), junto con tincidon nuclear con Hoescht (azul). Los preparados se visualizaron al
microscopio y de cada preparado se fotografiaron 15 campos elegidos al azar. Se muestran
imagenes representativas de un experimento, de tres con similares resultados. Con flechas blancas
se indican las células binucleadas; La linea blanca representa 20um. B. Cuantificacion del nimero de
células binucleadas respecto del numero total de células por campo, para cada condicion
experimental. Cada punto en el grafico representa un campo. Se muestra la media + error estandar.
*, p<0.05 respecto de la condicion transfectada con vectores vacios (ANOVA con test de Scheffé).
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IV.4.C. Capacidad tumorigénica de RSUME

Para continuar estudiando la influencia de RSUME sobre las propiedades tumorigénicas de
PTTG en hipofisis, generamos clones de la linea tumoral corticotrofa hipofisaria de raton
AtT-20 que expresan establemente un plasmido codificante para un ARN de interferencia
especifico para RSUME (shRSUME) o inespecifico (shSCRAMBLE). En los mismos se
analizé la expresion de RSUME y PTTG por Western Blot, confirmando el silenciamiento de
RSUME y la consecuente disminucién de los niveles de expresién de la proteina PTTG
(Figura 31A). Analizando la proliferacion celular por el método de Wst-1, se observé que el
clon AtT-20 shRSUME presenta una inhibicidon significativa de la proliferacion celular
respecto de las células AtT-20 parentales y del clon AtT-20 shSCRAMBLE (Figura 31B). El
clon AtT-20 shSCRAMBLE también presenta una reduccion de la proliferacion respecto de
las células parentales, que puede deberse (como ya obtuvimos para otros clones estables)
al hecho de expresar establemente un ADN exdgeno o al tratamiento con antibidtico de
seleccion.

Para confirmar este resultado se estudio la proliferacion de ambos clones por citometria de
flujo con CFSE, y se observé una reduccién de la proliferacion celular en los clones AtT-20
shRSUME (Figura 31C).

De estos resultados podemos inferir que el silenciamiento de RSUME de forma estable no
solo reduce los niveles de expresion de PTTG enddgenos, sino que también afecta

negativamente la proliferacion celular.
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Figura 31. El silenciamiento estable de RSUME en células AtT-20 disminuye la expresion de
PTTG e inhibe la proliferacién celular. A. Western Blot (WB) de los extractos proteicos de clones
AtT-20 shSCRAMBLE o AtT-20 shRSUME, revelado con anticuerpos especificos para RSUME vy
PTTG. pB-actina se usdé como control de carga. B. Proliferacion celular determinada por el método de
Wst-1 en células AtT-20, AtT-20 shSCRAMBLE o AtT-20 shRSUME luego de 24h de ser sembradas
(triplicados). Resultados similares se obtuvieron a las 48h y 72h para todas las condiciones de suero
probadas (0, 2, 5y 10%). *, p<0.05 respecto de las células AtT-20 parentales (ANOVA de un factor
con test de Scheffé). #, p<0.05 respecto de las células AtT-20 shSCRAMBLE (ANOVA de un factor
con test de Scheffé). C. Proliferacion celular determinada por citometria de flujo. Células AtT-20
shSCRAMBLE o AtT-20 shRSUME fueron tefidas con CFSE-Alexa488 y plaquedas. Después de 24h
fueron levantadas, resuspendidas en PBS-SFB5% y analizadas por citometria de flujo. Se cuantificé
la intensidad de fluorescencia media (IFM) en duplicados. Los resultados se expresan como media +
error estandar de duplicados de un experimento representativo. *, p<0.05 respecto de las células AtT-
20 parentales (ANOVA con test de Scheffé). En todos los casos se muestra un experimento
representativo de tres con resultados similares.
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Por ultimo, se estudié la expresion de las proteinas PTTG y RSUME en explantes de
distintos tipos de tumores de hipdéfisis humanos (1 adenoma mixto, 4 somatotrofinomas, 6
corticotrofinomas, 6 adenomas no funcionantes y 3 prolactinomas). En todos los tumores
analizados se detecté co-expresion de las proteinas PTTG y RSUME (Figura 32A). En
algunos adenomas se observé un doblete para PTTG correspondiente a sus formas
fosforilada y no fosforilada. Por andlisis de correlacion de Pearson se determind que la
expresion de las proteinas PTTG y RSUME correlaciona de forma significativa en

adenomas hipofisarios humanos (coeficiente de Pearson r = 0.8388, R? = 0.7036, p<0.0001)

