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RESUMEN

Los dominios TPR estan constituidos secuencias en tandem de 34 aminodcidos
organizadas en a-hélices antiparalelas. Las proteinas TPR mejor caracterizadas son las
gue forman complejos con receptores de esteroides (REs) via la heat-shock protein de
90-kDa, Hsp90, afectando su plegamiento y ensamblado. Nuestro laboratorio
demostré que las inmunofilinas FKBP51 y FKBP52 son factores TPR que regulan
antagdnicamente la actividad transcripcional y localizacion subcelular de GR y MR. El
objetivo de esta tesis fue estudiar el efecto de otras proteinas TPR como PP5, SGT1a y
14-3-3c sobre GR y AR. Demostramos que PP5 favorece la retencién nuclear de REs,
14-3-3c retrasa la importacion y acelera la exportacion, mientras que SGT1a no afecta
su distribucién subcelular, aunque inhibe la actividad transcripcional de ambos
receptores. En tal sentido, PP5 y 14-3-3c muestran una respuesta bifasica, es decir, un
aumento leve de la expresion estimula la transcripcién, pero se inhibe con niveles mas
altos. Por ende, el balance de expresion de estos factores TPR deberia afectar casos
como el cédncer prostatico en donde estas proteinas aumenta su expresion pudiendo
potencialmente afectar el balance de actividad entre AR y GR, lo que influird en el
desarrollo y progresién de la patologia.

Al presente no existen drogas especificas para cada proteina TPR, por lo que
realizamos un abordaje farmacoldgico que las afecte indirectamente usando como
blanco a la chaperona Hsp90 con la que forman una unidad estructural y funcional.
Estudiamos una serie de compuestos disefiados por modelado computacional como
potenciales inhibidores de la actividad ATPasa de Hsp90, la que siempre se ha
considerado clave para su funcidn bioldgica. Algunos compuestos son bases de Schiff
derivadas del 2,4-dihidroxibenzaldehido o del 5-cloro-2,4-dihidroxibenzaldehido, otros
son derivados del resorcinol. Como control se usé geldanamicina, una benzoquinona
ansamicina que es un conocido inhibidor de Hsp90. En contraste con el efecto de esta
droga, la importacién de REs no se vio afectada por las drogas sintéticas. No obstante,
varias de ellas inhibieron la actividad de ATPasa de la chaperona y promovieron la
pérdida de viabilidad de células tumorales prostaticas, mostrando en algunos casos
efectos comparables al de geldanamicina. Ninguno de estos efectos guardd relacién
directa con la capacidad inhibitoria de ATPasa o la estructura quimica del compuesto.
Nuestros resultados demuestran que tanto la localizacién subcelular como la actividad
biolégica de los REs se ve regulada por el balance de expresion de las proteinas TPR
con las que interactian. Ademas, se demuestra que, contrario al dogma dominante en
la literatura, la actividad de ATPasa de Hsp90 no guarda correlacién directa con tales
efectos, a la vez que se describen nuevas drogas inhibitorias.

PALABRAS CLAVE: PROTEINAS TPR, SGT, PP5, 14-3-3, RECEPTORES DE ESTEROIDES,
RECEPTOR DE GLUCOCORTICOIDES, RECEPTOR DE ANDROGENOS, HSP90, BASES DE
SCHIFF, ATPasa.




ABSTRACT

Modulation of subcellular localization of nuclear factors by TPR
Proteins

TPR domains consist of tandem arrangements of 34 amino acids organized in
antiparallel a-helices. The best characterized TPR proteins are those able to form
complexes with steroid receptors (SRs) via the heat-shock protein of 90 kDa, Hsp90,
affecting their folding and assembly. Our laboratory showed that the immunophilins
FKBP51 and FKBP52 are TPR factors that regulate transcriptional activity and
subcellular localization of GR and MR in an antagonistic fashion. The aim of this thesis
was to study the effect of other TPR proteins such as PP5, SGT1a and 14-3-3c¢ on GR
and AR action. We demonstrate that PP5 promotes nuclear retention of SRs, 14-3-3c¢
delayed both nuclear import and nuclear export rates of SRs, while SGT1o shows no
affect on the receptor subcellular distribution. Nonetheless, SGT1la inhibits the
transcriptional activity of both receptors. In this sense, PP5 and 14-3-3c show biphasic
response, that is, a slight increase in expression stimulates transcription, but
transcription is inhibited by higher levels of expression. Therefore, the expression
balance between these TPR factors should influence cases like prostate cancer, where
the balance of activity between AR and GR affects the development and progression of
the pathology.

Because there are no specific drugs for each TPR protein, we performed a
pharmacological approach to indirectly affect them using the Hsp90 chaperone partner
as target.. We studied a series of compounds designed by computer modeling as
potential inhibitors of the ATPase activity of Hsp90, which has always been considered
key to the biological function of Hsp90. Some compounds are Schiff bases derived from
2,4-dihydroxybenzaldehyde and 5-chloro-2,4-dihydroxybenzaldehyde, others are
resorcinol derivatives . Geldanamycin, a known benzoquinone ansamycin that
inactivates Hsp90, was used as control. In contrast to geldanamycin, the import of SRs
was not affected by the synthetic drugs. Nevertheless, they did affect tumor cell
viability and inhibited the ATPase activity of the chaperone being as effective as
geldanamycin itself. However, these effects were not directly related to their ATPase
inhibitory activity. Our results demonstrate that both the subcellular localization and
the biological activity of the SRs are regulated by the expression balance of their
interacting TPR domain proteins. Furthermore, it is shown that the ATPase activity of
Hsp90 is not directly related to these effects. A novel set of inhibitory compounds is
also described.

KEYWORDS: TPR PROTEIN, SGT, PP5, 14-3-3, STEROID RECEPTORS, GLUCOCORTICOID
RECEPTOR, ANDROGEN RECEPTOR, HSP90, SCHIFF BASES, ATPase
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INTRODUCCION

RECEPTORES DE NUCLEARES

Se denominan receptores nucleares a los miembros de una superfamilia de
proteinas cuya principal caracteristica es actuar como factores de transcripcién
dependientes de ligando. Estos factores intracelulares actian como intermediarios de
la respuesta biolégica de diversos ligandos, tales como las hormonas lipofilicas o las
vitaminas entre otros. Algunos miembros de la familia no poseen un ligando especifico
conocido aun, por lo que se los subclasifica como “receptores huérfanos”. Los
miembros de esta gran sUperfamilia participan en la regulacion de funciones esenciales
como el desarrollo embrionario, la diferenciacién, la reproduccidn, la divisién celular,
la respuesta inmune, el metabolismo y la muerte celular [1-3]. Los receptores
nucleares poseen una estructura bdsica que consiste en seis regiones (cinco en el caso

de algunos receptores) nombradas de la A a la F, tal como se representa en la Figura 1.

AB. .. G PICEs E F

Figura 1: Arquetipo de Receptor Nuclear. TD: Dominio de transactivacién (Transactivation Domain):
DBD: Dominio de unién al ADN (DNA Binding Domain); LBD: dominio de unién al ligando (Ligand
Binding Domain). (Adaptado de Mangelsdorf et.al. 1995)

En la region A/B se encuentra el dominio de transactivacion (TD por su sigla en
inglés, Transactivation Domain) o de activacién independiente de ligando, también
llamado AF-1. La regidn C consiste en el dominio responsable de la interaccién con el
ADN, llamado también DBD por su sigla en inglés, DNA Binding Domain. Consiste en
dos motivos de dedos de Zn altamente conservados, razén por la cual la secuencia de
este dominio es utilizada en el estudio de relaciones filogenéticas. El dominio D es el
de bisagra y donde se encuentra parte de la sefial de localizacién nuclear de varios
receptores. En la regidn E se encuentra el dominio de interaccién con el ligando (LBD

por su sigla en inglés Ligand Binding Domain), en el cual se encuentra la secuencia que
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permite la dimerizaciéon del receptor y una secuencia que confiere especificidad
transcripcional correspondiente al ligando unido (AF-2). Se desconoce la funcion de la
region F, pero se cree que podria conferirle especificidad de ligando y/o actividad

transcripcional [2, 4, 5]

RECEPTORES DE ESTEROIDES

La subfamilia de los receptores de esteroides (RE) pertenece a la superfamilia
de receptores nucleares [6]. En vertebrados se pueden encontrar seis genes
evolutivamente relacionados que codifican la expresion de los receptores de
estrégenos a y B (ERa y ERPB), progestagenos (PR), mineralocorticoides (MR),
glucocorticoides (GR) y andrégenos (AR). Estos factores de transcripcion activables por
ligando median la accién bioldgica de las hormonas esteroides en procesos tales como
el desarrollo sexual, la reproduccién, el comportamiento, el equilibrio hidro-
electrolitico, el metabolismo energético, la inmunidad y la respuesta a estrés [6]. Las
hormonas esteroides son compuestos lipofilicos derivados del colesterol. En la Figura 2

se representan las estructuras de las principales hormonas esteroides.

Progestagenos Estrégenos Andrégenos

Progesterona Estradiol Testosterona

Glucocorticoides Mineralocorticoides

Cortisol Aldosterona

Figura 2: Estructuras planas de las principales hormonas esteroides.
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Se cree que los RE aparecieron dentro del linaje de los cordados hace unos 500
millones de afios, y evolucionaron a partir de la duplicacion de un gen ancestral que
codificaba para una proteina similar a ER [7, 8]. En consecuencia, existe gran similitud
de secuencias entre los dominios de los diferentes miembros de la subfamilia [9].

En el transcurso de esta tesis se utilizara a los receptores GR y AR como modelo

de RE. A continuacién se presentaran las caracteristicas particulares de cada uno.

RECEPTOR DE GLUCOCORTICOIDES

En humanos, los glucocorticoides regulan un amplio espectro de funciones
fisiolégicas esenciales para la vida, y juegan un rol clave en el mantenimiento de la
homeostasis basal y la inducida por estrés [10, 11]. Aproximadamente el 20% de los
genes expresados en leucocitos humanos son regulados positiva o negativamente por
glucocorticoides. Estos se encuentran involucrados en practicamente todas las redes
celulares, moleculares y fisioldgicas de un organismo. Participan en procesos biolégicos
criticos como el crecimiento, la reproduccién, el metabolismo intermedio, las
reacciones inmunes e inflamatorias, asi como también en funciones del sistema
nervioso central y cardiovascular [12]. Cantidades fisioldgicas de glucocorticoides son
también esenciales para el normal funcionamiento de la funcion tubular renal, y por lo
tanto para la homeostasis del agua y los electrolitos. Por otro lado, los glucocorticoides
son extremadamente efectivos como agentes antinflamatorios e inmunosupresores y
por ende ampliamente utilizados en el tratamiento de diversas patologias.

Los glucocorticoides son sintetizados y secretados por las células fasciculares de
la corteza adrenal, un fendmeno que se encuentra regulado por el eje hipotalamo-
hipofiso-adrenal en el que la hormona adenocorticotropa (ACTH) es el principal
estimulo para estas células de la glandula adrenal. El glucocorticoide que se encuentra
en mayor concentracidn en plasma en los seres humanos es el cortisol, cuya estructura
se representa en la Figura 2. En los roedores (a excepcién del cobayo), el mas
abundante es la corticosterona (sin el C17-OH presente en el cortisol) Por razones de
mayor vida media al tener un metabolismo mas lento y en algunos casos, dada su
mayor afinidad y/o especificidad por GR, en la terapéutica se utilizan variados

glucocorticoides sintéticos para el tratamiento farmacoldégico de procesos
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inflamatorios, autoinmunidad, alergia, cancer, trasplante de 6rganos, edema cerebral,
etc. [13]. En la Figura 3 muestra la estructura de la dexametasona (Dexa), uno de los

glucocorticoides sintéticos de mayor uso en la clinica.

0 OH

\n\OH

o)

Figura 3: Estructura del glucocorticoide sintético Dexametasona

En el afio 1985 Hollenberg reporté la secuencia de GR humano, primer miembro
de la familia en ser clonado [14]. En humamos, el gen que codifica para GR se
encuentra ubicado en el brazo largo del cromosoma 5, en la regién 5q31-32, y produce
dos variantes de splicing, las isoformas a y B, las que difieren en el extremo C-terminal.
La primera es la forma considerada activa mientras que la isoforma 3 no posee los 50
aminoacidos terminales de la a y contiene 15 aminoacidos no homdlogos adicionales.
Como consecuencia, la isoforma B (que no une esteroide) actia como un inhibidor de
la o, tal que la respuesta bioldgica final se puede ver afectada por el balance de
expresion y/o estabilidad de ambas isoformas [15]. Existen ademds, otras tres
isoformas denominadas GRy, GR-A y GR-P. Sin embargo la respuesta a los
glucocorticoides se lleva a cabo a través de la accién de GRa, ya que el resto de las
isoformas son incapaces de unir el ligando o aumentar la expresidon de genes blanco en
respuesta al mismo. La expresion de estas isoformas se asocia con la resistencia al
tratamiento con glucocorticoides de distintos tipos enfermedades inflamatorias [16].

A través del domino DBD, el homodimero de GR reconoce las secuencias
consenso GRE (Glucocorticoid Response Elements), las que consisten tipicamente en
dos secuencias altamente conservadas entre especies de seis nucleétidos separadas
por bases no conservadas (5'-GGTACANnnTGTTCT-3’) [17]. Una vez unido a estos sitios,
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GR sufre cambios conformacionales que permiten el reclutamiento de coreguladores y
factores remodeladores de la cromatina. Se ha reportado también la existencia de
sitios GRE negativos, menos definidos, que suprimen la actividad de la maquinaria de
transcripcion [18]. Por otro lado, la formacién de heterodimeros entre GR y otros
factores de transcripcidn tales como NF-kB o AP-1 inhibe la actividad de los ultimos y
constituye otro mecanismo de accién de los glucocorticoides conocido como

transrepresién [19, 20].

RECEPTOR DE ANDROGENOS

El receptor de andrégenos humano también posee los dominios estructurales
mostrados en la Figura 1. En lisados celulares pueden apreciarse dos bandas
correspondientes al AR-A de 87-kDa, minoritaria y el AR-B de 110-kDa. Con mas de una
década de retraso con respecto a GR, el AR humano fue clonado por primera vez en
1998 por Lubahn [21]. El gen se localiza en el cromosoma X en la posicién Xql11-12
[22]. A partir del mismo se obtienen por splicing alternativo dos isoformas Ay B [23,
24]. Los ligandos naturales de AR son los andrégenos como la testosterona (Figura 1).
En realidad, el ligando activo es un derivado reducido de testosterona en el doble
enlace C4=Cs del anillo A, la dihidrotestosterona (DHT). La testosterona posee cierta
afinidad (aunque baja) por otros receptores de esteroides como PR y ER, en cambio
DHT es un ligando especifico de AR [25].

Aproximadamente el 95% de los andrdgenos circulantes (testosterona, DHT y
androstenediona) son producidos en las células de Leydig del testiculo y se encuentran
bajo el comando del eje hipofisario-hipotalamico-gonadal, donde la hormona
luteinizante (LH) es el principal inductor de la sintesis y secrecion de testosterona. Los
androgenos son esenciales para el normal funcionamiento de muchos sistemas de
6érganos en vertebrados, participan en la actividad reproductiva, la diferenciacién, el
crecimiento y el mantenimiento del sistema reproductivo, los que requieren de una
sefializacion regulada por estos esteroides [26]. El desarrollo del fenotipo masculino se
debe a la accién de los andrégenos sobre su tejido blanco (génadas, cerebro, etc.). La

sefializacion androgénica a través de AR es critica para el normal desarrollo de la
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glandula prostatica y esta claramente involucrada en el desarrollo aberrante en el
cancer de proéstata [27], el cdncer de mayor incidencia en hombres [28]. Debe
enfatizarse que si bien los efectos mejor caracterizados de AR son aquéllos que
requieren su interaccién con sitios de reconocimiento en el ADN, al igual que en el
caso de GR, AR posee una gran variedad de acciones que son independientes de la
accion gendmica y por ende son respuestas rapidas. Se trata de efectos sobre la
membrana que pueden darse por accion directa sobre canales idnicos,
transportadores, o por modulacién indirecta de segundos mensajeros convencionales

como Ca?* intracelular, PKA/PKC o MAPK [29].

MADURACION DE LOS HETEROCOMPLEJOS DE RECEPTORES DE
ESTEROIDES

La caracterizacion de la subfamilia de receptores de hormonas esteroideas ha
incrementado nuestro entendimiento de la fisiologia humana, ya que como se ha
mencionado se encuentran relacionadas con funciones celulares y moleculares
esenciales, influyen en el desarrollo y contribuyen al mantenimiento de la homeostasis
[30]. Profundizar en la comprensidon de estos mecanismos resulta indispensable para
lograr desarrollar terapias focalizadas en el tratamiento de enfermedades relacionadas
con el funcionamiento de estas hormonas, sus receptores y los complejos que
intervienen en su sefializacion.

Los receptores de esteroides se encuentran formando heterocomplejos con
chaperonas y co-chaperonas [31, 32]. La piedra angular de estos complejos es la
proteina de choque térmico llamada Hsp90 (Heat Shock Protein 90-kDa), usualmente
dimérica, quién media el correcto plegamiento de su proteina cliente y la correcta
formaciéon del complejo activo de manera ATP dependiente. En el caso de los
receptores de esteroides permite que el “bolsillo” de unién de la hormona esté
disponible para la unién de la misma [33]. El heterooligdmero maduro esta integrado,
para cada molécula de receptor, por un dimero de Hsp90, una molécula de Hsp70, una

de p23 y una proteina con dominios TPR.
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La chaperona llamada Hop (Heat-shock organizing protein) es una proteina con
dominios TPR que es integrante de complejos inmaduros o intermediarios. Es la
responsable de estabilizar la interaccion entre Hsp70 y el dimero de Hsp90; un
complejo al que se ha llamado “foldosoma”. La chaperona Hsp40 siempre se encuentra
asociada a Hsp70 y favorece el ensamblado de éste, que interactua con el receptor de
esteroides permitiéndole asi la posibilidad de unir hormona [34, 35] (Figura 4). El ciclo
de maduracién continda con la disociacion de Hop, la que se disocia una vez que el
complejo receptorechaperonas se ha ensamblado en un proceso catalizado por la
proteina BAG-1. Esta disociaciéon de Hop deja libre el Unico sitio aceptor de proteinas
TPR que posee el dimero de Hsp90 [36], el que es subsecuentemente ocupado por otra
proteina con dominios TPR, usualmente una inmunofilina (IMM) de alto peso
molecular. La pequeiia cochaperona acidica p23 estabiliza el complejo, el que

constituye la forma soluble madura del RE.

LBD Colapsado

Foldosoma

Figura 4: Ciclo de Maduracion del Receptor de Glucocorticoides (GR).

La unién del ligando provoca un cambio conformacional del RE que le permite
translocar del citoplasma al ntcleo e interactuar con secuencias especificas de ADN las
gue genéricamente se denominan HRE (Hormone Response Elements). Para que ello

ocurra, el heterocomplejo de Hsp90 debe disociarse del RE (un evento llamado
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“transformacion”) para permitir su dimerizacién y exposicion del dominio DBD, el que
se bloquea en presencia de Hsp90. Los HRE recibirdn nombres especificos segln la
secuencia que reconozca a un RE dado, p.ej. sera GRE para GR, ARE para AR, PRE para
PR, etc. Al receptor dimerizado unido al HRE, se le asocian también los factores
requeridos para la transactivacion del gen en cuestién [37-39]. Debe enfatizarse que
un RE no es meramente un receptor de una hormona sino un verdadero factor de
transcripcidén regulado por la union del ligando. Nuestro laboratorio ha demostrado
que el proceso de transformacién de RE es un evento nuclear (ver luego) [40, 41], pero
no es aun claro si la dimerizacidn ocurre antes de interactuar con la secuencia HRE por
ser un requerimiento para ello (lo cual es lo mas probable) o si la dimerizaciéon ocurre

sobre el sitio de unidn.

CHAPERONAS MOLECULARES

Desde una perspectiva social, el término chaperona se refiere a una persona,
usualmente una matrona, quien tenia la responsabilidad de supervisar el
comportamiento apropiado y decoroso de jévenes, especialmente seforitas, cuando
se encontraban en un entorno social en el que no estaban presentes sus padres. Esta
practica fue frecuente hasta la primera mitad del s. XX, especialmente en la sociedad
aristocratica anglo-sajona. Por extrapolacién, se llamaron chaperonas moleculares a
aquéllas proteinas inducidas en situaciones de estrés y cuya funcién es preservar las
propiedades de sus proteinas-cliente, es decir, aquéllas con las que interactian. En
situaciones normales, las chaperonas son responsables del plegamiento correcto de las
proteinas celulares y de la estabilidad con que mantienen tal plegamiento en
situaciones adversas. Notar que todas las proteinas de choque térmico (o heat-shock
proteins) son chaperonas, pero no todas las chaperonas son necesariamente proteinas
de choque térmico ya que no se son inducidas por calor u otro estimulo estresante

(p.€j., survivin, CCT/TRIC, nucleoplasmina, etc.) [42].

HSP90

Hsp90 pertenece a la familia de proteinas de choque térmico cuya expresion se ve

exacerbada no sélo por calor, sino mas general aun, en condiciones de estrés [33, 43].
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El rol esencial de este tipo de chaperonas moleculares es estabilizar o rescatar de la
inactivacion a proteinas desnaturalizadas o mal plegadas, producto de una situacion
desfavorable (aumento de la temperatura, variacion de pH, radiacidon, desequilibrio
osmotico, etc.), previniendo asi su agregacién y posterior degradacion. Este rescate
otorga el tiempo necesario a la célula para activar programas que reestablezcan la
homeostasis en general y, muy en particular, la proteostasis. De no ser posible resolver
la situacidn y recuperar la homeostasis, prevaleceran las sefiales que desencadenen la
muerte celular. Sin embargo, comparada con otras chaperonas, Hsp90 posee un alto
grado de reconocimiento de sus proteinas sustrato (o clientes) y generalmente una
baja afinidad por proteinas desnaturalizadas [44-46]. El consenso actual respecto a la
actividad de Hsp90 es que su funcidn de chaperona estd dirigida a proveer la
conformacion activa a proteinas clientes que ya poseen per se una estructura terciaria
estable, actuando como un regulador de la actividad [32, 47]. Como ejemplo valga el
caso de los receptores de esteroides antes mencionado.

Hsp90 es una proteina ubicua que se expresa en todos los organismos
exceptuando a la mayoria de los miembros del dominio Arquea (Archaea) [48, 49]. La
mayoria de los organismos muestran dos isoformas de Hsp90: la isoforma a, la que es
fuertemente inducible por estrés, y la isoforma B, la que es constitutivamente
expresada e inducible en ciertas situaciones por factores de crecimiento y no por

situaciones de estrés convencionales que activan a la isoforma o [33, 50, 51].