(Figura 32B).
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Figura 32. La expresion de PTTG y RSUME correlaciona en adenomas hipofisarios humanos.
A. Western Blot (WB) con anticuerpos especificos contra PTTG y RSUME de 20 adenomas de
hipofisis humanos (1 adenoma mixto, 4 somatotrofinomas, 6 corticotrofinomas, 6 adenomas no
funcionantes y 3 prolactinomas). #, recidiva; &, macroadenoma; §, adenoma agresivo. GAPDH se
us6 como control de carga. B. Graficos con la relacion de intensidades (OD) entre PTTG y GAPDH, o
entre RSUME y GAPDH, medida con el Software ImageJ/Fiji, para los distintos adenomas
hipofisarios estudiados; se grafica ademas la media + SEM. Grafico con la relacion de intensidades
entre PTTG y GAPDH versus RSUME y GAPDH; cada punto en el grafico representa un tumor de
hipdfisis. Analisis de correlacion de Pearson con R?=0,7036.
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Discusion

Se ha demostrado que la inactivacion o sobreexpresion de reguladores del ciclo celular es
capaz de iniciar el desarrollo tumoral hipofisario (Abbud et al., 2005; Jacks et al., 1992;
Kiyokawa et al., 1996), aunque se desconoce la razén de esta inactivacion/sobreexpresion y
raramente se encuentran mutaciones en los oncogenes clasicos en tumores de hipdfisis
(Dworakowska y Grossman, 2012; Ewing et al., 2007; Melmed, 2011a; Mete et al., 2012;
Sav et al.,, 2012). Desde la descripcion del proto-oncogen PTTG en células tumorales
adenohipofisarias (Pei y Melmed, 1997), se lo ha involucrado en los mecanismos
moleculares subyacentes al desarrollo de los adenomas de hipdfisis, asi como de otras
neoplasias (Salehi et al., 2008; Zhang et al., 1999a), y se ha buscado, sin éxito, el evento
primario que desregula su expresion y que desencadena su sobreexpresion. La mayoria de
los estudios en adenomas hipofisarios se han focalizado en el ARN mensajero de PTTG,
pero pocos analizan lo que ocurre con la proteina, y alli radica la falencia principal para
hallar la causa de la desregulacion de su expresion. Mas recientemente se ha avanzado en
dilucidar los mecanismos de tumorigénesis de PTTG en adenomas hipofisarios y otras
neoplasias, centrandose en lo que pasa a nivel de la proteina PTTG, pero en ningun caso
se encontré una mutacién activante o un factor que induzca la sobreexpresion de PTTG o
una interaccién de este proto-oncogen con otros oncogenes. Unicamente un estudio
realizado in vitro reportd que la mutacion del residuo treonina de posicién 60 de PTTG1
resulta en una proteina con propiedades oncogénicas exacerbadas (Mora-Santos et al.,
2013), pero esta proteina PTTG mutante no fue identificada en pacientes, lo que reduce la

relevancia de este hallazgo hecho in vitro.

En este trabajo identificamos y describimos por primera vez un mecanismo de
desregulacion de los niveles de expresion de la proteina PTTG, que podria explicar la
aparicion de propiedades oncogénicas y el inicio de la tumorigénesis en todos los modelos
tumorales donde este oncogen cumple un rol, y en hipdfisis en particular. Nuestros

resultados demuestran que una posible causa de aumento de los niveles de expresion de
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PTTG, es su modificacion post-traduccional por SUMO que conlleva a la estabilidad de
dicha proteina y a una disminuciéon de su degradacion por ubiquitinacién mediante el
proteasoma. El principal factor que aparece como desencadenante de este proceso es
RSUME que se expresa en tumores hipofisarios y, como enhancer de sumoilacion, aumenta

la conjugacion de PTTG a SUMO y genera su estabilizacion y acumulacion.

V.1. Regulacion de la estabilidad proteica y modificaciones post-

traduccionales de PTTG

En primer lugar, demostramos que RSUME aumenta los niveles de expresién de la proteina
PTTG tanto en células que expresan PTTG de manera endogena (GH4 y AtT-20) como en
células que sobreexpresan transitoriamente PTTG1 (COS-7). Este aumento se produce
principalmente en las fases G1 y M del ciclo celular en las células sobreexpresoras de
PTTGH1, y en todas las fases del ciclo celular en células con PTTG enddgeno. El efecto de
RSUME de aumento de la expresion de PTTG en las fases G1 y M coincide con los
reportes previos que indican que los niveles de PTTG varian a lo largo del ciclo celular
alcanzando su maximo principalmente en mitosis, pero también en la fase G1 (Tong et al.,
2007; Yu et al., 2000b; Zou et al., 1999). Sin embargo, el efecto de RSUME obtenido en
células GH4 resulta inesperado. Dado que la sobreexpresién transitoria de RSUME estaria
desregulando los niveles de expresion endégena de PTTG, no solo en las fases donde se
expresa normalmente sino también en otras fases del ciclo celular donde no deberia estar
aumentado, creemos que este resultado es una evidencia adicional de que la expresion
descontrolada de PTTG conduce a consecuencias patolégicas por afectar los mecanismos
regulados por PTTG como podrian ser la incorrecta separacion de las cromatidas hermanas
o hiperactivacién del ciclo celular. De manera consistente, al disminuir los niveles de
RSUME, por silenciamiento mediante ARN pequefio de interferencia, se produce una
reversion de la induccion proteica de PTTG en las mismas lineas celulares descriptas

anteriormente.
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Adicionalmente al ya descripto aumento de RSUME bajo condiciones de estrés (Carbia-
Nagashima et al., 2007; Druker et al.,, 2013; Gerez et al.,, 2013; Shan et al.,, 2012),
demostramos que existe una induccion de la expresion de PTTG en estrés, como hipoxia,
tanto en células que sobreexpresan PTTG transitoriamente como en células que expresan
PTTG de forma endégena. Esto permite suponer que ambas proteinas estarian cumpliendo
un rol concomitante en situaciones de estrés celular. Los tumores de hipdfisis tienen una
menor densidad de vasos en comparacion con la hipdfisis normal altamente vascularizada,
y las condiciones hipdxicas intratumorales pueden activar la via RSUME-HIF1-VEGF
conduciendo a un aumento de vasos 0 a una geometria microvascular mas ordenada para
sostener el crecimiento tumoral (Fowkes y Vliotides, 2012; Shan et al., 2012). Estas
condiciones hipoxicas tempranas estarian induciendo la sobreexpresion de RSUME vy
consecuentemente la desregulacion de PTTG, y podrian conducir al inicio del proceso de
desarrollo tumoral. Ademas del rol de RSUME en el inicio de la neovascularizacion de
tumores de hipdfisis a través de la via de sefializacion de HIF-1 y VEGF-A (Shan et al.,
2012), en este trabajo proponemos una via adicional de accion de RSUME sobre la
angiogénesis hipofisaria. La misma involucra la induccion de la sobreexpresion de PTTG y
la consecuente estimulacidon de la angiogénesis mediada por sus blancos reportados como
FGF-2 y VEGF (Heaney et al., 1999; McCabe et al., 2002). Ambos factores angiogénicos,
VEGF-A y FGF-2, confluirian en la estructuracion de un sistema de vasos intacto y
sostenible para el suministro de nutrientes dentro del tumor hipofisario. Este sistema
aseguraria, como se ha postulado(Melmed, 1994), que la secrecidn hormonal en los
tumores de hipdfisis continde teniendo control tréfico (supresion dopaminérgica de la
secrecion de PRL en prolactinomas y supresién mediada por dexametasona de la secrecién
de ACTH en enfermedad de Cushing).

RSUME fue identificado por expresion diferencial en células lactosomatotrofas de hipdfisis
GH3 sobreexpresoras de gp130, el transductor de sefales de las citoquinas de la familia de

IL-6 (Carbia-Nagashima et al., 2007; Castro et al., 2003), mientras que PTTG fue aislado de
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células GH4 (Pei y Melmed, 1997). La activacién de las via de sefalizacién de citoquinas
durante inflamacidon o en condiciones hipdxicas, podria conducir a un aumento en la
expresion y/o actividad de RSUME, resultando en desregulacion de los niveles proteicos de
PTTG, e involucraria fosforilacion de RSUME por las quinasas JAK/STAT (Fowkes y

Vlotides, 2012).