Hsp90
p23 Cdc37 Proteina TPR
1 69 732

Dimerizacién
]

Figura 5: Dominios estructurales de Hsp90.Esquema adaptado de Nollen et. al. 2002.

En el monédmero de Hsp90 se distinguen tres dominios (Figura 5): el N-terminal
o NTD por sus siglas en inglés (N-Terminal Domain) que posee actividad intrinseca de

ATPasa, el dominio central denominado MD por sus siglas en inglés (Middle Domain)
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con sitios de unidn para proteinas cliente y co-chaperonas, y el dominio C-terminal
denominado CTD por sus siglas en inglés (C-terminal Domain), el que es clave para la
dimerizacion de la chaperona y para su interaccion via la secuencia MEEVD con los
dominios TPR de otros factores y co-chaperonas [52-54].

La actividad ATPasa es esencial para su funcion. Al unirse el ATP al NTD, sufre
cambios conformacionales secuenciales conocidos como ciclo de ATPasa (Figura 6), a

través de los cuales pasa de un estado abierto (sin ATP) a uno cerrado (unido a ATP).

NBD

ATP

—_—
~—
D

M

1

2

IATPNATP! /

Figura 6. Esquema del ciclo de ATPasa de Hsp90. NBD: dominio de union al nucledtido o NTD. MD:

dominio medio. DD: dominio de dimerizacion o CTD. (Mayer et.al. 2009)

La actividad de ATPasa de Hsp90 se inhibe de manera altamente especifica en
presencia de drogas como geldanamicina (GA) o radicicol (Figura 7). Ambos
compuestos naturales se unen al mismo sitio del ATP pero con mayor afinidad [55, 56],
lo que impide que Hsp90 adquiera su conformacidn activa (cerrada) y por ende su

interaccidn con proteinas-cliente [57].

Los primeros trabajos en proteinas-cliente de Hsp90 estuvieron centrados en
proteina-quinasas y receptores nucleares [58-61]. Con el tiempo se sumaron proteinas

involucradas de vias de sefalizacidn relacionadas con procesos como la infeccion viral,
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inmunidad innata, transduccién de senales, progresién del ciclo celular, apoptosis,
regulacién transcripcional, respuesta a estrés, replicacidon, transcripciéon, metabolismo
y reparacién del ADN, procesamiento del ARN y remodelacién de cromatina [62-70].
Una lista actualizada de los clientes de Hsp90 puede consultarse en la pdagina que

mantiene el grupo del Dr. Didier Picard ( ).

GELDANAMICINA RADICICOL

Figura 7: Inhibidores de la actividad ATPasa de Hsp90, Geldanamicina y Radicicol.

La interacciéon de proteinas-cliente con la maquinaria de Hsp90 permite su
correcta conformacion, actividad, transporte y degradacion [71-75]. De estos hechos,
dada la abundancia de Hsp90, y la calidad y cantidad de proteinas-cliente a las que
regula, se desprende claramente que la funcidn de esta chaperona molecular es
fundamental para el mantenimiento de la homeostasis celular [76, 77]. Hsp90
representa un 2-3% del total de las proteinas solubles de una célula normal, y
representa mas de un 10% en células estresadas. En células cancerosas el porcentaje
de Hsp90 se encuentra entre 6-7% del total en ausencia de otros estimulos [78-82].
Este hecho sumado al numero y esencialidad de factores clientes que estan
desregulados en distintos tipos de cdncer [83-85], han convertido a Hsp90 en un
prometedor blanco de la terapia antitumoral.

Hsp90 funciona como un complejo multimérico, el cual involucra interacciones

dinamicas con co-chaperonas y proteinas clientes. Se ha descripto que la regulacion de
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varias de sus proteinas-cliente es similar a la que veremos a continuacion centrada en

los receptores de esteroides.

PROTEINAS CON DOMINIO TPR

El dominio TPR (segun su sigla en inglés Tetraticopeptide Repeat) media
interacciones proteina-proteina. EI mismo esta formado por secuencias de 34
aminoacidos repetidas en tdndem de 1 a 16 veces (segln la proteina que lo porte). La
longitud mas frecuente es de tres repeticiones, y puede representar el minimo de
repeticiones necesarias para la unidon con una proteina especifica [86]. Cada una de las
repeticiones forma un par de a-hélices que adquieren una disposicién antiparalela
(hélice-vuelta-hélice). Repeticiones adyacentes se disponen en forma paralela,

formando asi una superhélice dextrégira [87] (Figura 8).

Figura 8: Diagrama del dominio TPR de PP5.
Este domino contiene tres repeticiones en
tandem.

Se han encontrado proteinas con dominios TPR en organismos con distintos
niveles de organizacién, interviniendo en multiples procesos tales como regulacién del
ciclo celular, transduccion de sefales, transcripcidon y transporte de proteinas [88].
Estas proteinas ademas suelen poseer uno o mas dominios funcionales [89], lo cual les
permite adquirir una gran diversidad de funciones celulares (por ejemplo, el dominio
con actividad fosfatasa de PP5, al que haremos referencia mds adelante). Dentro del
grupo de proteinas que poseen este dominio, se encuentran Cdc16p, Cdc23p y Cdc27p,
las cuales forman parte del complejo promotor de anafase (APC por su sigla en inglés

Anaphase Promoting Complex) [90-92]. TOM70 es una proteina involucrada en la
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importaciéon mitocondrial capaz de interactuar con Hsp90 y Hsp70 a través de su

dominio TPR [74].

Las proteinas TPR potencialmente puede regular la actividad de Hsp90 a través
de la unidn al nucléotido (ADP/ATP), su hidrdlisis o liberacion. Pueden ademas regular
la union o liberacion de la proteina cliente [89]. Si bien los motivos son altamente
degenerados, se puede observar un patron consistente de residuos que son clave para
la integridad estructural. El patrén de consenso de los residuos conservados implica
posiciones 4, 7, 8, 11, 20, 24, 27 y 32. Solamente se encuentran altamente conservadas
las posiciones 8 (Gly o Ala), 20 (Ala) y 27 (Ala). En el resto de las posiciones se
encuentran preferencias por una clase de aminoacido, en lugar de por un residuo
especifico [86]. Cabe destacar que la mera presencia del dominio TPR no asegura la
union con Hsp90, o determina las propiedades de la interaccién. Las regiones
circundantes al dominio TPR también son importantes en el reconocimiento de Hsp90
y en la interaccién con la proteina cliente. Como ejemplo se puede considerar a dos
proteinas TPR pertenecientes a la familia de las IMMs, FKBP51 y FKBP52. Dichas
proteinas se unen con distinta afinidad a Hsp90 y son reclutadas diferencialmente
dentro de los complejos de varios RE [93, 94]

A pesar de la variedad de procesos en los que intervienen, es muy poco lo que
se conoce acerca de las propiedades individuales de la mayoria de estas proteinas.
Muchos de los estudios realizados fueron enfocados en su asociacion con la chaperona
Hsp90, con la que interactlda via el péptido MEEVD del extremo C-terminal de Hsp90
[52] (Figura 5). De la gran variedad de proteinas TPR existentes, nos interesan en
particular aquéllas que a través de su interaccién con Hsp90 forman pueden formar
parte de los heterocomplejos de RE. En tal sentido, nuestro laboratorio se ha abocado
a estudiar el rol bioldgico de las IMM, campo en el cual mucho de lo que se sabe al
presente fue aportado por nuestro grupo (ver [47, 95-97] para actualizaciones

recientes).

INMUNOFILINAS

Las IMM son una familia de proteinas capaces de unir drogas

inmunosupresoras a través de su dominio peptidilprolil isomerasa (PPlasa). Tal
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interaccion inhibe la actividad enzimatica. A su vez, las IMMs se dividen en dos
subfamilias: FKBP (FK506-Binding Protein) y CyP (Cyclophylin), segun su capacidad de
unir FK506 o ciclosporina A respectivamente [98, 99].

Las IMM de bajo peso molecular como FKBP12 y CyP17 son las responsables del
fendmeno de inmunosupresion al inhibir la actividad biolégica de calcineurina/PP2B.
Ello se traduce en la falta de desfosforilacion de NFAT, factor que no puede entonces
translocar al nucleo de los linfocitos y activar la producciéon de interferon-y e
interleuquinas [100]. Ello no ocurre con las de alto peso molecular aun siendo capaces
de unir dichas drogas en su dominio PPlasa. Si bien la funcién de las IMMs de alto peso
molecular no estd dilucidada, sabemos que varias de ellas tienen propiedades de
chaperonas moleculares y varias de ellas se asocian a los RE. Sélo las IMMs que poseen
dominios TPR son capaces de interactuar con el complejo Hsp90eRE via el sitio aceptor
presente en el dimero de Hsp90 unido al RE. Ademds, poseen otras regiones que
interactdan con la proteina cliente [101]. Algunas IMMs como FKBP52, CyP40, PP5 y
FKBPL/WisP39 son capaces de interactuar con el complejo motor dineina/dinactina a

través de su dominio PPlasa [102, 103].

Como ya se menciond, de las 35 proteinas de la familia, sélo unas pocas se
asocian a receptores nucleares (Figura 9). Cada receptor tiene preferencias
particulares por cada una de las diferentes proteinas TPR. Por ejemplo, la IMM XAP2 es
exclusiva del receptor de dioxano (AhR), el cual no se asocia con ninguna otra [104].
PP5 se encuentra en mayor proporcidn en complejos con GR [105]. Las IMM juegan un
papel muy importante en la regulacion de la actividad de RE. Con el fin de
ejemplificarlo estudiaremos con un poco mas de detalles los efectos de dos de las

IMMs que han sido mejor caracterizadas en los ultimos afios: FKBP51 y FKBP52.
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FKBP51Y FKBP52

Si bien estas IMMs presentan 60% de homologia y 75% de similitud en sus
secuencias, sus dominios presentan orientaciones espaciales distintas (Figura 10)[106].
Estas diferencias estructurales son las que permiten la regulacién diferencial sobre la
maduracién y la actividad de RE, y les confiere selectividad para interactuar con sus
proteinas-cliente. El domino con actividad enzimatica de PPlasa es el que une FK506 y
es llamado FK1 (Figura 10); el dominio denominado FK2 carece de la actividad
enzimatica y une nucledtidos trifosfato, y posee tres dominios TPR en serie a través de
los cuales interactian con Hsp90. FKBP51 y FKBP52 usualmente muestran funciones
antagonicas en los tejidos en donde se expresan, tal que si una IMM estimula un
proceso la otra la inhibe, quizds como un fendmeno de competencia dadas sus
elevadas homologias. Ello se atribuye a las diferencias entre sus dominios PPlasa ya
gue quimeras a las que se les intercambid el dominio PPlasa demostraron que los roles

biolégicos FKBP52 y FKBP51 se interconvirtieron entre si [107].

A. B.
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En ausencia de ligando, es principalmente FKBP51 quien forma parte de los
heterocomplejos con RE. En presencia de hormona, es rdpidamente desplazada por
FKBP52 [108]. La expresion de FKBP52 es inducida por choque térmico [109], v la
expresion de FKBP51 es inducida por glucocorticoides [94, 110, 111]. La relevancia de
FKBP51 en la sefializacién de los RE fue elucidada en los monos ardilla. Estos primates

presentan una alta concentracidon de cortisol en plasma, sin embargo no desarrollan
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signos de hipercortisolismo (conocido en humanos como Sindrome de Cushing). Esta
sorprendente resistencia a glucocorticoides se relaciond con una sobreexpresion de
FKBP51 en los tejidos blanco [112-114], la cual es capaz de disminuir la afinidad de GR
por la hormona [111]. Como la expresién de FKBP51 se encuentra directa mente
regulada por GR, ello indica un mecanismo de regulacion negativa en la respuesta a los
glucocorticoides.

Anteriormente, se menciond que algunas IMM interactian con dineina a través
de su dominio PPlasa. Este es el caso de FKBP52 [115], pero no el de FKBP51 [107] la
gue muestra una asociacion muy débil y casi inexistente con la proteina motora.
Existen numerosas evidencias que apoyan la idea que el transporte de GR al ntcleo es
mediado por dineina siendo el complejo Hsp90eFKBP52 la cadena de traccién que
conecta al receptor con la maquinaria de transporte [47, 99]. En cuanto a la actividad
transcripcional de GR, estudios realizados en S. cerevisiae (carente de ambas IMMs y
de GR) evidenciaron que FKBP52 favorece la transcripcion dependiente de esteroide,
mientras que la expresion de FKBP51 tiene efectos inhibitorios [116]. En suma, se
sugiere un mecanismo de retroalimentacién negativa que modula la respuesta celular
a esteroides, donde FKBP51 revierte o previene las acciones de FKBP52.

Las proteinas TPR FKBP52 y FKBP51 también interactian con AR en células de
cancer de prostata, sugiriendo ello que también podrian ejercer un rol en la
transcripcién génica y crecimiento celular mediado por AR. Ha sido reportado que
FKBP51, pero no FKBP52, se encuentra en niveles significativamente elevados en
tejidos de cancer de préstata y en lineas celulares dependientes e independientes de
andrégenos [117], y a diferencia de lo que ocurre con los otros miembros de la familia
de RE, FKBP51 posee una funcion potenciadora de la actividad de AR en vez de ser
inhibitoria [117]. La sobreexpresién de la IMM provoca un aumento en la actividad
transcripcional de AR, mientras que su silenciamiento reduce la expresién de genes
blanco y la proliferacién celular en células de cadncer de prostata [117-119]. Estas
observaciones cobran importancia porque FKBP51 estd sobreexpresada en células
tumorales y posee acciones antiapoptodticas [95, 120], mientras que AR es considerado
tener acciones oncogénicas en células prostaticas.

A continuacion, describiremos con un poco mas de detalle a otras tres

proteinas TPR, con las cuales hemos trabajado en esta tesis.
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PP5 (Protein Phosphatase 5)

PP5 es una Serina/Treonina Fosfatasa [121-123], presenta tres dominios TPR y
un dominio tipo PPlasa que une con baja afinidad la droga FK506 [105]. Posee una baja
actividad basal de fosfatasa en comparacién con otros miembros de la familia (PP1,
PP2A y PP2B la que se atribuye a la inhibicidn ejercida por el dominio TPR, ya que ésta
aumenta cuando dicho dominio es removido o forma parte de una interaccién [124].
Fisiolégicamente, este efecto es ejercido por la asociacién de Hsp90 con los dominios
TPR de PP5, lo que estimula su actividad de fosfatasa. Curiosamente, el acido
araquiddnico es un activador de PP5 [125, 126]. Se acepta que PP5, mas que tener una
actividad de fosfatasa esencial, actua fundamentalmente regulando procesos de
fosforilacién de proteinas [127].

A través de la Hsp90 unido a su dominio TPR, PP5 interactia con RE. El primer
reporte se dio para GR [128]. Hoy se acepta que PP5 aumenta la afinidad de GR por el
esteroide [129] y cambia su estado de fosforilacién, lo que afecta la habilidad del
receptor de interactuar con reguladores de la transcripcién [130].

Se ha descripto que al utilizar una mutante de PP5 como dominante negativo
disminuye la actividad transcripcional de GR [128], mientras que al utilizar un
oligonucleétido antisentido para PP5 aumenta la actividad transcripcional inducida por
glucocorticoides [131]. Estos efectos a simple vista contradictorios, ejemplifican cudn
complejo es el papel de este factor en la regulacidn de la respuesta a esteroides.

Ademas PP5 estd asociada a proteinas del poro nuclear (Nups), involucradas en
el transporte a través del mismo [41]. Interactia con dineina a través de su dominio
tipo PPlasa [102], de lo que se infiere que podria tener un rol en la translocacién del

receptor al nucleo.

OTRAS PROTEINAS TPR

FAMILIA DE PROTEINAS 14-3-3

Las proteinas pertenecientes a la familia 14-3-3 recibieron este nombre tan
particular en base al perfil de elucion de una columna de DEAE-celulosa. Estan

presentes en todas las células eucariotas, incluyendo las del reino vegetal. Existen siete
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isoformas altamente homodlogas con un PM~30 kDa, y son capaces de formar homo y
heterodimeros que se encuentran en equilibrio dindmico con sus monémeros [132,
133]. Se las identifica con letras del alfabeto griego. Regulan una gran cantidad de
procesos bioldgicos tales como apoptosis, transcripcién, transporte, y estan
involucradas en la patogénesis de numerosas enfermedades. Interactuan directamente
con otras proteinas que forman parte de cascadas de senales (quinasas, fosfatasas,
factores de transcripcion y receptores de transmembrana), alterando asi su
localizacion subcelular y/o estabilidad. Se han reportado mas de 200 proteinas-cliente
de proteinas 14-3-3 [134, 135]. Las diferentes isoformas se diferencian por su
localizacién subcelular, el tipo de proteinas que unen, y la estructura que adoptan
[136-138]. Reconocen residuos fosforilados de serina y treonina que se encuentran en
una secuencia de aminoacidos especifica (RSXpSXP) de la proteina-cliente [139].
Adoptan una estructura que contiene nueve a-hélices anti-paralelas [140] con

reminiscencia al dominio TPR de PP5 [141] (Figura 11).

Figura 11: Comparacion de Ila
estructura del dominio TPR de
PP5 (Celeste) con la estructura de
14-3-3 (Amarillo). Adaptado de
Das et.al. 1998.

LA PROTEINA 14-3-30

Esta isoforma usualmente genera homodimeros [142]. Se ha postulado que la
sobreexpresiéon de 14-3-3c provocaria que GR sea mas citoplasmatico e inhibiria su
actividad transcripcional [143]. También se ha reportado que 14-3-30 aumentaria la

actividad transcripcional de AR, incluso en ausencia de hormona [144]. Sin embargo,

-25-



INTRODUCCION

aln no se conocen las razones que expliquen dichas observaciones y por otra parte,
también se ha demostrado que 14-3-30 es un blanco transcripcional de p53 [145]
comportandose como regulador del tipo check-point del ciclo celular en G2-M [146]. Se
ha encontrado que su gen esta silenciado por hipermetilacién en casos de cancer
gastrico y de mama, evitandose asi sus acciones como supresor tumoral [147, 148].
Estudios muy recientes de protedmica en células de cancer prostatico andrégeno-
dependientes e independientes demostraron la presencia de 14-3-3¢ asociadas a
glicoproteinas tumorales en cdnceres hormona-dependientes pero no en los
independientes [149]. En otras palabras, tomados en su conjunto, los reportes en la
literatura no brindan una respuesta clara al rol de 14-3-30 y en algunos casos, son

hasta contradictorios.

LA PROTEINA SGT1a

SGT1a (Small Glutamine-Rich Tetratricopeptide Repeat Containing Protein 1a)
fue identificada como una subunidad del cinetocoro de los cromosomas. Presenta un
alto grado de conservacion a lo largo de la evolucion en todas las células eucariotas. Se
la relaciona con los procesos de division celular favoreciendo el proceso de
ensamblado del cinetocoro, y se demostrd que reprime a Skp1, un factor importante
en la transicién de dos pasos del ciclo celular, G1/S y G2/M [150]. SGT1a participa en
procesos de apoptosis, ubiquitinizacién de proteinas, activacidon de la via del AMPc, la
estabilizacion de Poloquinasas, etc. [150-154]. Tiene el potencial de afectar el
movimiento, la localizacion y la respuesta funcional de una importante cantidad de
moléculas de la célula o de origen viral. Posee tres dominios claramente definidos
(Figura 12): el TPR, el SGS (SGT1 specific domain), y conectando a ambos el CS (CHORD-
containing protein of SGT1). Hacia el extremo C-terminal, se encuentra la region rica en
glutamina, la cual es capaz de interactuar con regiones hidrofébicas, y hacia el extremo
N-terminal se encuentra la porcidn responsable de la dimerizacién de la proteina [155,
156]. Como la secuencia MEEVD del extremo C-terminal de Hsp90 interacciona con
dominios TPR se postuld que SGTla deberia interaccionar con esta chaperona, y
ambas proteinas coinmunoprecipitaron. Sin embargo, la delecién de la secuencia C-

terminal de Hsp90 no abolié esta asociacion, demostrando que la unién de la proteina

-26 -



INTRODUCCION

tenia lugar en otro sitio. Los estudios demostraron que el dominio interactuante con
Hsp90 es el CSy no el TPR [157], y que SGT1a interactua con el dominio NTD de ambas
isoformas de Hsp90 (a y B) [156, 158-160]. SGT1la es ejemplo de una proteina TPR,
cuyo dominio no necesariamente esta asociado a Hsp90.

El dominio CS de SGT1a posee alta homologia con la co-chaperona p23, pero
no compite con ella por Hsp90, demostrando que ambas proteinas, SGT1la y p23,
interaccionan simultdneamente con la chaperona pero en dominios diferentes.

La fraccidn citoplasmdtica de SGT1a se asocia a microtubulos y microfilamentos
[161], por lo que se ha propuesto que las proteinas con las que interactia podrian
guedar parcialmente retenidas en el citoplasma inhibiéndose entonces la actividad

transcripcional al no poder concentrarse en el nucleo [162].
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Figura 12: Dominios de interaccion entre SGT1 y Hsp90.

TRANSLOCACION NUCLEAR DE RECEPTORES ESTEROIDALES

Varios miembros de la familia de los receptores nucleares son en general
mayoritariamente citoplasmaticos en ausencia de ligando (GR, MR, AR, VDR, AhR, etc.),
mientras que otros son eminentemente nucleares (PR, ER, RAR, etc.). Si bien esta es la
distribucién subcelular mas frecuentemente encontrada, el grado de particion nucleo-
citoplasmatico puede variar grandemente segun el tipo celular y el momento del ciclo
en el que se lo estudie. Es asi que MR se muestra casi totalmente citoplasmatico en
células tubulares renales [163], mas equitativamente distribuido entre citoplasma y
nucleo en células COS-7 [40] o casi totalmente nuclear en cardiomiocitos [164], y PR es

citoplasmatico antes que nuclear en células tumorales endometriales [165].
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Independientemente de su localizacién primaria, todos ellos se concentran en areas
nucleares determinadas cuando une al ligando. Ya sea que el equilibrio se desplace
hacia el citoplasma o hacia el nucleo, todos los factores se encuentran sujetos al
transito dindmico entre ambos compartimientos celulares.

Como ya se explicd, en ausencia de hormona GR es citoplasmatico, y en su
presencia migra rapidamente al nucleo (ti2= 5 min.). Si el estimulo es retirado (p.ej., se
lavan las células y se reincuban sin esteroide), GR retorna al citoplasma lentamente
(t12= 15 hs.) [115, 166, 167]. Para explicar este transporte existen dos modelos (Figura
13). El clasico presupone que una vez unida la hormona, el heterocomplejo de Hsp90
se disocia (el receptor se “transforma”), lo que permite que el receptor sea capaz de
translocar al nucleo estocdsticamente por difusién simple. Este modelo que dominé
heuristicamente el mercado de ideas por décadas no cuenta con evidencia que lo
sustente, y ademas no es compatible con la rdpida translocacidon de GR en presencia de
hormona. Si el movimiento fuera azaroso, el receptor deberia moverse de manera no
dirigida (lo que le quitaria eficiencia) y se diseminaria por todo el espacio
citoplasmatico antes de alcanzar el nucleo, siendo el pasaje a través del poro nuclear
un proceso lento y por ende limitante que depende de factores citoplasmaticos,
asociados al poro, nucleares, y gasto de energia.