Se ha reportado que PTTG es modificado post-traduccionalmente mediante fosforilacion por
CDK1, MAPK, DNA-PK y PI3K (Chamaon et al., 2005; Ramos-Morales et al., 2000; Romero
et al., 2001), y mediante ubiquitinacion por APC/C (Nakayama y Nakayama, 2006; Zou et
al., 1999; Zur y Brandeis, 2001). También se ha predicho la fosforilacién de PTTG por PKA,
PKC, PKG y CK2, entre otras quinasas, ya que posee 32 residuos potencialmente
fosforilables (Smith et al., 2010). Por analisis in silico de la secuencia de PTTG1 humano
detectamos la presencia de varios posibles sitios de sumoilacion, siendo el mas probable el
que contiene a la lisina de posicién 168 (secuencia —~VKMP-). Demostramos que PTTG es
blanco de conjugacion a las proteinas pequefas SUMO-1, SUMO-2 y SUMO-3 y que
RSUME potencia dicha sumoilacion. En todos los casos, la forma sumoilada de PTTG migré
a ~37kDa lo cual coincide con la adicion de una unica molécula de SUMO (~11kDa) a la
proteina PTTG (~25kDa). En algunos experimentos, detectamos ademas una forma de
PTTG acoplado a SUMO-1 que migré a ~50kDa. Por su peso molecular corresponde a
PTTG acoplado a dos moléculas de SUMO-1, que tienen que estar unidas covalentemente
a dos lisinas distintas de la proteina PTTG porque SUMO-1 es incapaz de formar cadenas
de poli-SUMO debido a que no posee sitio de sumoilacion interno. Este resultado nos esta
indicando que el sitio de sumoilacion de PTTG no es unico. Es posible que la sumoilacion
de PTTG ocurra en un sitio predominante, pero al desaparecer este sitio por mutacion o al
haber un exceso de SUMO-1 puede/n aparecer otro/s sitio/s de acoplamiento a SUMO.

PTTG no es una proteina blanco de sumoilacion tradicional porque no contiene la secuencia

consenso WKXD/E y tampoco posee una secuencia de localizacion nuclear. Sin embargo,
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PTTG se localiza en el nucleo celular y su motivo de sumoilacién mas probable esta
seguido por una serina que podria ser fosforilada y una prolina (secuencia -VKMPpSP-), de
forma similar al motivo PDSM presente en proteinas donde la sumoilacién depende de la
fosforilacion (Hietakangas et al., 2006). En caso de que dicha serina sea fosforilada, la
carga negativa del grupo fosfato podria estimular la interaccién entre Ubc9 y PTTG
favoreciendo su sumoilacién (Mohideen et al., 2009). No se ha reportado fosforilacién de la
serina de posicién 171, pero la prediccion in silico con el Software GPS2.1.1 indica a este
sitio como parte de la secuencia consenso de fosforilacion de varias quinasas como CDK1,
MAPK, CDK5, GSK, IKK y VRK. Adicionalmente, PTTG tiene un motivo de aminoacidos
cargados negativamente hacia el extremo amino terminal de la lisina aceptora de posicidon
168 (secuencia —DEERELE-), lo que aportaria una region acida adicional cerca de la
secuencia minima de sumoilacién para favorecer la interaccion de PTTG con la region
basica de Ubc9 (Mohideen et al., 2009; Yang et al., 2006).

Asimismo, mostramos que los factores Senp-1 (que remueve SUMO de las proteinas
sumoiladas) o Gam1 (que inhibe la sumoilacién) producen una disminucion de los niveles
de expresidon de PTTG, incluso en condiciones de sobreexpresion de RSUME, por lo que
concluimos que el aumento de estabilidad proteica de PTTG por RSUME es via
sumoilaciéon. Al inhibirse la conjugacion a SUMO, RSUME no puede inducir la
sobreexpresion de PTTG.