Nuestro laboratorio planted un modelo alternativo que le adjudica al complejo
Hsp90eproteina-TPR una funcién esencial en el retrotransporte del receptor. Al
inmunoprecipitar GR se recupera no sélo Hsp90 e IMM, sino que ademadas co-
inmunoprecipita dineina [115] (proteina motora responsable del movimiento
retrégrado a través de microtubulos). Cuando las células se tratan con el inhibidor de
Hsp90 geldanamicina, dineina deja de coinmunoprecipitar con el receptor [40, 115],

sugiriendo que Hsp90 debe estar involucrada y que la asociacién no es directa via GR.
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FKBP51 >

Figura 13: Esquema representativo de los modelos existentes sobre la translocacion nuclear de GR. El
esquema superior representa al modelo cldsico de disociacion de Hsp90 por hormona (H), y el inferior,
el Hsp90*FKBP52edineina-dependiente propuesto por nuestro laboratorio. El rectangulo rosado de GR

representa su sefnal de localizacion nuclear.

El mismo efecto se observd en presencia de un exceso de péptido TPR, lo cual
indica que dineina no se une directamente ni al receptor ni a Hsp90, sino a algun factor
asociado a Hsp90 via TPR. Al sobreexpresar el dominio PPlasa en el precipitado se
recuperé el complejo GReHsp90eFKBP52, pero no dineina, sefalando que la proteina
motora estd asociada entonces al dominio PPlasa de FKBP52. Con posterioridad, se
demostré que esta propiedad es compartida por CyP-40 y PP5 [102]. Al complejo

REeHsp90eIMMeDineina se lo llamé transportosoma (Figura 14).

Figura 14: Modelo de ensamblado del
transportosoma. GA= geldanamicina.

DIC= cadena intermedia de dineina.
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Debe enfatizarse que si bien GR alcanza el compartimento nuclear cuando el
transportosoma es disfuncional, lo hace mucho mas lentamente (el ti, de
translocacion se retrasa un orden de magnitud, de 5 min a 45-50 min), lo que trae
consecuencias funcionales en especial frente a situaciones de estrés, y que ademds GR
es rapidamente degradado por el proteosoma [168]. Ello demuestra la importancia
funcional de este sistema de transporte activo.

Cabe aclarar que la actividad motora del complejo motor de dineina requiere
de su asociacién con otro complejo multiproteico: el de dinactina. Es decir, se deberia
hablar del complejo dineina/dinactina como un todo [169, 170]. En trabajos realizados
sobre el transporte de vesiculas del Golgi se describid que la sobreexpresion de una de
las once subunidades que componen la dinactina, la proteina p50/dinamitina, produce
el desensamble de todo el complejo [171]. Aun cuando dineina todavia conserva la
capacidad de unirse a las vesiculas del Golgi, no genera por si misma la fuerza motriz
necesaria para que éstas sean transportadas a lo largo del citoesqueleto. Es entonces
razonable predecir que la sobreexpresidon de p50/dinamitina inhibe la translocacién de
los RE, tal como lo hemos demostrado experimentalmente [40, 172].

Resultados similares a los arriba descriptos originalmente para GR se reportaron
luego para MR [40], el factor proapoptético p53 [173], el complejo entre factor de

transcripcién RAC3 y el factor proapoptético AIF [174], el AAV-2 (adeno-associated virus-
2) [175], la proteina especifica del cerebro PAHX-AP1 [176], el factor de arresto del ciclo

celular p21 [177], proteinas poliglutaminadas que forman agregados en la enfermedad
de Kennedy [178], el receptor de ecdisoma en insectos [179], la proteina moduladora
del receptor de estrégenos inducible por radioterapia WisP39 , etc. Tomados en su
conjunto, estos hallazgos demuestran que el complejo Hsp90eIMM es un componente
esencial de la maquinaria de transporte general de factores solubles y no sélo de los
receptores de esteroides.

Por otra parte, FKBP51 es una IMM que se encuentra presente en los
heterocomplejos de GR y MR, y es intercambiada por FKBP52 (o PP5 segun el ligando)
rapidamente en presencia de hormona (Figura 15) [108, 180]. Tanto ambas FKBPs
como PP5 forman parte de los complejos de MR en ausencia de ligando. Sin embargo,

el tratamiento con aldosterona o el ligando sintético 11,19-oxidoprogesterona (11-OP,
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compuesto que actla como agonista para MR) provoca una disminucién en las
cantidades de FKBP51 presentes en el complejo. A su vez, la presencia de ambos
ligandos provoca un aumento en los niveles de FKBP52 reclutado, siendo éste mucho
mas marcado en el caso de aldosterona. La diferencia se debe a que al utilizar 11-OP
como ligando, PP5 es reclutado al complejo en mayor proporcidn. Estas observaciones
se adjudican al hecho de que cada ligando provoca que el receptor adopte una
conformacién diferente [180]. Sin embargo, en presencia de ambos ligandos se
recupera dineina en los complejos, pero esto no ocurre en ausencia de ligando. FKBP51
es incapaz de unir dineina [107] y su sobreexpresién promueve la exclusién de MR en
el nucleo, de la misma manera que en el caso de sobreexpresién del péptido TPR, o en
ausencia de FKBP52. Lo que lleva a postular que la distribucién subcelular de MR

depende del balance entre FKBP51 y FKBP52 [40].
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Figura 15: Intercambio de inmunofilinas en el heterocomplejo de MR. Células E82.A3 transfectadas
con flag-MR se incubaron en frio con aldosterona (Aldo) o con 11,19-oxidoprogesterona (11-OP) a fin
de evitar la translocacion al nicleo del receptor. MR fue inmunoprecipitado y las chaperonas
asociadas se revelaron por Western blot. El grdfico de la derecha muestra la semicuantificacion de las
bandas (barras blancas: aldosterona; barras negras: 11-OP) correspondientes a tres experimentos
(media +SEM, *p <0.001, **p < 0.01) versus complejos MR-Aldo. (Gallo et.al. 2007)

Podriamos resumir para un receptor de esteroides genérico, la siguiente
secuencia de eventos: en ausencia de ligando FKBP51, forma parte del heterocomplejo
gue mantiene al receptor localizado en el citoplasma. La unién de la hormona provoca

el intercambio entre FKBP51 y FKBP52, el cual pasa a ocupar el sitio aceptor de
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dominios TPR de Hsp90. A través del dominio PPlasa, FKBP52 actua de puente entre el
heterocomplejo y dineina; y asi el conjunto es transportado hacia el nucleo (Figura 13).

Hasta el momento, hemos aportado evidencia que apoya el absoluto
requerimiento del heterocomplejo Hsp90eFKBP52 para que el RE viaje a través del
citoplasma hacia el nucleo. Sin embargo queda aun por analizar si la disociacién del
mismo se requiere para el ingreso. El complejo del poro nuclear (NPC, por su sigla en
inglés Nuclear Pore Complex) es una estructura macromolecular embebida en la
membrana nuclear. A través de ella difunden moléculas pequefias; cuando el peso
molecular sobrepasa los 40/50-kDa se requiere de un transporte activo [181, 182]
mediado por importina a (Impa). Esta reconoce sefiales de localizacién nuclear (NLS
por su sigla en inglés Nuclear Localization Signal) en las proteinas que son su sustrato.
Impa forma complejos con importina B (ImpB), la cual favorece el transporte a través
del poro. Si bien GR es capaz de interactuar con Impa a través de su NLS, el hecho que
Hsp90 haya sido recuperado unido al receptor inmediatamente después de su ingreso
al ndcleo, sugiere que el complejo podria pasar intacto a través del poro [183].
Estudios recientes de nuestro laboratorio demostraron que ése es el caso tanto para
GR [41] como para MR [40]. GR interactua con Imp[3 y con proteinas estructurales del
poro (nucleoporinas) tales como Nup62 [41], las que a su vez se asocian en un
complejo en el cual Hsp90 se encuentra presente. FKBP52 y PP5 también se asocian
con Nup62 en un complejo que también integran Hsp70 y p23 [41]. Cuando a estos
receptores se les realizé un cross-linking con las chaperonas del complejo, todas ellas
(receptor y chaperonas) translocaron juntas al nicleo como un Unico complejo y de
manera esteroide-dependiente, indicando que el proceso de transformacién del RE
debe ser nuclear. Ello fue confirmado por co-inmunoprecipitacion de Hsp90 con el RE
nuclear tan pronto como este ingresé a la organela, a tiempos en los que aln se halla

en la fraccién nucleopldsmica sin haberse unido a la cromatina (Figura 16).
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Tomando en su conjunto todas las evidencias experimentales descriptas hasta
aqui, podemos afirmar que el retrotransporte de los receptores de esteroides ocurre
de manera activa gracias al complejo Hsp90¢IMM. Este complejo actia como puente
entre la carga y la proteina motora. Hsp90 no debe disociarse inmediatamente
después que la hormona se ha unido al receptor, puesto que el heterocomplejo es aln
necesario para el transporte citoplasmatico y para atravesar el poro nuclear. Esto
refuerza la idea que el heterocomplejo atraviesa intacto el poro. Luego, el proceso de
transformacién de los receptores de esteroides debe ocurrir en un paso subsiguiente al
retrotransporte, aunque previo a la unién del receptor a sus secuencias especificas en
el ADN ya que la presencia de Hsp90 bloquea al DBD del RE. En un estudio reciente del
grupo de la Dra. Claudia Grossmann de Alemania en donde se repitieron estos ensayos
con idénticos resultados, se demostrd experimentalmente la hipétesis que el modelo
extrapola: los RE se transforman y dimerizan en el nlcleo y no en el citoplasma [184].

Dado el modelo segun el cual las IMMs forman parte de la maquinaria
molecular responsable del movimiento de variados factores, se abre la posibilidad de
desarrollar agentes que inhiban la funcidn de las IMMs en el transporte. Resulta
interesante remarcar que una alta relacion FKBP51/FKBP52 desfavorece el transito de
los receptores de esteroides asi como el de NF-kB, un factor transcripcional que no se
asocia a Hsp90 [185]. Nuestro laboratorio también ha demostrado que FKBP52
favorece el proceso de regeneracién nerviosa inducido por glucocorticoides y FK506,
mientras que FKBP51 lo inhibe [186, 187]. En tal sentido, drogas especificas para las

IMMs serian deseables, pero no existen al presente. Alternativamente, como las IMMs
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forman complejos con Hsp90, esta chaperona podria ser un blanco alternativo del
complejo. En esta tesis se han ensayado varios derivados sintéticos con tal fin.
También planteamos que otras proteinas TPR también podrian regular la localizacion
subcelular y actividad de factores nucleares, y fue por ello que en esta tesis se
estudiaron las proteinas seleccionadas. Si pudiésemos regular estos procesos se abriria
la posibilidad de estudiar las variadas patologias relacionadas con desequilibrios
hormono-dependientes, infecciones virales, cancer o regeneracidn nerviosa; aliviar o
prevenir algunas de las mas de 300 patologias descriptas hasta hoy que ocurren por

fallas en los mecanismos de transporte.
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HIPOTESIS:

En funcién de los antecedentes presentados, la hipdtesis general de este
trabajo es que distintas proteinas TPR podrian afectar de manera diferencial el
transporte de los receptores de esteroides y su actividad transcripcional.

Con el fin de poner a prueba dicha hipdtesis hemos planteado los siguientes

objetivos.

OBJETIVO GENERAL:

El objetivo general de este trabajo es ampliar el conocimiento existente sobre
el rol de las proteinas con dominio TPR en la regulacién y el transporte de factores

nucleares.

OBJETIVOS PARTICULARES:

» Evaluar el efecto de las proteinas TPR sobre el transporte de receptores
nucleares
» Evaluar el efecto de las proteinas TPR sobre la actividad transcripcional de esos

receptores nucleares.
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MATERIALES

A lo largo de esta tesis se utilizaron los siguientes materiales

1. LINEAS CELULARES

a)

b)

d)

HEK 293T: células embrionarias de riidn humanos que contienen el
antigeno T del SV40.

COS — 7: células de rifidn de mono verde africano que contienen el
antigeno T del SV40.

C4-2: linea celular de adenocarcinoma pancreatico humano, derivada de
tumores generados por inyeccién de LNCaP en ratones inmunodeficientes
castrados. Gentilmente cedida por la Dra. Elba Vazquez, IQUIBICEN-
CONICET,.

C4-2B: linea celular derivada de tumores éseos generados por inyeccion
de C4-2 en ratones inmunodeficientes castrados. Gentilmente cedida por
la Dra. Adriana De Siervi, IByME-CONICET.

PC3: linea celular derivada de metdstasis 6seas de adenocarcinoma
pancredtico. Gentilmente cedida por la Dra. Adriana De Siervi, IByME-

CONICET.

2. PLASMIDOS

a)

b)

c)

d)

GR > pSV2Wrec-GR: plasmido de expresidn para el GR de raton.
MMTV-Luc 2 pMMTV-Luciferasa: plasmido reportero que posee al ORF
de la enzima luciferasa rio abajo del promotor del virus de tumor de
mama murino MMTV.

B-Gal = pRSV-LacZ: plasmido reportero conteniendo el gen de la B-
galactosidasa bajo el promotor del citomegalovirus. Este plasmido fue
utilizado para normalizar los datos de unidades arbitrarias obtenidas en la
medicion de la actividad luciferasa.

GFP-GR > pEGFPGR: plasmido de expresién construido a partir del
pldsmido pEGFP C3 (Clonotech), donde el GR de ratdn se fusioné hacia el
C-terminal de la EGFP.
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f)

g)

h)

j)

k)
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AR - pCVM5-hAR: plasmido de expresion para el AR humano.

PSA-Luc = pPSA-Luciferasa: plasmido reportero que posee al ORF de la
enzima luciferasa rio abajo del promotor del antigeno prostatico
especifico.

TPR 2> pCMVe6-flag-TPR: expresa el dominio TPR de la proteina PP5,
fusionado al péptido-senal flag (DYKDDDDK), brindado por Dr. Michel
Chinkers, Universidad de South Alabama, EEUU.

PP5 - pCMVe6-flag-PP5p: plasmido de expresion para la proteina PP5
fusionada al péptido-sefial flag.

14-3-3 > pCMV2-flag-14-3-30: plasmido de expresién para la proteina
14-3-30 fusionada al péptido-seial flag, brindado por el Dr. Martin
Monte, IQUIBICEN-CONICET.

SGT -2 pClneo-hSGTa: plasmido de expresién para la proteina SGT 1a
humana, brindado por el Dr. Marc Cox de la Universidad de Texas, EEUU.
Vector > pCDNA3: plasmido vacio. Este plasmido se utilizd para
equiparar la masa de ADN transfectada.

His-Hsp90 - pRSETA-hHSP90B: plasmido de expresidon procariota para la
proteina Hsp90B humana fusionada a un péptido seial polihistidina (His),
brindado por el Dr. Prodromou, Universidad de Sussex, UK.

PPlasa = pSG5PL-dominio PPlasa: plasmido de expresion para el dominio
PPlasa de FKBP52, brindado por el Dr. Renoir, Faculté de Pharmacie,

Chatenay-Malabry Cedex, Francia.

3. ANTICUERPOS

Anticuerpos primarios

a)

b)

c)

d)

FKBP52, UP30, conejo policlonal, provisto por Dr. K. Leach (Pharmacia and
Upjohn Inc.,Kalamazoo, Ml)
PP5, policlonal de conejo, provisto por Dr. M. Chinkers (University of
South Alabama, Mobile, AL)
FiGR, monoclonal provisto por Dr. Jack Bodwell (Dartmouth Medical
School)
Flag, SIGMA, M2 F1804, raton.
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GFP, suero de conejo provisto por el Dr. M. Monte (IQUIBICEN-CONICET)
Hsp90, STRESSGEN, ratén.

SGT1a, PROTEINTECH, conejo.

AR, SANTA CRUZ, sc-816, conejo.

AR, SANTA CRUZ, sc-7305, raton.

Dineina, CHEMICON INTERNATIONAL, MAB1618, raton.

Anticuerpos secundarios:

a) Acoplados con fluordéforos:

a. anti-IlgG de conejo-fluordforo excitable a 488 nm (MOLECULAR PORBES)
b. anti-lgG de conejo-fluoréforo excitable a 568 nm (MOLECULAR PORBES)
c. anti-IgG de raton-fluoréforo excitable a 488 nm (MOLECULAR PORBES)
d. anti-IlgG de ratén-fluoréforo excitable a 568 nm (MOLECULAR PORBES)
b) Acoplados con peroxidasa (HRP):

a. anti-IgG de conejo-HRP, PIERCE.

b. anti-lgG de ratén-HRP, SIGMA.

c. proteina A, CALBIOCHEM.

METODOS

1. PREPARACION DE PLASMIDOS

1.1. PREPARACION DE BACTERIAS COMPETENTES

A partir de un glicerol stock de bacterias Escherichia coli DH5a o Escherichia coli

BL21 se inocularon 2 ml de medio de cultivo SOB (triptona bacterioldgica 2% p/v —
extracto de levadura 0,5% p/v — NaCl 0,01 M — KCI 2,5 mM) y se incubaron a 37°C
durante toda la noche, con agitacidn constate. Se realizé una dilucién 1/100 de este
precultivo (volumen final 100 ml de medio SOB) y se incubé a 37°C en agitacién
constante hasta alcanzar una densidad dptica (DO) de 0,5 (cultivo en fase exponencial).

Luego de alcanzar esa DO se centrifugd el cultivo a 3.000 x g, por 10 min a 4°C, se
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resuspendid el precipitado resultante en 40 ml de solucién CCMB 80 (CaCl, 80 mM —
MnCl; 20 mM) y se incubd por 20 min a 4° C. A continuacidon se cosecharon las
bacterias por centrifugacion, en mismas condiciones que el paso anterior y se
resuspendié el precipitado en 8 ml de CCMB 80 frio. Luego de una incubacién de 10
min a 4° C, la suspensién bacteriana se fracciond en alicuotas, las que se sumergieron

inmediatamente en nitrégeno liquido, y luego se las almacend a -80°C.
1.2. TRANSFORMACION DE BACTERIAS COMPETENTES

La transformacion se realizé incubando una alicuota de 100 ul de bacterias
competentes (Escherichia coli DH5a o BL21) con 1 ug del plasmido de interés durante
20 min a 4° C. A continuacidn, se incubd por 90 segundos a 42°C (shock térmico), y
luego a 4°C durante 5 min. La recuperacion de las bacterias competentes se llevd a
cabo adicionando 100 ul de medio de cultivo SOC (triptona 2% p/v -extracto de
levadura 0,5% p/v — NaCl 0,05% p/v —KCl 2,5 mM) e incubando durante una hora a
37°C. La seleccién de las bacterias transformadas se realizé en un cultivo de medio
sélido de LB Agar (agar 1,2 p/v —triptona 1% p/v —extracto de levadura 0,5% p/v —NaCl
0,5% p/v) suplementado con el antibidtico para el cual el plasmido confiere resistencia.
Las placas se incubaron a 37°C durante 16 hs. En paralelo, se sembré una alicuota de
bacterias en placas sin antibidtico como control de viabilidad, y otra alicuota en LB
Agar suplementado con antibidtico como control de contaminacién.

Las colonias obtenidas se repicaron en 3 ml de medio LB (triptona 1% p/v —
extracto de levadura 0,5% p/v —NaCl 0,5% p/v) con antibidtico, se incubaron a 37°C
durante 16 hs., con agitacion constante. A partir de estos cultivos, se purificé el ADN
plasmidico en pequena escala para identificar las colonias transformadas

positivamente.

1.3. PREPARACION DE ADN PLASMIDICO A PEQUENA ESCALA

El cultivo proveniente de cada colonia se centrifugd a 6.000 x g por 5 min, y se
resuspendid el precipitado resultante en 200 pl de solucion de resuspensién (Tris-HCI
50 mM —acido etilendiaminotetra-acético (EDTA) 10 mM, pH 7.5), luego se adicionaron

200 pl de solucion de lisis (NaOH 200 mM —SDS 1 % p/v) mezclando por inversion, y se
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incubaron por 5 min a 4°C. A continuacién se agregaron 200 pl de solucién de
neutralizacion (acetato de potasio 2,55 M pH 4.8) mezclando por inversion se incubd
otros 10 minutos a 4°C. Luego de una centrifugacion a 20000 x g durante 8 min, se
agregaron al sobrenadante 800 ul de resina (tierra de diatomeas 1,2 % p/v en cloruro
de guanidinio 7M). Se utilizé un vortex para homogeneizar la solucion y luego se filtré
aplicando vacio. Luego de dos lavados con solucidn de lavado (NaCl 200 mM — Tris-HClI
20 mM pH 7.5 — EDTA 5 mM — Etanol 50 % v/v), se eluyd el ADN de la resina con 50 pl
de agua estéril calidad miliQ a 37°C.

El andlisis del ADN plasmidico obtenido se realizd por electroforesis en gel de
agarosa, preparado en solucién TAE (Tris base 0,8 mM —acético glacial 0,114 % p/v —
EDTA 2 uM, pH 8) al 1 % p/v con 0,5 pg/ml de bromuro de etidio. Cada muestra se
prepard por adicién de soluciéon de siembra para DNA (30% v/v glicerol - azul de
bromofenol). Las condiciones de la corrida electroforética fueron: voltaje constante
(60 V) por 30 min. Revelamos la presencia de DNA plasmidico por exposicién a luz UV

en un transiluminador (GBOX Syngene), determinando asi los clones positivos.

1.4. PREPARACION DE ADN PLASMIDICO EN MAYOR ESCALA

Se inocularon 50 ml de medio LB con bacterias Escherichia coli DH5aq,
previamente transformadas con el plasmido de interés, y se cultivaron durante 16 hs a
37°C. A partir del mismo se purific6 el ADN plasmidico utilizando el kit comercial
Wizard® Plus Midipreps DNA Purification System (Promega, catdlogo A7640) siguiendo
el protocolo de adjunto al mismo. Cuantificamos el ADN plasmidico por
espectrofotometria (absorbancia medida a 260 nm). La concentracién de ADN
obtenida se calculé como:

pg de ADN/ul = (Absorbanciazeo nm X 50 x Factor de dilucién)/1000

2. PREPARACION DE SUERO ADULTO BOVINO (SBA) DELIPIDADO

Se Incubd el precipitado resultante de la centrifugaciéon (8.000 x g, 4 °C durante
15 minutos) de 40 ml de una solucién 10X de carbdon dextrano activado (carbdn
activado 2,5 %p/v — dextrano 0,25 %p/v — Tris 0,01 M, pH 7.4), con 200 ml de SBA a
56°C, durante 30 min en agitacidon constante. A continuacién se centrifugo la solucion a
15.000 x g, a 4°C durante 10 min, y se repitid el proceso con sobrenadante. Se
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esterilizé el suero resultante (libre de lipidos) mediante el uso de filtros estériles con

poros de 0,22 um.