Por otro lado, RSUME produce una disminucién de la conjugacién de PTTG a ubiquitina.
Este efecto representa un mecanismo adicional de RSUME para aumentar la estabilidad
proteica de PTTG. Los motivos de degradacion de PTTG, KEN-box y D-box, se encuentran
lejos de la secuencia mas probable de union a SUMO. Sin embargo, hipotetizamos que la
sumoilacion de PTTG podria estar generando un impedimento estérico para la interaccion
con la maquinaria de ubiquitinacién, principalmente con la enzima APC/C. O podria ocurrir
que el nivel de expresion de PTTG alcanzado en presencia de RSUME sea tan alto que la

maquinaria celular de degradacion no llegue a marcar a todas las proteinas circulantes. De
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cualquier modo, el hecho de que RSUME induzca una disminucion de la ubiquitinacion de
PTTG contribuye a aumentar la estabilidad proteica de PTTG. Como evidencia adicional,
demostramos que al inhibir la sumoilacion mediante la proteina viral Gam1 se produce un
aumento de la congujacion de PTTG a ubiquitina. Este resultado contribuye a concluir que
las modificaciones post-traduccionales de PTTG por SUMO y Ub estan compitiendo o
interactuando de modo que el balance entre ellas determina la estabilidad de la proteina
PTTG y la posibilidad de interaccién con las proteinas que componen las respectivas
maquinarias de modificaciéon. Al tratarse de una proteina nativamente desestructurada en
solucion, PTTG tiene la posibilidad de interactuar con numerosos factores y adquirir
diferentes plegamientos (Sanchez-Puig et al., 2005). Nuestros resultados indican que las
posibilidades de PTTG de plegarse de un modo determinado para interactuar con un dado
factor, estan limitadas por las modificaciones post-traduccionales preexistentes. En este
caso, el hecho de que se sumoile reduce la posibilidad de ubiquitinarse; y a la inversa, el
hecho de que no pueda sumoilarse aumenta la conjugacion a ubiquitina.

Creemos que el efecto de RSUME sobre la estabilidad proteica de PTTG no se produce por
interaccion fisica de PTTG y RSUME debido a que, mediante ensayos de
inmunoprecipitacion, no hemos detectado interaccion fisica directa de estas proteinas

(resultados no mostrados).

V.2. Distribucion subcelular de PTTG, RSUME y SUMO-1

RSUME se detecté distribuido homogéneamente en nucleo y citoplasma de células MEF.
Este patron de distribucion subcelular coincide con los reportes previos (Carbia-Nagashima
et al., 2007). PTTG1 se localizé principalmente en el citoplasma celular, con predominancia
en la regién citoplasmatica perinuclear. Solo una baja proporcion se distribuyé en el nucleo.
Por su parte, SUMO-1 se distribuyé en el nucleo celular y en la zona citoplasmatica

perinuclear, tal como estaba reportado (Saitoh y Hinchey, 2000).
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Cuando analizamos la distribucién subcelular de las tres proteinas en células MEF
sobreexpresoras de RSUME y PTTG1, se manifestd una variacion en la localizacion de
SUMO-1. En presencia de RSUME y PTTG1, SUMO-1 se distribuyd principalmente en el
citoplasma y colocalizé con RSUME y PTTG1. La colocalizacion de RSUME con SUMO-1
es consistente con su funcion como enhancer de sumoilacién. En el caso de PTTG1 con
SUMO-1, hipotetizamos que ambas proteinas estan colocalizando porque PTTG1 es blanco
de modificacién por SUMO-1, por lo que estariamos visualizando a PTTG1 sumoilado.
También se detectd colocalizacion de RSUME y PTTG1 tanto en nucleo como en
citoplasma, lo cual apoya los resultados anteriores obtenidos a nivel de proteina respecto a
un efecto de RSUME sobre la estabilidad proteica de PTTG.

Adicionalmente, RSUME y PTTG1 colocalizaron en los microtubulos del huso mitético,
excluidos del material nuclear, de una célula en division. Este hecho nos dice que, durante

la division celular, ambas proteinas no estan actuando sobre el ADN celular.

V.3. Consecuencias funcionales de la desregulacion de PTTG

PTTG es una proteina multifuncional involucrada en la regulacién de una gran cantidad de
procesos fisioldgicos ya que actua como securina, como factor de transcripcion e interactua
con factores implicados en apoptosis y reparacion del ADN (Vlotides et al., 2007). En este
trabajo, demostramos que la desregulacion de los niveles de expresién de la proteina PTTG
tiene consecuencias funcionales importantes que podrian ser responsables del desarrollo

tumoral en general, y de la tumorigénesis hipofisaria en particular.