3. CULTIVO CELULAR

Para el cultivo de células HEK 293T o COS-7 se utilizdé medio DMEM
(Dulbeccos’s Modified Eagles’s Médium) suplementado con suero fetal bovino 10 %
v/v, penicilina 0,1 U/ml y estreptomicina 10 pg/ml a 37°C y 5% CO,. Se realizaron los
repiques cuando los cultivos alcanzaron el 70 % de confluencia.

Para el cultivo de las lineas celulares de cancer de préstata (C4-2, C4-2B y PC3)
se utilizo medio RPMI (Roswell Park Memorial Institute ) suplementado con suero fetal
bovino 10 % v/v, penicilina 0,1 U/ml y estreptomicina 10 pug/ml a 37°C y 5% CO.. Se
realizaron los repiques cuando los cultivos alcanzaron el 70 % de confluencia.

Los medios de cultivo DMEM, RPMI 1640 y la tripsina se adquirieron a través
de la empresa Invitrogen (Carlsbad, CA, USA). El suero fetal bovino (SFB) y suero
bovino adulto (SBA) se adquirieron a través de la empresa Internegocios S.A.

(Mercedes, Argentina).

4. TRANSFECCION

La transfeccidon de las lineas celulares HEK 293T y COS-7 se realizd segun el
método de precipitacion con fosfato de calcio. Una solucion de CaCl; (0,25 M)
conteniendo el ADN se adiciond con igual volumen de soluciéon HBS 2X (Hepes 50 mM -
Na;HPO4 1,5 mM — NaCl 280 mM), se homogenizd por vortex y se incubd en hielo por

20 min. Luego la mezcla se adiciond al medio de cultivo celular.

5. EVALUACION DEL TRANSITO DE LOS RE.

Se sembraron células HEK 293T sobre cubreobjetos previamente tratados
durante 40 min con una solucién de polilisina 1 % p/v. La transfeccion se realizd
cuando las células se encontraban en un 30% de confluencia.

En todos los estudios de translocacién de los receptores las células crecidas
sobre cada vidrio se transfectaron con 1 pg del plasmido GFP-GR o AR, segln el

receptor evaluado. En el estudio del efecto de las proteinas TPR se co-transfectaron
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con 1 ug del plasmido de expresion para la proteina TPR en cuestion o vector vacio.
Luego de 4 horas se reemplazé el medio de cultivo por DMEM suplementado con SBA
delipidado 10 % v/v, penicilina 0,1 U/ml y estreptomicina 10 pug/ml (MSD) y se incubd

en estufa durante 16-20 hs.

5.1. ANALISIS DEL EFECTO DE PROTEINAS TPR SOBRE LA IMPORTACION DE
LOS RE.

Se incubaron las células con dexametasona (Dexa) o con 5a-
dihidrotestosterona (DHT), segun se evaluara a GR o AR respectivamente. La
concentracién final que se utilizé fue de 10 nM y se realizd la incubaciéon durante

distintos tiempos (0, 5, 10, 15, 30, 45 6 60 min.).

5.2. ANALISIS DEL EFECTO DE PROTEINAS TPR SOBRE LA EXPORTACION DE
LOS GR.

Se incubaron de las células con Dexa (concentracion final 10 nM) durante 60
min. A continuacion se retird el estimulo (mediante tres lavados con PBS y un lavado
de 10 min con MSD) y se incubd con MSD durante distintos tiempos: 0, 2,4, 6, 8, 16 y
20 horas.

6. ANALISIS DEL EFECTO DE COMPUESTOS DE SINTESIS SOBRE LA
IMPORTACION DE GR Y AR.

Las células se preincubaron con el compuesto a estudiar (1 uM) o el volumen
equivalente de DMSO (dimetilsulféxido) en el caso control durante 30 minutos a 37 °C.

A continuacion se incubd con 10 nM de la hormona durante 0 6 30 minutos a 37°C.

7. INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA (IFI)

Luego del tratamiento correspondiente se realizaron tres lavados con PBS (NaCl
137 mM - KCl 2,7 mM - Na;HPOs 4,2 mM —KH,POs 1,4 mM, pH 7,4) y se fijé con
metanol, durante 16 hs. a -20°C. A continuacion se realizaron tres lavados con PBS,
seguido de un bloqueo de 40 min con una solucion BSA 1 % p/v en PBS.
Posteriormente se incubd con la solucidn de anticuerpo primario durante 16 hs. a 4°C.

Luego de tres lavados con PBS se realizé un nuevo bloqueo de 20 min y se incubd con
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la solucidn del anticuerpo anti-especie conjugado con un fluoréforo durante 60 min a
37°C. La dilucidn de los anticuerpos se llevé a cabo en una solucién de BSA 1 % p/v en
PBS. Por ultimo se realizd una tincidn nuclear incubando los cubreobjetos durante 10
min con una soluciéon 1 mg/ml de DAPI (4',6-diamidino-2-phenilindol) en PBS. Luego de

tres lavados con PBS los cubreobjetos fueron montados sobre portaobjetos.

Tabla 1: Anticuerpos utilizados en la IFI de GR y proteinas TPR

IMPORTACION/EXPORTACION de GFP-GR
Anticuerpo Primario Anticuerpo Secundario
CONTROL - -
PP5/14-3-3/TPR | anti-Flag (ratén) - 1/100 anti ratén — Alexa 568 nm - 1/200
SGT anti-SGT1a (conejo) - 1/200 anti conejo — Alexa 568 nm - 1/200
Tabla 2: Anticuerpos utilizados en la IFl de AR y proteinas TPR
IMPORTACION de AR
Anticuerpo Primario Anticuerpo Secundario
CONTROL anti-AR (conejo) - 1/200 anti conejo — Alexa 488 nm - 1/200
Anti-AR (conejo) - 1/200 anti conejo — Alexa 488 nm - 1/200
PP5/14-3-3/TPR
anti-Flag (ratén) - 1/100 anti raton — Alexa 568 nm - 1/200
Anti-AR (ratén) - 1/200 anti raton — Alexa 488 nm - 1/200
SGT
anti-SGT1a (conejo) - 1/200 anti conejo — Alexa 568 nm - 1/200

Las IFIs se realizaron con un microscopio confocal Olympus Fluoview 1100, un
microscopio confocal Zeiss LSM Pascal 5 (LSCM) o microscopio de epifluorescencia
Olympus IX71. Para el tratamiento de las imagenes utilizamos el programa informatico
Image J (v.1.45) del NIH. La cuantificacion se realizd contando las células y
clasificandolas segun la localizacion del receptor en 5 categorias: 1 — Completamente
citoplasmatico, 2 — Mayoritariamente citoplasmatico, 3 — distribucién homogénea, 4 —
Mayoritariamente nuclear, 5 — Completamente nuclear. Los resultados expresan el
porcentaje de células con respecto al total de las categorias 4 y 5. En cada experimento

se contaron, al menos, entre 70 y 100 células.
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8. TINCION DE FILAMENTOS DE ACTIVA

Las células se preincubaron con el compuesto a estudiar (5 uM) o el volumen
equivalente de DMSO en el caso control durante 48 hs. Luego del tratamiento, las
células fueron lavadas con PBS y fijadas con una soluciéon de 3% p/v de PFA
(paraformaldehido) en PBS durante 20 min. Luego se realizd una incubacién con 1 %
p/v Glicina en PBS, durante 5 min y seguida de tres lavados con PBS. Las células se
permeabilizaron 0,1 % v/v Tritdn X-100 en PBS durante 5 min, y se bloqued durante 40
min. con una soluciéon BSA 1 % p/v en PBS. La tincidn de los filamentos de actina se
llevd a cabo por incubacién con una solucién 1/20 de faloidina acoplada al fluoréforo
excitable a 633 nm (INVITROGEN, A22284), durante 20 min a 37°C. Luego se procedid

como se describe en la seccién 7 de Métodos.

9. COINMUNOPRECIPITACION

Las células fueron sembradas en placas de cultivo de 150 mm, y se
transfectaron cuando alcanzaron ~40 % de confluencia 10 pg totales de ADN. Luego de
24 horas se removié el medio de cultivo y se realizaron 2 lavados con PBS. Las células
procedentes de dos placas se cosecharon utilizando una escobilla plastica (scraper), se
centrifugaron a 6.000 x g por 10 min a 4°C, y se resuspendieron en 600 ul de solucién
lisis para inmunoprecipitaciones (molibdato de sodio 20 mM — EDTA 1 mM — Hepes 10
mM pH 7.4). A continuacién se homogeneizaron con un potter del tipo Douncer.
Durante todo el proceso, las células se mantuvieron en hielo. Se centrifugd el
homogenato (extracto total) a 12.000 x g, 10 min a 4°C y se fracciond el sobrenadante
obtenido en dos alicuotas: fraccién inmune (I) y fraccion no inmune (NI). A la
inmunoprecipitacion especifica (1) se la suplementd con 2 ug el anticuerpo; mientras
que al control no especifico (NI) se lo suplementd con 2 ug de IgG de la misma especie
que el anticuerpo utilizado en I. Se adicionaron ambas fracciones con 50 pl de una
solucion 50% p/v de proteina-A Sefarosa (SIGMA, P3391) y se incubaron durante 3
horas a 4°C con rotacion constante. Posteriormente se centrifugaron las fracciones a
10.000 x g por 5 min. Luego se lavo el precipitado tres veces con solucidn lisis para
inmunoprecipitacion, se resuspendié en 40 ul de solucidon de siembra para proteinas

(Tris-HCI 100 mM pH 6.8 — 2-mercaptoetanol 2% — lauril sulfato de sodio (SDS) 4% —
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glicerol 20% — azul de bromofenol 0,2%) y se incubd a 95°C por 5 min. Se tomaron
alicuotas del extracto total y de los sobrenadantes a las cuales se les agregd el mismo

volumen de solucidn de siembra para proteinas, y se las incubd a 95°C por 5 min.

10.SEPARACION DE PROTEINAS POR ELECTROFORESIS EN CONDICIONES
DESNATURALIZANTES (SDS PAGE) Y POSTERIOR DETECCION POR
WESTERN BLOT (WB)

Para resolver las muestras obtenidas por inmunoprecipitacion se realizé una
corrida electroforética en gel de poliacrilamida desnaturalizante (acrilamida/bis-
acrilamida 10 % p/v - Tris-HCI 375 mM pH 8.7 - SDS 0,1% p/v), de 0,75 mm de espesor.
Las condiciones de la corrida que utilizadas fueron: voltaje constante (80 V) hasta que
las muestras atravesaron el gel concentrador (acrilamida/bis-acrilamida 4% p/v - Tris-
HCl 125 mM pH 6.8 - SDS 0,1% p/v), y luego se aumentd el voltaje a 130 V hasta
alcanzar la resolucion necesaria. La corrida se llevd a cabo en solucion de corrida
(glicina 1,92 M —=SDS 1 % p/v - Tris base 250 mM).

Las proteinas resueltas se transfirieron desde el gel a una membrana PVDF (Bio-
Rad, Hercules, CA, USA), previamente humectada en metanol por 30 seg. e hidratada
en solucién de transferencia semiseca (glicina 39 mM- SDS 0,04 % p/v - Tris base 48
mM-— metanol 20 % v/v) durante 20 min. Para ello se utilizé un equipo de transferencia
semiseca (Bio Rad, Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell). Las condiciones de
transferencia utilizadas fueron voltaje constante (15 V) durante 50 min.

Se incubaron las membranas en Solucion de Bloqueo (albumina sérica bovina
0,1% p/v — Tween 20 0,4% v/v — EDTA 1 mM - Azida sddica 2% p/v — Tris-HCl 10 mM
pH 7.5 — NaCl 100 mM) durante 60 min a temperatura ambiente (T.A) en agitacién
constante, y luego con el correspondiente anticuerpo primario a 4°C, durante 16 hs. Se
realizaron 3 lavados de 10 min con solucidon de bloqueo (5 ml). A continuacidon se
incubd con el correspondiente anticuerpo secundario durante 60 min a temperatura
ambiente y con agitacion constante. Se realizaron dos lavados de 10 min con TBS-
Tween y un lavado con PBS. Ver Tabla 3.

Para el revelado de la membrana se incubd durante 1 min. con solucién de

revelado (Tris HCl 40 mM pH 8.6 — luminol 2,5 mM — acido p-cumadrico 0,4 mM- H,0>
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0,02% v/v). La imagen se obtuvo utilizando el equipo de fluorescencia y
guimioluminiscencia (FUJIFILM intelligent dark box 2).

Tabla 3: Anticuerpos utilizados en los WB

Blanco Anticuerpo 1° Anticuerpo 2° conjugado a peroxidasa (HRP)
14-3-3 /pp5 | anti-Flag (ratén) - 1/1000 IgG ratén - 1/1000
GR Anti-GFP (conejo) - 1/2000 anti IgG conejo - 1/1000
Hsp90 Anti-hsp 90 (ratén) - 1/1000 anti IgG ratén - 1/1000
FKBP52 Anti-FKBP52 (conejo) - 1/10000 proteina A - 1/1000
PPS Anti-PP5 (conejo) -1/1000 anti 1gG conejo - 1/1000
SGTla Anti-SGT1a (conejo) - 1/1000 anti I1gG conejo - 1/1000
Dineina Anti-dineina (ratén) — 1/1000 anti IgG ratén - 1/1000

11. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD TRANSCRIPCIONAL DE LOS RE

Células HEK 293T fueron transfectadas con GR o AR, MMTV-Luc o PSA-Luc, B-
Gal y la proteina TPR si correspondiese. En cada pocillo de una placa de 12 pocillos, se
transfectaron 0,5 pg de GR, 0,5 ug de B-gal, 1 ug de MMTV-Luc 0 0,5 ug de AR, 1 pg de
PSA-Luc (reportero), 0,5 ug de B-Gal, segun correspondiera. Luego de 4 hs se cambié el
medio de cultivo por MSD y se incubé a 37°C, 5% CO,, durante 16 hs.

En el estudio de proteinas TPR las células se co-transfectaron con distintas
cantidades al plasmido que las codifica. En cambio en el estudio de los compuestos se
preincubé durante 30 min con una concentracién final de 1 uM de cada compuesto, o
el volumen equivalente de DMSO en el caso de los controles.

La induccion se realizé por incubacién con Dexa o DHT, en una concentracién
final de 10 nM, durante 20 horas. Luego del lavado con PBS, se trataron las células con
100 pl de solucion lisis para luciferasa (K2HPO4 100 mM pH 7.8 — Tritén X100 0,2% v/v -
DTT 1mM) por pocillo, y las placas se dejaron a -20°C durante 16 hs. Se colectaron las
muestras y se centrifugaron a 3.000 xg durante 10 min. En el sobrenadante se midié la

actividad de las enzimas luciferasa y B-galactosidasa como se describe abajo.
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11.1. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LUCIFERASA y 8-
GALACTOSIDASA

En una placa blanca de 96 pocillos, fueron sembrados 25 ul de cada una de las
muestras, 36 ul de solucién 1 (glicinglicina 25 mM — MgS0415 mM — EGTA 4 mM-
Triton x-100 0,27% v/v — KZHPO415 mM — ATP 0,2 mM — DTT 1 mM) y 9 ul de solucién
2 (glicilglicina 25 mM — MgS0415 mM—- EGTA 4 mM — DTT 2 mM- luciferina 0,1 mM).
Se midid la actividad de la enzima luciferasa utilizando un luminédmetro (Glomax Multi
Detetion System).

En una placa transparente, se incubaron 25 ul de cada muestra junto a 100 pl
de una solucién de orto-nitrofenilgalactopiranosido (ONPG) 1mg/ml en solucién PM2
(NazHPO460 mM - NaH;P0440 mM — KCI 10 mM — MgS0O41 mM — B-mercaptoetanol
1ul/ml) a temperatura ambiente hasta el desarrollo de color. Se midié absorbancia a
415 nm (lector de microplaca RAYTO RT-6000). La actividad transcripcional del
receptor en cada muestra se expresé como el cociente entre la actividad de luciferasa

y la actividad de B-galactosidasa de la misma en unidades arbitrarias.

12. PURIFICACION DE His-HSP90f

El protocolo utilizado se adaptd a partir de lo descripto por Vaughan et. al,,
2009 [188]. A partir de 800 ml de cultivo de bacterias E. Coli BL21, transformadas con
His-Hsp90, cuya DO a 600 nm se encontraba entre 0,8 y 0,9 se realizo la induccidn por
incubaciéon con isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG) en una concentracioén final
de 1 mM a 20° C, durante 16 hs. Las bacterias se cosecharon por centrifugacién a 8.000
x g a 4 °C, durante 10 min. El pellet se resuspendié en 5 ml de solucién de lisis (Tris HCI
20 mM pH 8 — NaCl 500 mM - tergitol-type NP-40 (NP40) 0,2% - B-mercaptoetanol
0,1% - Imidazol 5 mM). El proceso de lisis se llevd a cabo por sonicacién, realizando 10
ciclos de 30 seg. de sonicado seguido por 1 min. de reposo. Todo el proceso fue
realizado en hielo. El sobrenadante obtenido por centrifugacidon a 12.000 xg a 4 °C, fue
incubado con 800 pl de Ni-NTA Agarosa (QUIAGEN) durante 3 hs a 4°C, con rotacién
constante. Se recuperd la resina por centrifugacion a 1.000 x g durante 7 min y se
realizaron dos lavados con la solucién de lisis. La elusion se realizé por incubacién con

300 pl de solucién de elucién (Tris HCI 20 mM pH 8 - NaCl 500 mM-— imidazol 250 mM)
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durante 1 h a 4 °C, con rotacidén constante. Luego se eluyd una segunda vez con 200 pl
de la solucion de elucién, en las mismas condiciones. La cantidad de proteina se

cuantificé por el método de Bradford ajustado a la medicién en microplaca.

13. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ATPasa de HSP90p3

El protocolo utilizado fue adaptado a partir del descripto por Scheibel et. al.
1997 y Rowlands et. al. 2010. [189, 190]. La reaccion se llevd a cabo en placa de 96
pocillos donde se incubaron 10 pg de proteina purificada con 0,1 - 5 uM del compuesto
a ensayar en el Solucién de incubacién (Hepes 50 mM pH 7.5 — MgCl, 6 mM — KCI 20
mM — ATP 1 mM) durante 10 min a temperatura ambiente. La reaccién se detuvo por
el agregado de dos volumenes del reactivo verde de malaquita (preparado a partir de
tres partes de una solucidon de verde de malaquita 0,045% p/v y una parte de una
solucion (NH4)sMO24 4,2% p/v en HCI 4M. Luego de mezclar por 30 min la solucidn se
filtré en un filtro de 0,22 um. A continuacion se incubd durante 20 min a temperatura
ambiente y se midio la absorbancia a 630 nm (lector de microplaca RAYTO RT-6000). La
masa de fosfato inorgdnico se determind por extrapolacion en una curva de calibracién

realizada con KH2POas.

14. EVALUACION DE VIABILIDAD CELULAR

Este protocolo estd basado en el ensayo de proliferacion celular descripto por
Scudiero et. al. 1988 vy Silvester et. al. 2011 [191, 192]. Las células PC3, C4-2 fueron
sembradas en placas de 96 pocillos en una densidad de 7 x 103 células por pocillo.
Luego de 24 hs, las células fueron tratadas con los compuestos a analizar en las
siguientes concentraciones finales: 0,1, 0,5, 1, 2,5, 5 uM o el volumen equivalente de
solvente durante 48 hs. Para determinar la viabilidad celular se incubaron con MTT
Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT — SIGMA M2128) en una concentracién final
de 125 pg/ml, durante 1 h. a 37° C. Luego de remover el medio de cultivo se
resuspendieron los cristales formados en 100 ul de DMSO por pocillo y se medid su
absorbancia a 562 nm (la que se corrigié restando la absorbancia a 630 nm (lector de
microplaca RAYTO RT-6000). Se asignd al grupo de células no tratadas el 100% de

viabilidad y el resto de las condiciones fueron referidas a ésta. Los tratamientos se
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realizaron por sextuplicado y fueron realizados al menos tres experimentos

independientes.

15.ENSAYO DE REPARACION DE HERIDA

Las células PC3 y C4-2B se sembraron en placas de 24 pocillos. Transcurridas 24
hs de haber alcanzado el 100% de confluencia, se removié la monocapa por accién
mecdnica. Las células se lavaron con PBS y se repuso el medio de cultivo,
incubandoselas con cantidades equimolares (5 uM) de los compuestos a analizar o con
un volumen equivalente de DMSO en el caso del control no tratado. La cinética de la
reparacion de la herida se evalué tomando fotos cada 2 hs. Para ello se utilizd un
microscopio de epifluorescencia Olympus IX71. La cuantificacion de la reparaciéon se

calculé como:

do—dXx
ao

*100 = Porcentaje de reparacién de la herida

Donde dO es la distancia entre los bordes de la herida en el tiempo 0 y dX la distancia
entre los bordes de la herida en el tiempo evaluado. Las distancias se midieron

utilizando el programa informatico Image J (v.1.45) del NIH.

16.ZIMOGRAFIA

El presente protocolo fue adaptado de Fontana et. al. 2012 [193]. Las células PC3
fueron sembradas en placa de 6 pocillos. Luego de alcanzar el 100% de confluencia el
medio de cultivo se reemplazé por DMEM. Se incubé durante 48 hs. con el compuesto
analizado (5 uM). Al medio condicionado por las células se le adiciond una cuarta parte
de su volumen con solucién de siembra (Tris-HCI 0,5 M pH 6.8 — SDS 4% p/v — glicerol
10% — azul de bromofenol 0,05% p/v). Las proteinas de las muestras se resolvieron
realizando una corrida electroforética en gel de poliacrilamida desnaturalizante co-
polimerizado con gelatina (acrilamida/bisacrilamida 10 % p/v — gelatina 0,1% p/v —
Tris-HCI 375 mM pH 8.7 - SDS 0,1% p/v), de 0,75 mm de espesor. Las condiciones de la
corrida fueron: voltaje constante (80 V) hasta que las muestras atravesaron el gel
concentrador (acrilamida/bisacrilamida 4% p/v - Tris-HCl 125 mM pH 6.8 - SDS 0,1%
p/v), y luego se aumento el voltaje a 130 V hasta alcanzar la resolucion necesaria. La

corrida se llevé a cabo en solucién de corrida (glicina 1,92 M — SDS 1 % - Tris base 0,25
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M). Luego los geles fueron lavados dos veces con una solucién de Tritén- X 100 2,5%
p/v en PBS, durante 15 min. Luego se incubaron en solucién de recuperacién (Tris-HCI
50 mM pH 7.5 - CaCl; 30 mM — NaCl 0,15 mM) durante 16 hs a 37° C. Los geles se
incubaron con soluciéon de tincion (azul de Coomassie brillante R-250 0,5% p/v —
metanol 30% v/v — acido acético 10% v/V) durante 30 min, a temperatura ambiente
Luego se destifieron los geles realizando dos lavados de 20 min con solucién
decolorante (metanol 30% v/v — 4cido acético 10% v/v). La imagen se obtuvo utilizando
el equipo FUJIFILM intelligent dark box 2, y se cuantificaron las bandas de degradacién

de gelatina utilizando el programa informatico Image J (v.1.45) del NIH.