Por un lado, RSUME indujo una activacién de la funcion de PTTG como factor de
transcripcion sobre sus genes blanco. En particular, demostramos que la sobreexpresion de
cantidades crecientes de RSUME en células GH4 genera un aumento de los niveles de
expresion de la proteina PTTG enddégena y sobreexpresada de forma transiente, y

consecuentemente un aumento de la actividad de PTTG como factor de transcripcion
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aumentando la activacion de los promotores de c-myc y ciclina D3, y disminuyendo la
transcripcion del promotor de p21. De esta forma, la sobreexpresion de PTTG causada por
RSUME esta conduciendo a la activacion del ciclo celular por al menos tres vias: induccion
de la entrada al ciclo mediante c-myc, progresién por la transicion G1/S mediante ciclina D3,
y bloqueo de la entrada a S mediante p21. También mostramos que, cuando los niveles de
expresion de PTTG alcanzan un cierto valor umbral, decrece su capacidad de activar la
transcripcion de c-myc y ciclina D3, y de inhibir la transcripcion de p21. Esto podria
explicarse con la existencia de algun efecto protector de las células que impida que se
desencadene una activacion descontrolada del ciclo celular (proliferacion descontrolada)
cuando se produce una desregulacion proteica de PTTG. Se reportd que la capacidad de
transactivacion de PTTG correlaciona con sus propiedades de transformacion celular (Wang
y Melmed, 2000). Es por ello que en ocasiones donde fallen esos mecanismos de control
propios de la célula o el efecto de RSUME sobre PTTG sea persistente, podria darse inicio
a la malignizacion celular y al consiguiente desarrollo tumoral.

Consistentemente, al silenciar la expresiéon de RSUME con ARN pequefio de interferencia
especifico disminuye la actividad transcripcional de PTTG sobre los promotores de c-myc y
ciclina D3. Para p21, no se obtuvo una activacion del promotor cuando se silencia RSUME.
La inhibicion transcripcional del promotor de p21 por PTTG no depende solo de la presencia
de PTTG sino que también involucra al factor de transcripciéon Sp1 (Tong et al., 2007).
Ambos factores de transcripcidon interactian sobre el promotor de p21 impidiendo su
transcripcion. Es decir, no alcanza con la sola regulacion de los niveles de expresion de
PTTG por RSUME para revertir la inhibicién de la transcripcion de p21. Adicionalmente, se
podria silenciar al factor Sp1 para probar esta hipdtesis.

Con estos resultados respecto de la actividad transcripcional de PTTG sobre los promotores
de c-myc, ciclina D3 y p21 podriamos explicar lo que ocurre al ir aumentando
progresivamente los niveles de expresiéon de PTTG. Estos efectos en conjunto serian el

paso inicial hacia un estado de proliferacion exagerada fuera de regulacion.
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Por otro lado, demostramos que RSUME produce un aumento de inestabilidad gendmica en
células MEF al provocar la sobreexpresion de PTTG. Este efecto incluyé tanto el aumento
de la frecuencia de aparicién de células aneuploides como la deteccion de anormalidades
cromosomicas (micronucleos, fusiones cromosomoémicas, puente mitético) y el aumento de
la frecuencia de aparicidén de células binucleadas. Dicho resultado puede explicarse porque
la sobreexpresion de PTTG inducida por RSUME, no solo estaria activando la proliferacion
celular por los mecanismos mencionados anteriormente, sino que también estaria
exacerbando la actividad de PTTG como securina, lo que deriva en divisiones recurrentes y

desiguales (sin la correcta separacion de las cromatidas hermanas) sin citoquinesis.

Células hipofisarias AtT-20 que tienen silenciado RSUME de manera estable presentaron
menores niveles de expresion de PTTG que las células control, ademas de mostrar una
inhibicion significativa de la proliferacion celular respecto de las células parentales y los
clones control. Este resultado reafirma el efecto de RSUME sobre los niveles de expresion
de PTTG en un sistema estable, y demuestra el rol de RSUME en el control de la
proliferacion de las células hipofisarias. No podemos descartar que, ademas de PTTG, otros
factores afectados por el silenciamiento de RSUME estén también jugando un rol. Estas
células constituyen un excelente modelo para estudios futuros en ratones nude. Asimismo,
la determinaciéon de la existencia de correlacidon positiva entre los niveles de expresion de
las proteinas PTTG y RSUME en distintos tipos de tumores de hipdfisis humanos indica que
la relacién funcional de ambas proteinas puede ocurrir en los mismos, favoreciendo el
desarrollo de los adenomas hipofisarios, y confirma la vinculacion de sus niveles de

expresion proteicos.
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V.4. Modelo integrador