17. ESTRUCTURA DE LOS COMPUESTOS EVALUADOS

Los compuestos estudiados en esta tesis fueron disefiados y sintetizados por el
grupo del Dr. Sayan Dutta Gupta de la Universidad de Osmania, Hyderabad, India. La
gran mayoria de estos compuestos son bases de Schiff derivadas del 2,4- dihidroxi-
benzaldehido y del 5-cloro-2,4- dihidroxi-benzaldehido. Se los denomind de manera
arbitraria del S1 al S48 en funcion de su orden de sintesis. Las soluciones concentradas
a partir de las cuales realizamos las diluciones de trabajo, se hicieron en DMSO a una
concentracion 1 mM. Se las almacend protegidas de la luz a -80°C.

A continuacién, se representan las estructuras planas de los compuestos
evaluados, clasificados en funcion del efecto ejercido sobre la actividad ATPasa de
Hsp90pB (Resultados, Capitulo 3, seccién 3.1). En las Figuras 17, 18 y 19, se encuentran
representados los compuestos que provocaron una inhibicion fuerte sobre la actividad
enzimatica de la chaperona. En la Figura 20, 21 y 22 se encuentran representados los

compuestos con efecto estimulante, inhibidor débil y sin efecto respectivamente.
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Figura 17. Estructuras planas de compuestos con efecto inhibitorio fuerte sobre la actividad ATPasa de Hsp908
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Figura 18. Estructuras planas de compuestos con efecto inhibitorio

fuerte sobre la actividad ATPasa de Hsp906
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Figura 21. Estructuras planas de compuestos con efecto inhibitorio débil sobre la actividad ATPasa de Hsp908
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Figura 22. Estructuras planas de compuestos sin efecto sobre la actividad ATPasa de Hsp9068

18.ANALISIS STADISTICO

Los resultados fueron analizados por el test de andlisis de varianza (ANOVA) de
un factor usando el programa Statview 5.0 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA),
seguido por el test de Fisher para examinar las diferencias entre los grupos. Se
considerd como una diferencia significativa un valor de p < 0,05. Los resultados se

expresaron como la media + el error estandar (SEM).
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CAPITULO 1

Efecto de las Proteinas con dominio TPR sobre el
transporte de los Receptores Nucleares
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1 EFECTOS DE LAS PROTEINAS CON DOMINIO TPR SOBRE EL
TRANSPORTE DE LOS RECEPTORES NUCLEARES

1.1 RECEPTOR DE GLUCOCORTICOIDES

En ausencia de ligando, los receptores de esteroides realizan un intercambio
constante entre los compartimientos citosdlico y nuclear, a este proceso se lo
denomina shuttling [194]. La localizacién subcelular predominante de un receptor se
encuentra determinada por un equilibrio dinamico, el cual es el resultado de la
convergencia de multiples factores que favorecen el movimiento hacia uno u otro
compartimiento. En el caso de GR, dicho equilibrio le confiere una localizacion
subcelular principalmente citoplasmdatica, mientras que la presencia de la hormona
provoca que el receptor se relocalice en el nucleo [166, 195-197].

En el transcurso de los ultimos anos, se han acumulado numerosas evidencias
que le otorgan un rol clave a ciertas proteinas con dominio TPR en la localizacién del
receptor y su transporte al nucleo. Tal es el caso de FKBP51 y FKBP52 que cumplen
roles antagdnicos en la regulacién del retrotransporte de los receptores. FKBP51 es la
inmunofilina (IMM) predominante en los heterocomplejos de GR en ausencia de
hormona, mientras que en su presencia, FKBP51 se intercambia rapidamente por
FKBP52 [108]. Gracias a la capacidad de interaccionar con la proteina motora dineina,
FKBP52 favorece el retrotransporte eficiente de los RE, el que de otra manera se
moveria por simple difusiéon incrementando en un orden de magnitud el tiempo medio
de traslado [41, 47, 99, 115]. En contraposicién, FKBP51 retrasa tal retrotransporte al
presentar esta IMM muy baja afinidad, si alguna, por el complejo motor
dineina/dinactina [107]. Como ya se comenté en la Introduccidon, aquélla competencia
entre ambas IMMs ocurre sobre el sitio aceptor TPR de Hsp90 que las reconoce. En
consecuencia, se decidié evaluar el posible efecto de otras proteinas con domino TPR
sobre la importacidon de GR. Para ello, se co-transfectaron células HEK 293T con los
pldsmidos de expresion para GFP-GR y la proteina TPR correspondiente, o vector vacio;
luego de 20 hs post-transfecciéon se incubaron con 10 nM Dexa durante distintos

tiempos. Las células se fijaron y se evaluaron por microscopia de fluorescencia. En
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ausencia de esteroide (0 min), GR presenta una localizacion mayoritariamente
citoplasmatica, mientras que luego de la incubacién con esteroide transloca

rapidamente al nicleo excluyéndose de los nucleolos (Figura 23).

0 min 5 min 10 min 15 min 30 min

GFP-GR
(control)

Figura 23. Importacion nuclear de GFP-GR. Células HEK 293T transfectadas con el plasmido de expresion para la
proteina de fusion GFP-GR e incubadas con 10 nM Dexa durante distintos intervalos de tiempo. Las fotos son
representativas de campos en las que al menos 100 células fueron cuantificadas por experimento en tres
experimentos independientes (ver Figura 29).

A continuacidn, se evalud el efecto de la sobreexpresion de la Ser/Thr fosfatasa
PP5 sobre la importacion de GR. Como se ha mencionado previamente, PP5 posee
dominios TPR a través del cual interactia con Hsp90 y forma parte de los complejos de
GR [128]. En la Figura 25 se observa que, a diferencia de las células control
transfectadas con el vector vacio, aquéllas que sobreexpresan a PP5 muestran un
significativo aumento en la localizacidn nuclear de GR aun en ausencia de hormona (0
min). Este resultado podria deberse a un mayor anclado nuclear de GR por parte de
PP5 o a alguna deficiencia del mecanismo que utiliza el receptor para retornar al
citoplasma. Descartamos que sea por aceleracion de la importacidon basal durante el
shuttling porque: a) el paso limitante es siempre la translocacién a través del poro
nuclear, el que lleva al menos un orden de magnitud mayor tiempo que el transporte
citoplasmatico mas eficiente (en distancias cortas como las de un fibroblasto), y b) no
hay reportes de que existan mecanismo que aceleren el transporte de factores
solubles mas alld de lo que permite el transporte activo mediado por proteinas
motoras. Debe comentarse que Hinds et al [198] reportaron recientemente que PP5
no afecta el transito de GR, pero estos autores evaluaron la translocacion de GR
realizando una incubacién Unica de 60 min con Dexa, una condicién en la que los RE
son siempre nucleares sea cual fuere el mecanismo por el que transloquen (ver el
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grafico de la Figura 29). La conclusidn errénea a la que llegaron aquéllos autores fue la
consecuencia de un disefio experimental inapropiado.

La Ser/Thr-fosfatasa PP5 posee tres dominios funcionalmente relevantes: el
TPR, a través del cual se asocia a Hsp90; el PPlasa, razén por la que PP5 pertenece a la
categoria de proteinas tipo “IMM-like”, y el de proteina fosfatasa, cuya actividad
enzimatica es sensible al acido okadaico. Con el fin de evaluar si las actividades
enzimaticas asociadas a los dominios PPlasa y de fosfatasa son relevantes para las
propiedades de transporte al nucleo de GR, la velocidad de acumulacién nuclear de
GFP-GR que se muestra en la Figura 23 y cuyo grafico se ve en la Figura 29, se repitio
en presencia de 1 uM FK506 (macrélido inhibidor de la actividad PPlasa de las IMMs) o
bien en presencia de 50 nM acido okadaico. En ninguno de los dos casos se observaron
cambios significativos (datos no mostrados) respecto del control sin la droga,
confirmando datos previos de nuestro laboratorio [115, 166] en los que ya se habia
sugerido que la actividad enzimdtica de estos dominios no parecia estar involucrada.
Por otra parte, la inmunoprecipitacion de PP5 de células COS-7 transfectadas con flag-
PP5 (Figura 24) se tradujo en la co-inmunoprecipitacion de Hsp90 (como era de
esperar) y de dineina enddgenas. La presencia de dineina fue competida por co-
transfeccion del péptido PPlasa, sin afectarse Hsp90, y se preservé luego de la co-
transfeccion del péptido TPR, el que desplazé a Hsp90 de su unidén con PP5. Es decir,

PP5 es redundante con FKBP52 en el rol de asociarse a la proteina motora.

NI
1
Dineina Q ” -
PPlasa - - +

TPR - - - +

Figura 24. Dineina se asocia a PP5 via su dominio PPlasa-like. Células COS-7 fueron co-transfectadas con flag-PP5
y el dominio PPlasa o el dominio TPR. PP5 fue inmunoprecipitado con un anticuerpo anti-flag y revelado por WB
junto a Hsp90 y la cadena intermedia de dineina. NI= IgG no inmune. I= IgG anti-PP5. Notar la menor cantidad de
dineina recuperada por la presencia del péptido PPlasa sin que se modifique la presencia de Hsp90 en el complejo
con PP5, el que se une via su domino TPR. La sobreexpresion de TPR disocia a PP5 de Hsp90, pero no de dineina.
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En contraposicion a la falta de efecto de la actividad enzimatica de los dominios
de fosfatasa y PPlasa sobre la velocidad de acumulacién nuclear de GFP-GR antes
comentada, la sobreexpresion del dominio TPR de PP5 provocd un aumento de la
localizacién citoplasmatica ya en ausencia de hormona (0 min) (Figura 26). Comparado
con controles co-transfectados con el vector vacio, la sobreexpresion de PP5 o de su
dominio TPR provocaron una mayor localizacidon citoplasmatica de GFP-GR a los
distintos tiempos de incubacion con Dexa. Esto es particularmente notable a los 10
minutos si se compara la sefal citoplasmatica de las células transfectadas (rojas al
revelarse con anti-flag seguido de anticuerpo secundario marcado con Alexa 568 nm)

versus las no transfectadas en el mismo campo (GFP-GR enteramente nuclear).
0 min 5 min 10 min 15 min 30 min

GFP-GR

flag-PP5

MERGE

Figura 25. Importacion nuclear de GFP-GR en presencia de PP5. Células HEK 293T co-transfectadas con los
pldsmidos de expresion para la proteina de fusion GFP-GR y flag-PP5 e incubadas con Dexa (10 nM) durante
distintos intervalos de tiempo. Las fotos son representativas de al menos 100 células analizadas en tres

experimentos independientes.
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flag-TPR
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Figura 26. Importacion nuclear de GFP-GR en presencia de un exceso de dominio TPR. Células HEK 293T co-
transfectadas con los plasmidos de expresion para la proteina de fusion GFP-GR y flag-TPR e incubadas con
Dexa (10 nM) durante distintos intervalos de tiempo. Las fotos son representativas de al menos 100 células
analizadas en tres experimentos independientes.

El aumento de la localizacion citoplasmatica de GR podria deberse a que el
péptido TPR compite como dominante negativo con otros factores TPR que son
responsables de la retencién nuclear de GR, entre los cudles bien podriamos incluir
hasta a PP5 misma. Esta hipotesis se fundamenta en estudios realizados en paralelo en
la tesis de la Dr. Luciana Gallo en los que se demostré que FKBP52 co-purifica por
métodos convencionales de fraccionamiento nuclear con GR y proteinas asociadas al
nucleoesqueleto como NuMA (Nuclear Matrix-Associated Protein) de manera TPR-
dependiente. En otras palabras, la poblacidn nuclear de FKBP52 favoreceria el anclado
de GR al nucleoesqueleto. Por lo tanto, la sobreexpresién del dominio TPR compite y
desplaza a FKBP52, liberando al receptor de sus sitios de anclado nuclear y
favoreciendo su localizacion citosélica.

Debido a que el péptido TPR aislado no existe como tal en la naturaleza, se
decidié estudiar si existen proteinas nativas con capacidad potencial de emular tales
efectos. A continuacidn, se describen los motivos por los cuales se decidid estudiar a

14-3-30. Como ya se menciond en la Introduccidn, las proteinas de la familia 14-3-3 no
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son proteinas TPR propiamente dichas, pero adquieren una conformacién similar a la
del dominio TPR de PP5 [141] (Figura 11). Ademas, ensayos de cromatografia de
afinidad mostraron que son recuperadas junto a Hsp90 y Hsp70, con las que también
co-inmunoprecipita [199]. Kino et al. [143] reportaron que 14-3-3c favorece la
localizacién citoplasmatica de GR en ausencia de hormona, y especularon que serviria
para el anclado de GR al citoplasma. Teniendo en cuenta ademas que 14-3-3c no
interactua con dineina, a diferencia de PP5 y FKBP52, postulamos que 14-3-3G quizds
reproduciria los efectos observados con el dominio TPR. En la Figura 27 se puede
observar que 14-3-3c0 también provocd una mayor localizacion citoplasmatica de GR en
ausencia de hormona (0 min) similar a lo que ya mostramos por sobreexpresion del
dominio TPR en la Figura 26. También se vio retrasado el tiempo de importacién
nuclear de GR de manera equivalente a la que lo hace el dominio TPR (ver las curvas de
importacion comparativas en la Figura 29). Si analizamos la sefial de GFP-GR en las
células incubadas por 10 min con esteroide, nuevamente vemos que GFP-GR conserva
sefial citoplasmatica remanente sélo en las células que sobreexpresan a 14-3-3c. Las
células del mismo campo que no fueron transfectadas (por ende, no tefiidas de rojo
con el anticuerpo anti-flag, ver el grupo de tres nucleos sefialados por la flecha blanca),

muestran a GR enteramente nuclear.
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Figura 27. Importacion nuclear de GFP-GR en presencia del 14-3-30. Células HEK 293T co-transfectadas con los
pldasmidos de expresion para la proteina de fusion GFP-GR y flag-14-3-3c e incubadas con Dexa (10 nM) durante
distintos intervalos de tiempo. Las fotos son representativas de al menos 100 células analizadas en tres

experimentos independientes.

Luego se evalud el efecto de la sobreexpresidon de SGT1a sobre la importacion
de GR. Como se detalla en la seccion Introduccion, se ha descripto a SGT1a como una
proteina con dominios TPR [155, 156] capaz de interactuar con ambas isoformas de
Hsp90 vy regular a AR [156, 158-160, 162]. Sin embargo, como ya se adelanté en la
Introduccién, SGT1la no compromete su dominio TPR para unirse a Hsp90 sino al
dominio CS. En consecuencia, esta proteina se postulé como objeto de estudio del
presente trabajo completando una triada de proteinas TPR con propiedades
diferenciales entre ellas. En la Figura 28 se puede observar que, en contraposicion a los
comportamientos de PP5, el péptido TPR y 14-3-30, SGT1a no produce efecto alguno
sobre la importacion del receptor, siendo el patron de distribucién nucleo-
citoplasmatico idéntico al del control co-transfectado con el vector vacio,
demostrandose asi que la mera existencia de un dominio TPR o TPR-like (como es el
caso de 14-3-3G) no necesariamente asegura los efectos que sobre el transporte

retrogrado y la distribucidon subcelular de los RE ejercen otras proteinas TPR que
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forman complejos con los mismos via Hsp90 como las IMMs de la subfamilia FKBP 6

PP5.

10 min 15min 30 min

GFP-GR

SGT

MERGE

Figura 28. Importacion nuclear de GFP-GR en presencia del SGT-1a. Células HEK 293T co-transfectadas con los
pldsmidos de expresion para la proteina de fusion GFP-GR y SGT1a e incubadas con Dexa (10 nM) durante
distintos intervalos de tiempo. Las fotos son representativas de al menos 100 células analizadas en tres
experimentos independientes.

Con el fin de facilitar la comparacidn de los resultados presentados hasta aqui, se
ha confeccionado la curva de porcentaje de células con fluorescencia nuclear en
funcion del tiempo de incubacién con Dexa. En la Figura 29 se puede observar que los
efectos de la sobreexpresion del PP5 no son comparables a los obtenidos al
sobreexpresar Unicamente su dominio TPR, en cuyo caso el comportamiento es similar
al observado con 14-3-3c. Mientras que al sobreexpresar SGTla los resultados
obtenidos son similares al control, por lo que concluimos que SGT1a no tendria efecto
sobre GR a nivel de su retrotransporte. Considerando que PP5 es capaz de interactuar
con la proteina motora dineina (Figura 24) de manera similar a FKBP52 [102]
postulamos que PP5 podria competir con FKBP52 por el Unico sitio aceptor de domino

TPR que posee el dimero de Hsp90 [36] llevando al receptor a un nuevo equilibrio de
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distribucién no obstante el cual, no le impediria a GR ser transportado activamente al

nucleo por el complejo motor.

Curva de Importacion GR-GFP

Control

e

SGT1a

14-3-3¢

PP5

t 4

TPR

Porcentaje de Células con
Fluorescencia Nuclear

0- T T T T T T
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Tiempo de exposicion a Dexa 10 nM (min)

Figura 29. Curva de importacion de GFP-GR (e) en presencia SGT1a (m), 14-3-30 (~ ), PP5 (V) o del
dominio TPR de PP5 (+4). Los resultados se muestran como el promedio + SEM (n=3).

El dominio TPR ¢ 14-3-3c tendrian la capacidad de desplazar a FKBP52 del sitio
aceptor de TPR de Hsp90, pero al no unir dineina se imposibilita la interacciéon con la
magquinaria de transporte. En el caso de SGT1a, este efecto no se evidencia porque no
compite por el sitio aceptor TPR de Hsp90 dentro del heterocomplejo de GR. Para
corroborar estas ideas, se analizd por co-inmunoprecipitaciéon si 14-3-3c y SGT1la
forman parte del complejo GR-Hsp90. En la Figura 30-A se evidencia que 14-3-3¢0
co-inmunoprecipita con GR y Hsp90 y por ende es un factor de sus heterocomplejos.
Por el contrario, no pudo determinarse la presencia de SGT1a en los mismos (Figura

30-B).

-68 -



RESULTADOS — CAPITULO 1
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Figura 30. Co-inmunoprecipitacion de GFP-GR junto a Flag-14-3-3c (A) 6 SGT1la (B). Células HEK 293T co-
transfectadas con los pldsmidos de expresion de GFP-GR y Flag-14-3-30 0 SGT1a en medio con suero completo.
La inmunoprecipitacion de realizoé utilizando suero anti-GFP (1) o suero normal (NI). Las muestras fueron resueltas
por Western blot y reveladas utilizando anticuerpos anti-Hsp90, anti-SGT1a o anti-flag en el caso de flag-14-3-

30 (C)Deteccion de proteinas en el las fracciones totales.

GFP-GR | e

Hsp90 [Sess Hsp90

Como se ha mencionado con anterioridad, la localizaciéon subcelular que
observamos de un receptor dado es el resultado del equilibrio alcanzado entre las
fuerzas que favorecen su importacion al nucleo y otras que favorecen su exportacion.
Fue asi que se decidid estudiar consecuentemente el efecto de PP5, 14-3-30 y SGT1a
sobre la exportacion nuclear de GR. Las células se incubaron con 10 nM Dexa durante
60 min para asegurar la localizacion nuclear del receptor, luego se retird el esteroide y
las células se fijaron a distintos tiempos. En la Figura 31 se puede observar que, en las
células control (sin co-transfeccién de proteina TPR sino su vector vacio), GR retorna al
citoplasma lentamente al remover la hormona alcanzando una distribuciéon similar a la
de células no expuestas a esteroide recién después de 16 horas. Los primeros cambios

significativos en el patrdn de exportacién comenzaron a evidenciarse luego de 4 h.

Oh 2h 16 h

GFP-GR
{control)

Figura 31. Exportacion nuclear de GFP-GR. Células HEK 293T transfectadas con GFP-GR se incubaron con 10 nM
Dexa durante 60 min, luego se lavo la hormona y se fijaron las células a distintos tiempos.
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La Figura 32 muestra los resultados en células co-transfectadas con flag-PP5.
Notar que hay una ligera tendencia a mayor velocidad de exportacion (ver el grafico de
la Figura 36 a las 2 h), pero la caracteristica mas notable es que el sistema llegd a un
nuevo equilibrio luego de 16 h, en el que el receptor se encuentra mas o menos
equitativamente distribuido entre citoplasma y nucleo (comparar con las 16 h de la

Figura 31).

8h

GFP-GR

flag-PP5

MERGE

Figura 32. Exportacion nuclear de GFP-GR en presencia de PP5. Células HEK 293T co-transfectadas con los
pldsmidos de expresion para la proteina de fusion GFP-GR y flag-PP5 e incubadas con 10 nM Dexa durante 60
min, luego se retiré la hormona y se tomaron muestras a distintos tiempos. Las fotos son representativas de
aquéllos campos que luego fueron semicuantificados (al menos 100 células en tres experimentos
independientes.).

Por el contrario, al sobreexpresar el dominio TPR de PP5, GR acelerd su retorno
al citoplasma (Figura 33) de manera analoga a cuando se sobreexpresé 14-3-30 (Figura
34). Coincidente con su efecto sobre la importacién, la sobreexpresién de SGT1la no

muestra un efecto apreciable respecto al control (Figura 35).
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Figura 33. Exportacion nuclear de GFP-GR en presencia de dominio TPR de PP5. Células HEK 293T co-
transfectadas con GFP-GR y flag-TPR, se incubaron con10 nM Dexa durante 60 min, luego se retiré la hormona y

se tomaron muestras a distintos tiempos. En rojo se observa el revelado con anti-flag.
Oh 2h 4h 8h 16 h

» ~y ;‘
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Figura 34. Exportacion nuclear de GFP-GR en presencia de 14-3-30. Células HEK 293T co-transfectadas con GFP-
GR y flag-14-3-30, se incubaron con10 nM Dexa durante 60 min, luego se retiré la hormona y se tomaron
muestras a distintos tiempos. En rojo se observa el revelado con anti-flag.
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SGT GFP-GR

MERGE

Figura 35. Exportacion nuclear de GFP-GR en presencia de SGT1a. Células HEK 293T co-transfectadas con GFP-GR
y SGT1a se incubaron con10 nM Dexa durante 60 min, luego se retiré la hormona y se tomaron muestras a

distintos tiempos. En rojo se observa el revelado con anti-SGT1¢.

En la Figura 36 se muestra la cuantificacion del porcentaje de células con
fluorescencia nuclear en funcidon del tiempo de incubacion post-remocién de la
hormona para cada condicién. Una vez mas se puede apreciar que el efecto de PP5 no
es exclusivamente atribuible a su dominio TPR, ya que este dominio per se provoca un
efecto similar al observado con 14-3-30. Los resultados concuerdan con la prediccidon
segun la cual, tanto el dominio TPR como 14-3-3c desplazarian a FKBP52 del complejo
dejando al receptor disponible para ser exportado. Notar la particular distribucién del
receptor cuando se alcanza el equilibrio en células que sobreexpresan a PP5 (comparar

con los tiempos iniciales en el grafico de importacién de la Figura 29).
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Expotacion de GFP-GR
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Figura 36. Curva de Exportacion de GFP-GR (e) en presencia SGT1a (m), 14-3-30( /), PP5 (V) o del dominio TPR

de PP5 (4).Los resultados se expresan como el promedio de células con fluorescencia nuclear + SEM.

Para corroborar que en la célula realmente ocurre la competencia entre PP5 y
FKBP52 por su sitio de anclado a Hsp90 en los heterocomplejos de GR, se
inmunoprecipitd a GR de células co-transfectadas con GFP-GR y flag-PP5 (Figura 37).
Efectivamente, la recuperacion de FKBP52 enddgena fue mayor que en aquéllas células
gue sobreexpresan a PP5, siendo a su vez la cantidad de PP5 asociada al complejo GR-
Hsp90 mucho mayor en éstas al haberse incrementado la oferta intracelular de la

proteina-fosfatasa.

NI Endo flag-PP5

|
GFP-GR Figura 37. Coinmunoprecipitacion de GFP-GR con PP5.
GR Células COS-7 fueron co-transfectadas con GFP-GR y
vector (Endo) o GFP-GR y flag-PP5. La inmunopreci-
hsp90 pitacion se realizo utilizando una IgG anti-GR o una IgG
no inmune (NI). Las muestras fueron resueltas por
PP5 Western blot y reveladas por Western blot para Hsp90,

FKBP52 o PP5.
FKBPS2 .
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1.2 RECEPTOR DE ANDROGENOS

AR también integra el grupo de RE cuya localizacidn subcelular es mayoritaria-
mente citoplasmdtica en ausencia de hormona [200]. Teniendo en cuenta que
inhibidores de Hsp90 tales como geldanamicina (GA) y su derivado 17-AAG interfieren
con este proceso, se considera que la importacién de AR se encuentra regulada de
manera semejante a la del resto de los RE mas estudiados [201, 202]. Cabe mencionar
qgue si bien Hsp90 forma heterocomplejos con AR, este receptor presenta la
particularidad de tener una asociacion muy débil con la chaperona, tal que resulta muy
dificil preservar la integridad del heterocomplejo en extractos libres de células a menos
gue se preserve por cross-linking [203]. En consecuencia, comparando a AR con GR, al
cual se puede inmunoprecipitar junto a sus chaperonas y co-chaperonas de manera
estable, muchos de los ensayos de AR deben realizarse por competencia funcional
entre co-chaperonas, como haremos aqui, por el uso de drogas tales como MJC13 para
interferir en la interaccion Hsp90-FKBP52 [204] o bien GA para inhibir a Hsp90 (lo que
también desestabiliza a AR y éste se degrada por el proteasoma [205])

En vista de los resultados obtenidos al estudiar el transporte de GR, se decidié
evaluar si los efectos de las proteinas TPR aqui estudiadas se circunscriben a este
receptor, o presentan una accién regulatoria mds general. La razén de nuestro interés
particular por AR se basa en el hecho de que AR es considerado un factor oncogénico
en casos de cancer de préstata, siendo sus efectos contrarrestados por la activacion de
GR [206]. La cascada de sefiales de AR ha sido blanco de estudios farmacolégicos desde
hace tiempo, y muestra un alto grado de resistencia a estos procedimientos como lo
demuestran los “clinical trials” de derivados de geldanamicina [205, 207]. Ello lleva a
intentar terapias combinadas, costosas y con efectos secundarios importantes [208].
Contrariamente a otros receptores, AR es activado por FKBP51 [118], la que se induce
por ROS, generando asi un circulo vicioso en la progresiéon tumoral. Aun cuando la
privacion de andrégenos puede paliar inicialmente el cuadro, por razones aun
desconocidas AR sigue afectando el ciclo celular de animales castrados y hasta es
activo transcripcionalmente. Comenzamos entonces a analizar su relocalizacién al

nucleo utilizdndose la misma estrategia que en la seccidon de Resultados 1.1.
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La Figura 38 muestra que en ausencia de esteroide, AR tiene una distribucién
mayoritariamente citoplasmatica, y que también migra rapidamente al nucleo en
respuesta a su ligando natural DHT. Sin embargo, a diferencia de GR (Figura 25), la

sobreexpresién de PP5 no tuvo efecto alguno sobre la importacion de AR (Figura 39).

0 min 5 min 10 min 15min 30 min

Figura 38. Importacion nuclear de AR. Células HEK 293T transfectadas con el plasmido de expresion para AR e
incubadas con 10 nM DHT durante distintos tiempos.

10 min 15min 30 min

Figura 39. Importacion nuclear de AR en presencia del PP5. Células HEK 293T fueron co-transfectadas con los

plasmidos de expresion para AR y flag-PP5, e incubadas con 10 nM DHT durante distintos tiempos. PP5 fue

revelado con un anticuerpo anti-flag seguido de un anticuerpo secundario marcado en rojo.

La falta de efecto de PP5 se repitid6 cuando se sobreexpresé a 14-3-3¢
(Figura40). Ello llevaria a pensar que ni PP5 ni 14-3-30 forman complejos directos con

AR. Para evaluar esta hipétesis, se realizaron ensayos de inmunoprecipitaciéon de AR,
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pero luego de numerosos intentos, no se pudieron recuperar complejos de Hsp90. Ello
puede deberse a la inestabilidad de los mismos en sistemas libres de células o bien
porque no participan del transporte. Los ensayos funcionales de competencia por
sobreexpresidon de factores TPR sugieren que este ultimo podria ser el caso ya que al
haberse realizado con células intactas, son independientes de la inestabilidad de los

complejos en sistemas libres de células.

0 min 5 min

AR

flag-14-3-3

MERGE

Figura 40. Importacion nuclear de AR en presencia del 14-3-30. Células HEK 293T co-transfectadas con los
pldasmidos de expresion para AR y flag-14-3-3c fueron incubadas con 10 nM DHT durante distintos tiempos. 14-3-3
fue evidenciado con un anticuerpo anti-flag seguido de un secundario marcado en rojo.

Al evaluarse el efecto de SGT1a se encontré que, al igual que con PP5 y 14-3-30
tampoco afecta la importacidn de AR (Figura 41), lo que se condice con el caso de GR.
Si bien en la bibliografia se describe la interaccion de SGT1a con AR [162] tanto como
con Hsp90B [159], no se consiguid co-inmunoprecipitar complejos donde las tres
proteinas se encuentren presentes; al igual que con PP5 y 14-3-36. La razén que puede
explicar esta diferencia es que en estos antecedentes bibliograficos, los estudios se

basaron en ensayos de doble hibrido y en interacciones entre proteinas purificadas.
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Figura 41. Importacion nuclear de AR en presencia del SGTla. Células HEK 293T co-transfectadas con los
pldsmidos de expresion para AR y SGT1a se incubadas con 10 nM DHT durante distintos tiempos. SGT1« fue
evidenciado con un anticuerpo anti-SGT1 seguido de un secundario marcado en rojo.

En base a los resultados obtenidos con GR para estas mismas proteinas TPR, y
al hecho de que los ensayos funcionales por sobreexpresion de las mismas son
independientes de la posibilidad de preservar complejos inestables, permiten sugerir
gue en lo que a transporte retrégrado se refiere, ninguna de las proteinas TPR
estudiadas (PP5, 14-3-30 y SGT1a) participaria de los complejos de AR ocupando el
sitio de la proteina TPR requerida para el retrotransporte, i.e. FKBP52.

Por ultimo, en la Figura 42 se muestran los resultados al sobreexpresar el
dominio TPR de PP5. En amplia contraposicidon a lo esperado acorde a lo observado

con GR, y previamente [40] con MR, no se afecté la importacién de AR.
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Figura 42. Importacion nuclear de AR en presencia del dominio TPR de PP5. Células HEK 293T co-transfectadas
con los pldsmidos de expresion para AR y flag-TPR fueron incubadas con 10 nM DHT durante distintos tiempos.

TPR fue evidenciado con un anticuerpo anti-flag seguido de un secundario marcado en rojo

En la Figura 43 se graficd el grado de acumulacién nuclear de AR en funcién del
tiempo de incubacidon con DHT. Se aprecia que las distintas proteinas TPR no afectaron
la localizacién de AR, sugiriendo que la regulacion del trdnsito de AR no es entera-
mente equivalente al descripto para GR. Sin embargo, dado el efecto inhibitorio sobre
el transporte de AR de drogas que afectan a Hsp90, tal como es el caso de GA (Figura

42), el mecanismo de transporte no debe ser totalmente independiente de Hsp90.
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Figura 43. Curva de importacion de AR (e) en presencia SGT1a (m), 14-3-3c (A ), PP5 (V) o del dominio TPR de
PP5 (¢). Los resultados se expresan como el promedio de células con fluorescencia nuclear + SEM (n=3)

habiéndose contado 100 células en cada experimento.

Figura 44. Efecto inhibitorio de geldanamicina (GA) sobre la capacidad de AR de translocar al nicleo. Células HEK

293T se transfectaron con AR y se mantuvieron en un medio libre de esteroide (suero adsorbido con carbon-
dextrano). Luego se incubaron con 1 uM GA o solvente y 10 nM DHT durante 30 min. Las células se fijaron y se

observaron por microscopia de fluorescencia luego de realizar una IFl para AR.
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DISCUSION

El transporte de proteinas solubles es un mecanismo fundamental para la célula. A
través del mismo, se regula la localizacién y la funcidn de una gran cantidad de factores
relacionados con la transduccién de seifales, el desarrollo y la progresién tumoral, la
muerte celular, etc. Existen numerosas patologias directamente relacionadas a la
incorrecta localizacion de proteinas clave [209-212]. En este sentido, los RE son una
excelente herramienta debido a la regulacién de su localizaciéon celular de manera
dependiente de ligando.

Los RE forman complejos multiproteicos con un grupo de chaperonas moleculares,
entre ellas Hsp90 e IMM de alto peso molecular. Histéricamente se considerd que la
funcién de las chaperonas asociadas se restringia sélo a asegurar que el receptor se
encontrara en un estado receptivo para la hormona e inactivo en el citoplasma. Por lo
tanto al proceso de transformacién (disociacion del heterocomplejo) se lo consideré
una condicién sine qua non para que el receptor desnudo translocara, dimerizara y
actuara como factor de transcripcion. Durante mds de 20 afios estos conceptos se
mantuvieron vigentes de manera heuristica. Sin embargo, varios miembros de nuestro
grupo contribuyeron con estudios pioneros en la elucidaciéon de un modelo alternativo.
El mismo sostiene que distintas proteinas del complejo juegan un rol clave en el
transporte activo, la asociacién y el paso a través del poro nuclear, e incluso el anclado
del receptor al nucleoesqueleto. En particular, FKBP52 tiene un rol protagdnico en
cada uno de éstos procesos, siendo antagonizado por FKBP51. En consecuencia, es el
balance relativo entre estas proteinas TPR lo que determinard si el proceso se
encuentra favorecido o no.

Los resultados que se expusieron en el presente capitulo demuestran que la
mera presencia del dominio TPR en la estructura de una proteina no es suficiente para
asegurar su participacion en el complejo que regula a los receptores de esteroides. Sea
el caso de SGT1a, que contando con tres dominios TPR [155, 156] y siendo capaz de
interactuar con Hsp90 [156, 158], no reguld la importacion ni la exportaciéon de GR
(Figuras 29 y 36) o la importacién de AR (Figura 43) . Tampoco co-inmunoprecipitd
junto a GR (Figura 30). Mientras que 14-3-30, cuya estructura no posee un dominio

TPR propiamente dicho sino que adquiere una conformacién espacial equivalente

-80 -



RESULTADOS — CAPITULO 1

[141], reguld la importacién y exportacion de GR (Figuras 29 y 36) y se recuperd al co-
inmunoprecipitarlo (Figura 30). En cambio, no regulé de manera alguna la importacién
de AR (Figura 43). En este sentido se debe remarcar la importancia del angulo que
adquiere el dominio TPR y su curvatura en la interaccién con otras proteinas. Sin
embargo, no se han reportado estudios profundos sobre el tema. Lamentablemente
las restricciones impuestas por los métodos de cristalografia actuales permiten una
mirada cercana pero incompleta de las interacciones proteicas. Quizas en el futuro
emerjan nuevas metodologias que permitan comprender mejor la interaccién entre las
proteinas TPR y Hsp90, y predecir tal vez su capacidad para regular el trafico de
proteinas solubles.

En suma, los resultados obtenidos en cuanto a la regulacion de GR apoyan el
modelo alternativo de translocacién de RE via proteinas TPR. Aquellas proteinas
capaces de formar parte de los complejos, pero incapaces de unir dineina (como p.ej.
14-3-30) tornan menos eficiente la localizacién nuclear de GR dependiente de ligando.
El desplazamiento de FKBP52 del unico dominio aceptor de TPR que posee Hsp90,
disocia al heterocomplejo de la maquinaria necesaria para su transporte rapido. Sin
embargo, en modo alguno se abolié la capacidad de receptor de llegar finalmente al
nucleo, lo cual reafirma el concepto de la existencia de un mecanismo alternativo de
transporte, lento e independiente de los participantes del heterocomplejo, el cual
pensamos es la simple difusién a través del citosol.

La sobreexpresiéon del péptido TPR asi como 14-3-3c favorecen la exportacién
nuclear del receptor. Este efecto se deberia al desplazamiento del factor responsable
de anclar al GR a la matriz nuclear: nuevamente FKBP52. Por otra parte PP5, al ser
capaz de interactuar con dineina y con proteinas del poro nuclear por su propia cuenta
no antagonizé a FKBP52, con la cual parece presentar redundancia funcional, aunque
es menos eficiente. De hecho, su sobreexpresion provocd un aumento de la
localizaciéon nuclear de GR de manera ligando independiente. Por ultimo, SGT no
parece integrar los heterocomplejos de GR a juzgar por el hecho que no afecté el
retrotransporte del receptor ni su exportacién. Esto indicaria su incapacidad de
competir por el sitio aceptor de TPR de Hsp90.

En contraposicidon a lo esperado, los resultados obtenidos permiten cuestionar

gue el modelo de translocacién sea el mismo para la regulacién de la translocacion de
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AR. Ninguna de las proteinas ensayadas afectd la importacidon o la exportacién (datos
no mostrados) de AR. Sin embargo, inhibidores de Hsp90 como GA (Figura 44) o
radicicol (no mostrado) impiden a tiempos cortos la acumulacién nuclear de AR; el
receptor si logra acumularse en el nucleo a tiempos largos, > 1 h (no mostrado),
presumiblemente porque el transito sigue el mecanismo alternativo de difusiéon. Por
ende, no podemos asegurar que el proceso sea independiente de Hsp90.

Si bien estos experimentos se focalizaron en el transporte de RE exclusivamente via la
asociacion de Hsp90¢FKBP52 con dineina, dada la gran cantidad de proteinas clientes
de Hsp90, los resultados obtenidos adquieren una relevancia mas amplia. Recordemos
gue de manera similar a los RE, Hsp90 regula la actividad de proteinas relacionadas
con la infeccidn viral, inmunidad innata, transduccién de sefiales, progresién del ciclo
celular, apoptosis, regulacion transcripcional, respuesta a estrés, replicacidn,
transcripciéon, metabolismo y reparacion del ADN, procesamiento del ARN,
remodelacién de la cromatina y el desarrollo y progresién tumoral [58-70]. Un estudio
reciente en el que se estudié el proteoma de Hsp90 demostrd la existencia de mas de
400 proteinas que son reguladas por Hsp90 [213], lo que representa el 61% de las
proteina-quinasas, el 7% de los factores de transcripcion y el 31% de las ubiquitina-

ligasas de la célula.
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2 EFECTOS DE LAS PROTEINAS CON DOMINO TPR SOBRE LA
ACTIVIDAD TRANSCRIPCIONAL DE RECEPTORES NUCLEARES

2.1 RECEPTOR DE GLUCOCORTICOIDES

Como el resto de los RE, GR es un factor de transcripcion dependiente de
ligando. Esto permite que actiue como intermediario entre el medio externo y la
respuesta celular, a través de la regulacién de la expresion de una gran cantidad de
genes. Sin embargo, no todas las células responden de igual manera ante el mismo
estimulo, y eso depende de los mecanismos de regulacién de la via que posea cada
célula. Como ejemplo se puede mencionar a las IMMs FKBP51 y FKBP52 que ejercen
efectos contrarios sobre la actividad de GR, como ya se detallé profusamente.
Mientras que FKBP51 ejerce un efecto inhibitorio, FKBP52 potencia la actividad de GR
[116]. La relacidn de expresidon de ambas proteinas puede modificar la sensibilidad de
la célula ante el estimulo. En consecuencia, se decidid evaluar la capacidad de otras
proteinas TPR de regular la actividad transcripcional de GR.

Existen ciertas controversias respecto al efecto que PP5 ejerce sobre la
regulacién de GR. Chen et al. [128] han reportado que al utilizar una mutante de PP5
que actia como dominante negativo, la actividad transcripcional de GR se inhibe; estos
resultados sugieren que PP5 es un regulador positivo. Por otra parte, segin Zuo et al.
[131] demostraron que al silenciar la expresién de PP5 con un oligonucleétido anti-
sentido se obtuvo un aumento de la actividad de GR, confiriéndosele entonces a PP5
un efecto negativo sobre la regulacién de GR. Sin embargo, con el mismo abordaje
experimental, Wang et al. [130] reportaron resultados opuestos.

En esta seccidn de nuestros estudios nos valimos de los ensayos de gen
reportero descriptos en la seccion Métodos 11.- con el fin de dilucidar el rol de PP5 en
la regulacién transcripcional del receptor. Los resultados representados en la Figura 45
muestran que la actividad transcripcional de GR modulada por PP5 es de naturaleza
bifasica. Es decir, a bajos niveles de sobreexpresién de PP5 se observa un incremento
sobre la actividad transcripcional de GR inducida por Dexa; dicho incremento se
revierte a concentraciones mayores de PP5. Especulamos que en esta segunda parte

de la curva, el exceso de PP5 provocaria la “titulacion” de otros factores necesarios
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gue se verian secuestrados ante la sobreexpresién de PP5, impidiendo asi la formacién
de una correcta unidad funcional. Se podria entonces concluir que PP5 tendria un
efecto estimulante sobre la actividad de GR, el cual parece estar autorregulado por

retroalimentacion frente la sobreexpresién de PP5.
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Figura 45. Efectos de PP5 sobre la actividad transcripcional de GR. Células HEK 293T fueron co-transfectadas con
plasmidos de expresién para GR, MMTV-Luc, 8-Gal, PP5 y pCDNA3. La induccidn se llevo a cabo por incubacion
con 10 nM Dexa. Los resultados se expresan en unidades arbitrarias (U.A) como la media * ES, de al menos tres
experimentos independientes realizados cada uno por cuadruplicado.* Diferencia significativa (p = 0.018). **
Diferencia significativa (p < 0.001).

Kino et al. [143] reportaron previamente que en células deficientes en 14-3-30
la actividad de GR se ve incrementada, lo que se revierte de manera parcial al
transfectarlas con un plasmido de expresidn para 14-3-3c. Sin embargo, 14-3-3c
puede sufrir amplias variaciones en su nivel de expresién acorde al tipo celular
considerado, a las condiciones de crecimiento, o al momento del ciclo celular en el que
esas células se encuentren; fue por estos motivos que se decidié evaluar de manera
mas integral si la actividad bioldgica es dependiente del grado de expresién. En la
Figura 46 se muestra que 14-3-3c¢ también muestra un comportamiento similar al de
PP5. La sobreexpresiéon de pequefias cantidades de 14-3-3c ejerce un efecto positivo
sobre la actividad del receptor inducida por hormona, el cual se pierde al aumentar

concentracion de 14-3-3c hasta volverse inhibitorio.
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Figura 46. Efectos de 14-3-30 sobre la actividad transcripcional de GR. Se procedié como en la Figura 45 pero co-
transfectando con 14-3-30. Los resultados expresan la media * ES, de al menos tres experimentos independientes
realizados cada uno por cuadruplicado. * Diferencia significativa (p = 0.040). . ** Diferencia significativa (p =
0.036). . *** Diferencia significativa (p = 0.042).

Al analizar la influencia de SGT1a sobre la actividad transcripcional de GR, se
observd un efecto inhibitorio que es concentracion dependiente (Figura 47). Estos
resultados son consistentes con los que se obtuvieron en modelos de levaduras y
células de mamifero, recientemente publicados [214]. Teniendo en cuenta que SGT1la
no fue recuperado como parte del complejo GR-Hsp90 en los ensayos de
inmunoprecipitacion, y que no afecta el transporte del receptor hacia o desde el
nucleo, se infiere entonces que SGTlo regula la respuesta de GR a nivel de la

maquinaria transcripcional
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Figura 47. Efectos de SGT1a sobre la actividad transcripcional de GR. Se procedié como en la Figura 45 pero co-

transfectando con SGT1a. Los resultados expresan la media * ES, de al menos tres experimentos independientes

realizados cada uno por cuadruplicad. * Diferencia significativa (p < 0.001).

2.2 RECEPTOR DE ANDROGENOS

El receptor de andrégenos (AR) es otro miembro de la familia de receptores de
esteroides que juega un rol importante en el desarrollo del cancer de préstata (CP) y
en la transicidén a cancer de proéstata resistente a castracién (CPRC) [215-217]. Existen
numerosos trabajos cuyo objetivo se enfoca en el estudio de la via de sefializacién de
AR vy los factores que la integran. Quayle et al. [144] han publicado que 14-3-30, en
ausencia de hormona, estimula la actividad transcripcional de AR de manera
concentracidon-dependiente; sin embargo, no ejerce ningun efecto al estimular con el
agonista R1881. En la Figura 48 se muestra que 14-3-30 ejerce un efecto inhibitorio
sobre la actividad transcripcional de AR hormono-dependiente, al ensayar las mayores
concentraciones. Cabe remarcar que no observamos diferencias en las mediciones
basales en ausencia de DHT. Adjudicamos las diferencias, entre los resultados
obtenidos y lo descripto en la literatura, al disefio experimental empleado. La mayor
concentracion de pldasmido utilizada por Quayle en su trabajo equivale a un punto de
nuestra curva en donde no se observa efecto respecto del control no transfectado con

14-3-3c. Los resultados obtenidos sugieren un efecto inhibitorio de 14-3-3c sobre la
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regulacién de AR, siendo consistentes con el silenciamiento epigenético del promotor
de 14-3-30 que caracteriza a las células de CP (tanto lineas celulares como muestras de

pacientes) [218].