Nuestros resultados, en conjunto, permiten inferir que RSUME es un inductor de la
sobreexpresion de la proteina PTTG, y representan el descubrimiento original de una causa
de desregulacion de la expresion de PTTG. El mecanismo de tumorigénesis de PTTG en
hipdfisis involucraria varias etapas secuenciales. El modelo que proponemos, basados en
los resultados de esta tesis, se detalla a continuacion y se esquematiza en la Figura 33:

a) Activacioén inicial de RSUME por factores pro-tumorales.

b) Aumento de la sumoilacién en general por RSUME, y de la sumoilacion de PTTG en
particular.

c) Estabilizacion de la proteina PTTG e inhibicion de su degradacion. Sobreexpresion de
PTTG.

d) Hiperactivacion de la division celular mediante c-myc, ciclina D3 y p21, y aparicion de
aberraciones cromosoémicas; proliferacion descontrolada, hiperplasia y generacion del

tumor.

Al no haberse encontrado mutaciones en el proto-oncogen PTTG o factores que induzcan
su sobreexpresion, el efecto de RSUME sobre PTTG aparece como un mecanismo

interesante desencadenante del aumento de la expresion de PTTG.

Este modelo propuesto podria generalizarse a otras neoplasias donde se haya reportado la
sobreexpresion de PTTG y donde se determine que se produce la activacion de RSUME
por citoquinas, hormonas u otros factores regulatorios inducidos por estrés celular o

inflamacion.
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Figura 33. Modelo hipotético de sobreexpresion de PTTG en tumores de hipofisis. La activacion
de RSUME por citoquinas, factores de crecimiento o bajo estrés produce un aumento de la
sumoilacién de PTTG, una disminucion de su conjugacion a ubiquitina y conduce a su
sobreexpresion. La desregulacién de PTTG genera una hiperactividad de la divisién celular mediante
c-myc, ciclina D3 y p21, junto con mitosis asimétricas, aneuploidias y anormalidades cromosémicas.
Se termina produciendo un estado de proliferacion recurrente no programada e inestabilidad
gendmica. Ademas hipotetizamos, basados en otros estudios que demuestran la regulacion de estas
vias por PTTG y RSUME, que podrian activarse las vias de angiogénesis de FGF-2 y VEGF. Como
resultado final de esta compleja interaccion se produce el desarrollo de hiperplasia hipofisaria y
adenoma de hipdfisis.
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Conclusiones

En este trabajo demostramos que:

¥ PTTG aumenta su expresion en condiciones de estrés.

@l RSUME aumenta los niveles de expresion de PTTG.

@l El silenciamiento de RSUME produce una disminucion de la expresion de PTTG.

@l RSUME aumenta la estabilidad proteica de PTTG en las fases G1 y M del ciclo celular.
@ PTTG es modificado por SUMO-1, 2 y 3, y RSUME aumenta dicha sumoilacion.

& Senp-1y Gam1 inducen una disminucién de la expresion de PTTG.

W RSUME disminuye la ubiquitinacién de PTTG.

® Las modificaciones de PTTG por sumoilacion y ubiquitinacion interactian porque al

impedir la sumoilacién, aumenta la ubiquitinacién.
W PTTG, RSUME y SUMO-1 colocalizan en citoplasma y nucleo.

¥ RSUME induce un aumento de la actividad transcripcional de PTTG sobre los
promotores de c-myc y ciclina D3, y una disminucion de la actividad transcripcional de

PTTG sobre el promotor de p21.

@l El silenciamiento de RSUME induce una inhibicién de la actividad transcripcional de

PTTG sobre los promotores de c-myc y ciclina D3.

@ RSUME aumenta el numero de células aneuploides y la aparicion de anormalidades

cromosomicas, via su efecto sobre PTTG.

@ RSUME aumenta la frecuencia de aparicién de células binucleadas, via su efecto sobre

PTTG.

¥ El silenciamiento estable de RSUME en células hipofisarias AtT-20 reduce los niveles de

expresion de PTTG e inhibe la proliferacion celular.

¥l La expresion de las proteinas PTTG y RSUME correlaciona positivamente en adenomas

de hipdfisis humanos.
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