Actividad trancripcionalde AR
modulada por 14-3-3@

- -
o I
=3 =)
1 ]

Actividad Luciferasa /
(4]
o
1

Actividad P-Galactosidasa (U.A)

=}

ng p14-3-3c

DHT (10 nM)

|
Figura 48. Efectos de 14-3-30 sobre la actividad transcripcional de AR. Células HEK 293T fueron co-transfectadas
con plasmidos de expresion para AR, PSA-Luc, 8-Gal, 14-3-36 y pCDNA3. La induccion se llevé a cabo por
incubacion con 10 nM de DHT. Los resultados se expresan en unidades arbitrarias (U.A.) como la media * ES, de
al menos tres experimentos independiente realizados cada uno por cuadruplica. * Diferencia significativa (p <
0.001).

En el caso de SGT1q, los efectos que se le atribuyen en la bibliografia sobre la
actividad de AR son variables. A través de ensayos de genes reporteros, tanto en
células de mamifero como en levaduras, se obtuvo como resultado una inhibicidn
sobre la actividad de AR al sobreexpresar SGT1la [162, 214, 219]. Consistentemente
con estos resultados, Buchanan ha descripto una disminucién en la expresidn de esta
proteina TPR durante la progresion del CP [162]. Sin embargo, en el trabajo de Trotta
se observd que el silenciamiento de SGT en una linea celular de CP suprime la
proliferacidn celular y la expresién de genes de respuesta a andrégenos [220]. En la
Figura 49 se observa que, en el modelo y las condiciones experimentales con el que
trabajamos, SGT1a ejercid un leve efecto inhibitorio sobre la actividad del receptor a lo

largo de todo el rango de concentraciones ensayadas.
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Figura 49. Efectos de SGT1a sobre la actividad transcripcional de AR. Se procedio como en la Figura 48 pero co-
transfectando con SGT1a. Los resultados expresan la media + ES, de al menos tres experimentos independientes

realizados cada uno por cuadruplicado. * Diferencia significativa (p= 0.009). ** Diferencia significativa (p=
0.020). *** Diferencia significativa (p < 0.001).

Como los datos de la literatura son controvertidos para ambas proteinas TPR, y
con el fin de evaluar la posible modulacién conjunta sobre la actividad de AR por estos
dos factores realizamos un nuevo ensayo de gen reportero transfectando de manera
simultanea 14-3-3c y SGT1a con una cantidad constante del plasmido de expresién de
una otra proteina TPR y variable de la otra. Para 14-3-3c se escogio una cantidad de
pldasmido de 0,05 pug que provoca una ligera inhibicién del 25% con el fin de tener
margen de deteccidn por posibles efectos inhibitorios potenciadores en presencia de
SGT1a. La Figura 50 muestra que el efecto de 14-3-30 sobre la actividad de AR no se ve
significativamente modulada por SGTla en todo el rango de concentraciones
ensayado. A su vez, si comparamos con la curva de SGT1a sola de la Figura 46, ese
nivel de expresion de 14-3-3c tampoco influye sobre SGT1a.

En el experimento inverso, se fijé la cantidad de plasmido de SGTla en 0,1 ug por
pocillo, y se varié la cantidad de 14-3-3c, no observandose nuevamente un efecto
apreciable sobre la actividad transcripcional de AR si se lo compara con lo mostrado en
la Figura 48. En conclusidn, estas dos proteinas sobre las que existen reportes confusos

y hasta contradictorios no parecen influir significativamente sobre la actividad
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transcripcional de AR de manera conjunta. Dadas las caracteristicas particulares
presentadas por ellas, en particular el hecho de que 14-3-3c muestre un
comportamiento bifasico con GR, podria explicar las razones por las que en la
literatura existe tal variedad de datos discordantes, los que se podrian atribuir a las
condiciones experimentales ensayadas en cada trabajo individual. Debe destacarse
que en ninguno de ellos se realizaron las curvas concentracidn-respuesta que se

muestran aqui sino que siempre se trabajo a valores de expresion fijos.
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Figura 50. Efectos de SGT1a sobre la actividad transcripcional de AR modulada por 14-3-3c0. Células HEK 293T
fueron co-transfectadas con pldsmidos de expresion para AR, PSA-Luc, 8-Gal, 14-3-30, cantidades crecientes de
SGT1a y pCDNA3. La induccidn se llevo a cabo por incubacion con 10 nM de DHT. Los resultados se expresan en
unidades arbitrarias (U.A.) como la media + ES, de al menos tres experimentos independiente realizados cada
uno por cuadruplica.

-90 -



RESULTADOS — CAPITULO 2

Actividad trancripcionalde AR
modulada por 14-3-3@ vy SGT1a

A
- o
o o
° o
1 1

Actividad Luciferasa /
(3]
o
1

Actividad P-Galactosidasa (U.

=]

ng p14-3-3c

0,1 ng pSGT1a |

L DHT (10 nM) ,

Figura 51. Efectos de 14-3-30 sobre la actividad transcripcional de AR modulada por SGT1a. Células HEK 293T
fueron co-transfectadas con pldsmidos de expresion para AR, PSA-Luc, 8-Gal, SGT1a, cantidades crecientes de
14-3-30 y pCDNAS3. La induccion se llevé a cabo por incubacion con 10 nM de DHT. Los resultados se expresan en
unidades arbitrarias (U.A.) como la media * ES, de al menos tres experimentos independiente realizados cada

uno por cuadruplica. * Diferencia significativa (p < 0.001).

La Figura 52 representa los resultados obtenidos al evaluar el efecto de la
sobreexpresiéon de PP5 sobre la actividad transcripcional de AR. En la misma se puede
apreciar que al transfectar las células con las bajas cantidades de plasmido que codifica
para PP5 se observa un efecto inhibitorio ligero (~20-25%) pero constante y
estadisticamente significativo, mientras que al aumentar su expresién se observa un
significativo efecto estimulatorio sobre la actividad de AR. Se recuerda que PP5
también mostré con GR una curva concentracidon-dependiente de naturaleza bifésica
(Figura 42), pero opuesta en su comportamiento a la que aqui se obtuvo con AR, es
decir, para GR se observa incremento de la actividad seguido de inhibicidn (o pérdida
de tal estimulo). Ello podria tener importancia funcional en el caso del balance de
actividad AR (pro-oncogénico) / GR (anti-oncogénico) para el caso de la regulacién de
ambos receptores por PP5 en las células prostaticas, en las cuales se ha reportado un

mayor grado de expresion de PP5 respecto de las lineas celulares normales [221] asi
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como una mayor actividad de fosfatasa (presumiblemente por su asociaciéon a

caveolina-1) [222].
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Figura 52. Efectos de PP5 sobre la actividad transcripcional de AR. Se procedié como en la Figura 48 pero co-
transfectando con 14-3-30. Los resultados expresan la media * ES, de al menos tres experimentos independientes
realizados cada uno por cuadruplicado. * Diferencia significativa (p= 0.020). ** Diferencia significativa (p=
0.010). *** Diferencia significativa (p < 0.001).

DISCUSION

Segun los resultados que se mostraron en este capitulo, tanto PP5 como
14-3-30 muestran una modulacién bifasica sobre la actividad transcripcional de GR
(Figuras 45 y 46). Lo cual significa que el efecto final sobre el receptor se encuentra
condicionado por el nivel de expresion de la proteina, explicindose asi las
controversias encontradas en la literatura. En cambio, SGT1la mostré un efecto
inhibitorio concentracién-dependiente sobre la actividad transcripcional de GR (Figura
47). Cabe destacar que SGT1a no pudo ser recuperado con los heterocomplejos de GR-
Hsp90, no obstante lo cual regula la actividad transcripcional de GR, razén por la que

especulamos su mecanismo debe ser a nivel de la maquinaria transcripcional y/o en el
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sitio promotor, tal como hemos demostrado recientemente que ocurre con otras
proteinas TPR como FKBP51 y FKBP52 para otros factores como NF-kB [185]. Es posible
que estas proteinas regulen a GR a través de la interaccidon directa con otros
coreguladores de la transcripcién, o bien a través del control del grado de fosforilacidn
gue ejerce PP5 [130].

En el caso de AR se obtuvieron resultados cuya intensidad de efecto fue mucho
menor en comparacion con GR para los casos de 14-3-3c y SGT1a (Figuras 48, 49). En
cuanto a PP5 (Figura 52) mostré de manera andloga a lo visto con GR una curva
concentracidon-dependiente de naturaleza bifdsica (Figura 45), pero opuesta en su
efectos, es decir, para GR se observa incremento de la actividad seguido de inhibicidon
(o pérdida de tal estimulo), mientras que para AR se observd una ligera inhibicién
seguida de activacion a niveles de expresién mas altos. Ello podria tener importancia
funcional en el caso del balance de actividad AR (pro-oncogénico) / GR (anti-
oncogénico) para la regulaciéon de ambos receptores por PP5 en células prostaticas, en
las cuales se ha reportado un mayor grado de expresion de PP5 respecto de células
prostaticas normales [221] asi como una mayor actividad de fosfatasa
(presumiblemente por su asociacion a caveolina-1) [222].

Ambos receptores son de suma importancia en el desarrollo y progresién del cancer de
prostata resistente a castracion, donde la sefializaciéon de GR compensa la disminucion
de la via de AR provocada por el tratamiento antiandrogénico. En este contexto cobra
relevancia el estudio de las proteinas TPR, las cuales sufren drasticos cambios de
expresion en dicha patologia. Ademas del caso comentado de PP5, 14-4-30 se
encuentra fuertemente silenciada en lineas celulares y en muestras de pacientes [218],
mientras que SGT1a ve disminuida su expresién durante la progresién del cancer de

prostata [162].
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3 INHIBIDORES DE HSP90

Uno de los mayores desafios que presenta el campo de las proteinas TPR
en general y las inmunofilinas en particular es su potencial como blanco farmacoldgico
[95, 223]. El mayor problema en tal sentido radica en la inespecificidad de las pocas
drogas existentes respecto de la IMM blanco y al hecho de que todas ellas son
inmunosupresoras, un efecto secundario ciertamente indeseado si se las quiere usar
con otros fines. Tanto la ciclosporina (que reconoce a ciclofilinas) como FK506 y
rapamicina, drogas que reconocen a las IMMs de la subfamilia FKBP, son incapaces de
mostrar selectividad por su blanco. Por ejemplo, las Ki de estas drogas por FKBP51 Y
FKBP52 son equivalentes [106, 224-227], tal que, a manera de ejemplo, si se deseara
suprimir la accién inhibitoria que muestra FKBP51 para activar a GR no se podria evitar
inhibir simultaneamente la accién estimulante que posee FKBP52 por el mismo
receptor. En otras palabras, terapias de este tipo no podrian llevarse a cabo sin
consecuencias que hasta podrian ser opuestas al problema que se quiere solucionar o
atenuar. Para abordar este inconveniente con un procedimiento alternativo, nos
focalizamos en Hsp90. Sabemos que tratamientos de proteinas purificadas o células
intactas con los inhibidores especificos de Hsp90 geldanamicina (GA) o radicicol,
inactivan a los complejos Hsp90eproteina TPR sin que la proteina TPR se disocie de la
chaperona, simplemente se inactiva al complejo funcional como un todo. Por ende, la
alternativa farmacoldgica seria utilizar a este otro componente del complejo activo con
el que las IMMs forman tal unidad funcional, la chaperona Hsp90.

Entre los roles primordiales de Hsp90 se cuenta estabilizar de manera ATP-
dependiente la conformacion activa de proteinas-cliente que ya poseen una estructura
terciaria estable [228]. A lo largo de esta tesis se ha mencionado la importancia de
Hsp90 en las vias de sefializacion de los RE. Sin embargo, en este punto cabe remarcar
que la relevancia de Hsp90 trasciende a la formacién de complejos con los RE, dado
gue su accion regula la funcidon de un inmenso numero de proteinas clientes[229]. Una
gran cantidad de las mismas esta involucrada en el desarrollo y progresion tumoral, y
por ello Hsp90 se ha convertido en un blanco importante en el tratamiento contra el
cancer [84, 95, 230, 231]. Dado que asiste a su estabilizacidn, se considera a la célula

tumoral “adicta” a Hsp90 [232, 233]; por lo cual se propone que como consecuencia de
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la inhibicidon de esta chaperona la célula tumoral perderia la proteccidon que ésta le
confiere. Un dato interesante es el hecho aun no descifrado en sus bases bioldgicas de
que las células tumorales son mas sensibles a la inhibicion de Hsp90 que las células no
tumorales. Los tratamientos de animales y humanos con inhibidores de Hsp90,
demostraron que tales drogas se acumulan consistentemente en los tumores,
mientras que no aparecen o lo hacen en menor cuantia en la mayoria de los tejidos
normales [234-240].

De Boer en 1970 purific6 a partir de Streptomyces hygroscopicus una
benzoquinona ansamicina con propiedades antibidticas: la geldanamicina (GA) [241].
Posteriormente a esta molécula se le atribuyeron propiedades antitumorales, y se
demostrd que inhibe la actividad ATPasa de Hsp90 al unirse al bolsillo de unién a ATP
(ver Figura 5) [55, 242, 243]. Sin embargo, a pesar de sus potentes efectos
antitumorales, no pudo ser utilizada en la clinica fundamentalmente debido a su
elevada toxicidad. Al ser una molécula muy poco polar (Figura 7) también presenta
baja solubilidad en medios acuosos, inestabilidad in vivo, genera altos niveles de ROS
gracias a su anillo de quinona y mostré una alta toxicidad hepatica y renal en modelos
animales [244, 245]. En la actualidad, han sido ensayados en “clinical trials” una gran
cantidad de inhibidores de la actividad ATPasa de Hsp90 con resultados diversos [207],
pero que mostraron todos ellos efectos secundarios indeseados de manera muy
temprana debiéndose suspender los ensayos. Existen al presente una docena de
compuestos en estudio [207], pero ninguno de ellos ha mostrado hasta ahora los
efectos esperados. Al presente, laboratorios de investigacion y compaiiias
farmacéuticas estan abocadas al disefio y sintesis de nuevas moléculas que optimicen
las propiedades farmacocinéticas, farmacodindmicas y toxicoldgicas de los posibles
agentes terapéuticos. En este contexto el Dr. Sayan Dutta Gupta y su grupo de la
Universidad de Osmania (Hyderabad, India), disefiaron por modelado computacional
(molecular docking) y luego sintetizaron, un conjunto de nuevos compuestos ideados
como potenciales inhibidores de la actividad ATPasa de Hsp90 [246, 247].

Segun los antecedentes el resorcinol se comporta como un buen agente de
interaccion del dominio de union al ATP de Hsp90 [248-250]. Ademas, se acepta que
produce menos efectos tdéxicos que otros precursores, como quinonas,

halopirimidinas, etc. [251]. Por otro lado, ciertas bases de Schiff como iminas o
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azometinas presentan propiedades citotéxicas sobre células tumorales [252], y algunas
mostraron un moderado efecto sobre la actividad de Hsp90 [253]. Teniendo en cuenta
dichos antecedentes, se disefiaron una serie de compuestos que en su mayoria son
derivados del 2,4-dihidroxibenzaldehido o del 5-cloro-2,4-dihidroxibenzaldehido. En el
laboratorio de nuestro colaborador, el Dr. Gupta, se realizaron estudios in silico a fin
de predecir la capacidad del compuesto sintético para unirse a Hsp90, y en base a esos
resultados se sintetizaron aquéllos que resultaron mas prometedores [246, 247].

En la presente seccidén se muestran los resultados que se obtuvieron al ensayar la
actividad biolégica de los compuestos disefiados por el Dr. Gupta, los que fueron
arbitrariamente nombrados de S1 a 548 segun el orden de sintesis y cuyas estructuras
se muestran en Métodos seccidn 17. Se evalud la capacidad de estas drogas de inhibir
la actividad ATPasa de Hsp90 y su potencia farmacoldgica para inhibir algunos de los

procesos regulados por esta chaperona.
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3.1 EFECTO DE LOS COMPUESTOS SOBRE LA ACTIVIDAD ATPASA DE
HSP90P

En primera instancia se evaluaron los efectos directos sobre la actividad ATPasa
de Hsp90B. Para ello, se cuantificé la liberacién de fosfato inorganico por accién de la
proteina purificada, en presencia de diferentes concentraciones de cada compuesto
(0,2 uM, 1 UM y 5 uM). En paralelo a los compuestos se evalud el efecto de GA, como
un referente control de la inhibicidn de la actividad enzimatica ATPasa [86, 254-257].

En la Figura 53 se muestran los resultados de los compuestos mas
representativos de las 48 drogas ensayadas a fin de hacer mas simple la visualizacién e
interpretacion de los resultados, siendo que muchos de ellos presentan propiedades

equivalentes y seria redundante saturar de graficos este trabajo.

Actividad ATPasa de Hsp90
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IIII Sin efecto
D Inhibidor leve
- Inhibidor Fuerte
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Figura 53: Efecto sobre la actividad ATPasa de Hsp908. La actividad de Hsp908 fue medida en ausencia de
compuesto (control) se consideré el 100% de actividad ATPasa. La actividad medida en presencia de los
compuestos fue relativizada al control. Los resultados se expresan como la diferencia entre el porcentaje de
actividad de Hsp90 obtenido en presencia del compuesto y el medido en el control. El blanco de reaccion
(extractos bacterianos no inducidos para Hsp90f sometidos al mismo proceso de purificacion) no mostro

actividad de fosfatasas bacterianas contaminantes. Con fines comparativos, se muestra el efecto de GA (violeta).
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A las drogas estudiadas se las clasificdé en cuatro grupos segun su efecto sobre
la actividad ATPasa de Hsp90B: Sin efecto (barras negras), Estimulantes (barras
verdes), Inhibidores Débiles (barras rosadas) e Inhibidor Fuertes (barras rojas). La Tabla
4 resume esta clasificacidon (ver las estructuras quimicas en las Figuras 17 a 22, en
donde las drogas también fueron agrupadas funcionalmente). Variaciones menores al
20% respecto a la actividad ATPasa de Hsp90 en ausencia de compuesto se clasificaron
dentro del grupo Sin efecto, mientras que inhibiciones por debajo del 50% se clasifica-

ron como Inhibidores débiles.

TABLA 4: Agrupacion de los compuestos en funcion de su efecto sobre la actividad

ATPasa de Hsp908.

GRUPO COMPUESTO
SIN EFECTO S10, S12, S19, S20, S23, S24.
ESTIMULANTE S5, S6, S7, S8, S45
INHIBIDOR DEBIL S1, 817, 528, S31, S32, S35, S36, S37

S2, S3, §4, S9, S11, 513, S14, S15, S16, S18, S21,
FUERTE S22, 525, 527, 529, S30, S33, S34, S38, S39, 540,
S41, 542, S43, S44, 546, S47, S48

Variaciones menores al 20%, respecto a la condicién sin tratamiento, se consideraron sin efecto. Inhibiciones por

debajo del 50% se consideraron débiles.

Tal como se esperaba, la mayoria de los compuestos ensayados ejercid efecto
inhibitorio sobre la actividad ATPasa de Hsp90pB, ya sea igualando la accion de la GA
(522, S25 y S42) o bien superandola como en los casos de S3 y S15. De manera
sorprendente, cinco compuestos mostraron sistematicamente efecto estimulante de la
actividad de ATPasa de Hsp90p, lo cual resulta mas dificil de justificar.

El analisis de las estructuras quimicas de los compuestos ensayados (Métodos,
seccion 17) no reveld una relacion directa entre la presencia o ausencia del cloro en la
posicion 5 del 2,4-dihidroxibenzaldehido, y su efecto sobre la actividad ATPasa de
Hsp90pB. A igual conclusion se arribd cuando se evaluaron para estos compuestos otros
pardmetros no incluidos en este trabajo pero que ya hemos publicado con el Dr. Gupta
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[246, 247], tales como el Crash Index (capacidad de la molécula de penetrar el sitio
activo de la proteina), Polar-score (evidencia el grado de interacciones polares entre
proteina y ligando), G-score (evidencia el grado de asociaciones por puente de H entre
proteina y ligando), D-score (evidencia el grado de interacciones de van der Waals
entre proteina y ligando), PMF-score (evalua las energias libres de interacciéon ligando-
proteina), Chem-score (evallia de manera integral la capacidad de generar puentes de
H, la entropia rotacional de la molécula, la capacidad de ejercer contactos lipofilicos, y

la interaccion con metales), y Total-score (combinacién de todos los anteriores).

3.2 EFECTO DE LOS COMPUESTOS SOBRE LA VIABILIDAD DE CELULAS DE
CANCER DE PROSTATA

A continuacion, se evalud el efecto de los compuestos sobre la viabilidad de
células tumorales. Para ello, se utilizd un modelo de cancer de prdstata resistente a la
castracion (CPRC), la linea celular PC3. Las células se trataron por 48 hs. con distintas
concentraciones de cada droga, utilizdndose a la GA como patrén de comparacion. En
las Figuras 54, 55, 56 y 57 se graficaron los resultados obtenidos. Notar que los
compuestos fueron agrupados siguiendo la misma clasificacién que para la actividad
de ATPasa mostrada en la Tabla 4 a fin de facilitar la eventual asociacion entre tal

efecto bioldgico y la viabilidad celular.
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Efecto sobre la viabilidad de células PC3 de los compuestos
clasificados como inhibidores fuertes de la actividad ATPasa de hsp90p
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Figura 54. Efecto de los compuestos sobre la viabilidad de células PC3 de cdncer de préstata. Se grafican las
curvas de aquéllas drogas clasificadas como “inhibidores fuertes” de la actividad ATPasa de Hsp908. Los
resultados se expresan como el promedio +ES del porcentaje de viabilidad celular respecto a las células tratadas

con vehiculo (grupo control) en funcién de concentracion del compuesto, de al menos tres experimentos
independientes.

Efecto sobre la viabilidad de células PC3 de los compuestos
clasificados como inhibidores débiles de la actividad ATPasa de hsp90f§

Viabilidad Celular
(% respecto al control)

Figura 55. Efecto de los compuestos sobre la viabilidad de células PC3 de cdncer de prostata. Se grafican las
curvas de aquéllas drogas clasificadas como “inhibidores débiles” de la actividad ATPasa de Hsp906. Los
resultados se expresan como el promedio +ES del porcentaje de viabilidad celular respecto a las células tratadas

con vehiculo (grupo control) en funcion de concentracion del compuesto, de al menos tres experimentos
independientes.
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Efecto sobre la viabilidad de células PC3 de los compuestos
clasificados como estimulantes de la actividad ATPasa de hsp90f§

S6
S7

S8
S45

¢4

Viabilidad Celular
(% respecto al control)

Figura 56. Efecto de los compuestos sobre la viabilidad de células PC3 de cdncer de prostata. Se grafican las
curvas de aquéllas drogas clasificadas como “estimulantes” de la actividad ATPasa de Hsp908. Los resultados se
expresan como el promedio £+ ES del porcentaje de viabilidad celular respecto a las células tratadas con vehiculo

(grupo control) en funcién de concentracion del compuesto, de al menos tres experimentos independientes.

Efecto sobre la viabilidad de células PC3 de los compuestos
clasificados como sin efecto sobre la actividad ATPasa de hsp90p
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Figura 57. Efecto de los compuestos sobre la viabilidad de células PC3 de cdncer de prostata. Se grafican las
curvas de aquéllas drogas clasificadas como “sin efecto” sobre la actividad ATPasa de Hsp908. Los resultados se
expresan como el promedio £ ES del porcentaje de viabilidad celular respecto a las células tratadas con vehiculo

(grupo control) en funcién de concentracion del compuesto, de al menos tres experimentos independientes.
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Notar que si bien ninguno de los compuestos ensayados mostré la potencia
farmacoldgica de GA en las curvas de concentracién-viabilidad, varios de ellos lograron
un efecto maximo equivalente al de la droga patrén. Tal efecto parece ser
independiente de su capacidad para inhibir la actividad de ATPasa de Hsp90. Por
ejemplo, la Figura 53 nos muestra que el compuesto S45 posee accidn estimulante
sobre la actividad de ATPasa, S3 es fuertemente inhibitorio mientras que S31 y S25 los
son en menor grado, sin embargo, todos ellos muestran valores de viabilidad para la
maxima concentracién (5 uM) que son equivalentes entre si y no son significativamen-
te diferentes de aquéllos valores medidos para igual concentracién de GA.

En el afio 2003, fue publicado por Kamal et al. [258] que la Hsp90 de células
tumorales posee una mayor actividad ATPasa y es 100 veces mas sensible al inhibidor
17-AGG que la Hsp90 de células normales Ello generd gran expectativa porque podria
justificar la mayor sensibilidad de las células tumorales al tratamiento con inhibidores
de Hsp90. Estas cuantificaciones de las afinidades relativas no se han podido
reproducir hasta la fecha, aunque si se acepta que la célula tumoral, por algin motivo
aun no elucidado mecanisticamente, es sin dudas mas sensible a estos inhibidores que
las células normales, siendo ello la base racional por la cual se estan realizando “clinical
trials” con algunos compuestos. Coincidente con aquéllos reportes que no muestran
una relacién directa entre la capacidad de inhibir la actividad ATPasa y el efecto
citotdxico, nuestros datos tampoco permiten elucidar tan controversia. Como ya se ha
mencionado, algunos compuestos fueron capaces de disminuir la viabilidad de las
células PC3 mostrando efectos diferentes sobre la actividad de ATPasa. Por este
motivo decidimos seguir trabajando con un subconjunto de los mismos, representando
el espectro de efectos sobre la actividad ATPasa. La correlacion se mantiene no
obstante para GA, lo que es consecuente con lo reportado por otros laboratorios.

Con el fin determinar si las respuestas observadas son linea-celular especificas o
bien mas generales, se evalud el efecto de las drogas sobre la viabilidad de otra linea
celular de cdncer de prostata, las células C4-2. Las células PC3 son un modelo de
cancer de prdéstata resistente a la castraciéon que no expresan cantidades significativas
de AR (aunque si a su ARNm [259]) comparadas con otras lineas celulares, por lo que
se las considera AR negativas. Por el contrario, las células C4-2 expresan AR [260-262].

En la Figuras 58, 59 y 60 se grafican las curvas de viabilidad para células C4-2,
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mostrando que del subconjunto de compuestos ensayados el Unico que muestra un
efecto importante sobre la viabilidad de las células C4-2 fue, una vez mas, el
compuesto S45. Puede apreciarse nuevamente que no hay una relacion directa entre
el efecto sobre la actividad ATPasa y la viabilidad de las células tumorales.

Si comparamos con las células PC3, las células C4-2 muestran menor
sensibilidad a los compuestos ensayados. Ello podria deberse a la sobreexpresiéon de
una variable de splicing de AR que esta presente en estas células y que carece del LBD
[263], lo que permite la sefalizacion de AR en ausencia de ligando [263-266]. Estas
variables constitutivamente activas son funcionalmente independientes de Hsp90

[266] y las células se muestran mas insensibles a sus antagonistas e inhibidores.

Efecto sobre la viabilidad de células C4-2 de los compuestos
clasificados como inhibidores débiles de la actividad ATPasa de hsp90p
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Figura 58. Efecto de los compuestos sobre la viabilidad de células C4-2 de cdncer de prostata. Se grafican las
curvas de aquéllas drogas clasificadas como “inhibidores débiles” de la actividad ATPasa de Hsp908. Los
resultados se expresan como el promedio £ ES del porcentaje de viabilidad celular respecto a las células tratadas
con vehiculo (grupo control) en funcion de concentracion del compuesto, de al menos tres experimentos
independientes.
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Efecto sobre la viabilidad de células C4-2 de los compuestos
clasificados como inhibidores fuertes de la actividad ATPasa de hsp90f§
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Figura 59. Efecto de los compuestos sobre la viabilidad de células C4-2 de cdancer de préstata. Se grafican las
curvas de aquéllas drogas clasificadas como “inhibidores fuertes” de la actividad ATPasa de Hsp908. Los
resultados se expresan como el promedio + ES del porcentaje de viabilidad celular respecto a las células tratadas
con vehiculo (grupo control) en funciéon de concentracion del compuesto, de al menos tres experimentos
independientes.

Efecto sobre la viabilidad de células C4-2 de los compuestos
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Figura 60. Efecto de los compuestos sobre la viabilidad de células C4-2 de cdancer de préstata. Se grafican las
curvas de aquéllas drogas clasificadas como “estimulantes” de la actividad ATPasa de Hsp908. Los resultados se
expresan como el promedio £ ES del porcentaje de viabilidad celular respecto a las células tratadas con vehiculo

(grupo control) en funcién de concentracion del compuesto, de al menos tres experimentos independientes.
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3.3 EFECTO DE LOS COMPUESTOS SOBRE LA CAPACIDAD MIGRATORIA
DE CELULAS DE CANCER DE PROSTATA.

Una gran variedad de estimulos promueven la localizacion extracelular de Hsp90.
Como ejemplo se pueden citar el dafio al ADN, estrés oxidativo, estrés térmico e
hipoxia entre otros [267-271]. Dentro de las varias funciones que desempefa la
version extracelular de la chaperona, se destaca su participacion en la movilidad
celular. La misma fue evidenciada por primera vez por el grupo de Patsavoudi [272-
275]. Posteriormente se relacioné de manera directa la actividad de Hsp90 con el
proceso de reparacion de herida [271, 275, 276]; el cual estd estrechamente
relacionado con la movilidad y la proliferacion celular, la deposicion y el remodelado
de matriz extracelular, la inflamacion y la neo-angiogénesis [277-279]. Cada uno de
estos procesos se encuentra desregulado y exacerbado en el proceso de desarrolloy la
progresion tumoral, y es en consecuencia que el rol extracelular de Hsp90 cobra
particular relevancia.

Existen numerosas evidencias donde se demuestra que al bloquear la accién de
Hsp90, ya sea por el uso de inhibidores o de un anticuerpo especifico contra la
chaperona, se suprime de manera efectiva la movilidad celular y la invasion de células
tumorales [275, 280, 281]. Por este motivo, se decidié evaluar el efecto de los
compuestos en estudio sobre la migracidn celular de la linea PC3. A través del ensayo
de reparacion de herida (descripto previamente Métodos seccion 15), se estudio al
mismo subgrupo de compuestos con el cual se decidié continuar trabajando en
Resultados seccidn 3.2.

En la Figura 61 se puede observar que, al tratar las células con vehiculo (DMSO),
disminuye la distancia entre los bordes de la lesién con el transcurso del tiempo. Esto
ocurre porque lentamente las células recubren la herida al migrar. Este fendmeno no
es apreciable en las células tratadas con GA (5 uM) y que compuestos inactivos como

S1 no impiden la migracion celular.
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6 h

Figura 61. Migracion de las células PC3 de cdncer de prostata. Se removié mecdnicamente una franja de células
de un cultivo confluente. Las células se incubaron con el compuesto a evaluar (5 uM) o vehiculo. Las fotos son
representativas de al menos tres experimentos independientes.

A continuacidén y segun descripto en Métodos seccién 15, se cuantificd el
progreso de la reparacion y los resultados obtenidos se representan en la Figura 62. Se
puede apreciar que, luego de 6 horas de incubacién, todos los compuestos
semicuantificados en este experimento inhibieron la migracién celular de la linea PC3,
excepto S1. La capacidad de inhibir la migracidn celular tampoco resultdé tan
directamente relacionada con el efecto del compuesto sobre la actividad ATPasa de
Hsp90. Asi, al tratar con los compuestos S7 y S8, ambos estimulantes fuertes de la

actividad ATPasa, se observd una inhibicion mas potente que con el resto de los
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compuestos, pero en el caso de S45, el que muestra una capacidad estimulante de la
actividad enzimatica equivalente a los anteriores, el efecto es menos remarcado. Esto
se exacerba mas en el caso de la inhibicion de la migracion en la linea celular C4-2B, la
gue se muestra en la Figura 63. A diferencia de las PC3, S1 mostré ser activo v,
sorprendentemente, S45 no mostré efecto alguno siendo indistinguible del control
tratado con vehiculo. Aun con las particularidades del caso, los ligandos de Hsp90
mostraron en general el efecto esperado sobre la migracién celular. Como estos
experimentos fueron realizados a un tiempo fijo (6 hs), luego se estudié si sufria
modificaciones en funcion del tiempo. Los resultados se muestran en la Figura 64 vy

demuestran que el efecto inhibidor sobre la migracidén celular es aproximadamente

lineal con el tiempo.

Efecto de los compuestos sobre
la migraciéon de las células PC3
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Figura 62. Efecto de los compuestos sobre la migracion de las células PC3 de cdncer de préstata. Se representa el
porcentaje de cierre de la herida luego de 6 horas de incubacion con el compuesto evaluado (5 uM) o vehiculo.
Los resultados se expresan como la media + SEM de al menos dos experimentos independientes. * Diferencia
significativa p < 0,001. ** Diferencia significativa p < 0,030. La clasificacion de la droga y el codigo de color de las

barras siguen lo explicitado en la Figura 53 para el efecto inhibitorio sobre la actividad de ATPasa.
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Efecto de los compuestos sobre
la migracion de las células C4-2
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Figura 63. Efecto de los compuestos sobre la migracion de las células C4-2B de cdncer de préstata. Se representa el
porcentaje de cierre de la herida luego de 6 horas de incubacion con el compuesto evaluado (5 uM) o vehiculo. Los
resultados se expresan como la media + SEM de al menos dos experimentos independientes. * Diferencia
significativa p < 0,001. ** Diferencia significativa p < 0,050.
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Figura 64. Efecto del tiempo de incubacién con los compuestos (5 uM) sobre la migracion de células PC3 (paneles
superiores) y C4-2B (paneles inferiores). Los paneles de la izquierda muestran a drogas inhibidoras de la actividad
ATPasa de Hsp908 y los de la derecha estimulantes.
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Una de las principales caracteristicas tanto de Hsp90 como de las IMMs es en
cuanto a la organizacion de la estructura de la célula dada su capacidad de actuar con
todos los componentes responsable de la misma, esto es microtubulos,
microfilamentos y filamentos intermedios [282]. Es por ello que cuando se afecta la
funcionalidad de estos heterocomplejos las células presentan cambios morfoldgicos
por desarreglos del citoesqueleto y se afecta la capacidad migratoria e invasiva de la
célula. Esto es particularmente importante en el caso de los microfilamentos ya que la
polimerizacién de actina en el frente de migracién empuja la membrana hacia delante
(proceso llamado extensidn). Luego sobreviene la adhesién por la cual algunos
lamelipodios se unen al sustrato y forman contactos focales firmes. Ello permite la
translocacién del cuerpo celular cuando el nucleo y el citosol se mueven hacia delante
por mecanismos aun no muy bien definidos pero que se sabe implican a la miosina, la
gue también es una proteina cliente de Hsp90. Finalmente, se da el despegue del
extremo posterior de la célula, el que se retrae sobre el cuerpo celular y a veces hasta
deja tras de si fragmentos de membrana. Todo este proceso involucra tanto a Hsp90
como a IMMs como FKBP51 y FKBP52. Fue por ello que decidimos analizar si estos
compuestos sintéticos modificaban de la manera prevista a los microfilamentos. Para
visualizar estructuras del citoesqueleto, se utilizaron las células C4-2B ya que
presentan un citoplasma mas prominente que las PC3. Se trataron con faloidina
marcada con Alexa 633, una droga que tifie especificamente a los filamentos de actina.
La Figura 65 muestra que GA altera grandemente la arquitectura de las células, las que
cambian drdsticamente su morfologia, se redondean y se contraen. El compuesto S42
(un inhibidor “fuerte”) muestra células fusiformes y también contraidas, mientras que
S45 (“estimulante”) que no mostré sin embargo efectos importantes sobre la
migracion celular, genera células redondeadas con acumulos de actina en el area
perinuclear. Por otra parte, (un inhibidor “leve” como S31 y que afectd la migracion
(Figura 64), muestra un fuerte efecto disruptor de la forma y tamafo de las células
prostaticas. En contraposicidn, S17, un inhibidor “débil”, no altera significativamente la
morfologia celular, la que es mas parecida a la del control. En conclusion, las drogas
afectan la morfologia celular al afectar la integridad funcional de los complejos

Hsp90eIMM asociados a la citoesqueleto, pero nuevamente no se guarda una relacién
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directa con su capacidad de inhibir la actividad de ATPasa de la chaperona, dogma

central que ha dominado el campo por varios afios.

Figura 65. Efecto de los compuestos sobre el citoesqueleto de actina de células C4-2B. Las células se trataron con
el compuesto a evaluar (5 uM) o vehiculo (DMSO) durante 48 hs.

En un contexto fisioldgico, la movilidad celular se encuentra estrechamente
ligada con la remodelacidon de la matriz extracelular; ambas funciones son esenciales
para el proceso de reparacién de una herida. Enzimas proteoliticas como las
metaloproteasas (MMPs), disminuyen la adhesion celular a la [dmina basal; facilitando
asi, la movilidad celular requerida para la reparacion de la herida [273, 283]. Este
proceso fisioldgico es cooptado en cancer, permitiendo el desarrollo de metastasis
[284-286].

Teniendo en cuenta la capacidad de ambas Hsp90 [280, 287-291] y las IMMs
FKBP51 y FKBP52 [185] de regular la expresion y la actividad de varios miembros de la
familia de las MMPs, se decidid evaluar el efecto de los compuestos sobre la actividad
gelatinolitica presente en el medio condicionado por células PC3. En la Figura 66 se
evidencia que, excepto el caso de S7, el tratamiento con los compuestos mostré una

tendencia inhibitoria sobre la actividad de MMP-9, siendo GA el inhibidor mas
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eficiente. Curiosamente, S7 resultd ser un buen inhibidor de la migracién de esta linea
celular. Consistentemente con los resultados obtenidos previamente, no se evidencia

relacion entre la capacidad del compuesto para disminuir la actividad de MMP-9 y su

efecto sobre la actividad ATPasa de Hsp90.

Efectos de los compuestos sobre la actividad de MMP-9

150 1

- Estimulante
D Inhibidor leve
- Inhibidor Fuerte

T T

Actividad MM P-9
(% respecto al control)

DMSsO GA S1 S3 s7 s8 S$31 S42 S45

Compuesto (5 uM)

Figura 66. Efecto de los compuestos sobre la actividad de MMP-9 presente en el medio de cultivo condicionado
por las células PC3. Se representa el porcentaje de actividad gelatinolitica respecto a la actividad presente en el

medio condicionado por células incubadas con vehiculo (DMSO). Los resultados se expresan como la media +
SEM de al menos dos experimentos independientes.

3.4 EFECTO DE LOS COMPUESTOS SOBRE LA TRANSLOCACION DE LOS
RECEPTORES DE GLUCOCORTICOIDES Y ANDROGENOS

En la seccidn 1.1 de Resultados, se demostré que en presencia de hormona el
receptor de glucocorticoides migra rapidamente del citoplasma al nucleo (Figura 23).
Dicho transporte, se ve afectado por todo aquello que irrumpa la interaccidon del

heterocomplejo con la maquinaria motora; por ejemplo, la sobreexpresion de
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proteinas TPR que siendo incapaces de unir dineina, desplazan por competencia a
FKBP52 del Unico sitio aceptor de dominio TPR presente en el dimero de Hsp90.

La inhibiciéon de Hsp90, a través del tratamiento con GA, también provoca un
retraso en la translocacién nuclear de GR [34, 115, 292]. Por lo tanto, se decidid
evaluar el efecto de los compuestos sobre la importacion de GR. Para ello, las células
se pre-incubaron con el compuesto por 30 minutos antes de su induccién con Dexa.

En la Figura 67 se observa que, en contraposicion a GA, ninguno de los
compuestos estudiados retrasd significativamente la translocacién del receptor al
nucleo en las condiciones ensayadas. En la Figura 68, se puede observar que los
compuestos no tuvieron un efecto apreciable sobre la actividad transcripcional de GR,

excepto S31 que muestra una tendencia a estimular la misma.

- Dexa -— + Dexa

Control

- Estimulante
D Inhibidor leve

Inhibidor Fuerte

50 ]

Porcentaje de Células con
Fluorescencia Nuclear

DMSO GA s7 S8 S$45 S1 $31 s3 542

Dexa (10 nM)

Figura 61. Importacion nuclear de GFP-GR. Células HEK 293T transfectadas con GFP-GR, fueron pre-incubadas con
el compuesto a evaluar (1 uM) o vehiculo (DMSO) durante 30 min.; y luego incubadas con 10 nM Dexa durante
30 min. Las fotos son representativas de al menos 100 células analizadas por experimento, en tres experimentos

independientes. Los resultados se expresan como el promedio de células con fluorescencia nuclear + SEM.
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Actividad Transcripcional GR

150
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(3]
o
1

Actividad Luciferasa /
Actividad P-Galactosidasa (U.A)

o
L

DMSO DMSO GA S1 S3 S7 S8 S17 S31 S42 S45

Dexa (10 nM)

|
Figura 68. Efectos de los compuestos sobre la actividad transcripcional de GR. Células HEK 293T fueron co-
transfectadas con GR, MMTV-Luc y B-Gal. Se preincubaron. con el compuesto a evaluar (1 uM) por 30 min. La
induccion se llevé a cabo con 10 nM de Dexa. Los resultados se expresan como la media * ES, de al menos tres
experimentos independientes, en unidades arbitrarias (U.A.) resultado del cociente entre la actividad de

luciferasa /6-Gal. * Diferencia significativa (p < 0.001). ** Diferencia significativa (p = 0.016).

Resultados equivalentes se obtuvieron cuando el receptor ensayado fue AR (no
mostrados). Tomados en su conjunto, estos resultados cuestionan la relacién directa

entre la actividad ATPasa de Hsp90 y su funcién bioldgica.

DISCUSION

En respuesta a distintas condiciones de estrés la célula responde
incrementando la produccién de una familia de proteinas llamadas chaperonas
moleculares. El rol esencial de estas moléculas es asistir a proteinas cuyo plegamiento
es incorrecto, lo cual provee a la célula de tiempo para compensar el daifo producido
por el agente estresor. Hsp90 es una chaperona molecular que posee baja afinidad por

proteinas mal plegadas. Su funcidn bioldgica estd centrada en estabilizar a proteinas
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en su conformacién activa a proteinas que ya poseen una estructura tridimensional
estable. Entre sus proteinas cliente se encuentran proteinas clave en el desarrollo y la
progresion tumoral, de manera tal que se considera a la célula tumoral adicta a Hsp90.
En consecuencia, se ha convertido en un prometedor blanco terapéutico en el
tratamiento del cancer.

Debido a que el tratamiento con GA (un potente inhibidor de su actividad ATPasa)
afecta la mayor parte de los procesos regulados por Hsp90, se considera que dicha
actividad es fundamental para su accion bioldgica. Por lo tanto han sido disefiados,
sintetizados y probados una gran cantidad de inhibidores de la actividad ATPasa de
Hsp90 en ensayos preclinicos. Algunos de ellos han mostrado resultados
prometedores en ensayos clinicos, sin embargo aun quedan por resolver los efectos
secundarios indeseados (para actualizacion recientes ver [207]).

En el transcurso de este capitulo se han ensayado una serie de compuestos disefiados
como potenciales inhibidores de la actividad ATPasa de Hsp90. Segun nuestros
resultados 20 de los mismos disminuyen en al menos un 25% la viabilidad de la linea
celular PC3, modelo de cancer de préstata resistente a la castracion o CPRC. Queda por
determinar si estos resultados se deben a que los compuestos provocan la muerte
celular o poseen un efecto antiproliferativo. Sin embargo, otra linea celular modelo de
CPRC (C4-2) fue menos sensible al tratamiento con los compuestos. Esta diferencia
ejemplifica las distintas dependencias a la chaperona que existen para distintos tipos
de cancer, incluso derivando a partir del mismo tejido.

Por otro lado encontramos que 5 compuestos (S3, S8, S31 Y S42) inhiben de
manera significativa la capacidad migratoria de las lineas PC3 y C4-2B, los cuales
ademas muestran una tendencia inhibitoria sobre la actividad gelatinolitica de MMP-9
secretada por las PC3 (Figura 66). Sorprendentemente, ninguno de ellos fue capaz de
afectar el trafico de GR (Figura 67), o su actividad transcripcional (excepto por S31)
(Figura 68). Ensayos preliminares no incluidos en este capitulo, mostraron resultados
similares para AR, sugiriendo que el tratamiento con estos compuestos podria dejar
inalterada la regulacion de ambos receptores. Si bien el efecto de la droga sobre la
actividad de ATPasa de Hsp90 utiliza a la proteina pura y por ende es una evidencia
directa de la interaccion droga-proteina, podria especularse que la falta de efecto de

algunos compuestos en células intactas es la consecuencia de una pobre o nula
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permeabilidad a través de la membrana plasmatica. Observando las estructuras de las
drogas y su alta solubilidad en solventes organicos, no parece ser este el caso,
deberian atravesar la membrana plasmatica sin problemas. No obstante, se me evalué
el coeficiente de permeabilidad en células MDCK (Schoredinger QuickProp Programme
2.0, Camberley, UK) y se le midié la particion octanol/agua (P o/w) a algunos de ellos,
analizdndose de manera comparativa a los cuatro que mostraron menor
permeabilidad (S8, S9, S29 y S35), la que es al menos un orden de magnitud menor que
la del resto de los compuestos. La Tabla 5 ilustra también el efecto sobre la viabilidad

(entre paréntesis se indica la figura que muestra ese dato).

TABLA 5. Polaridad de algunos compuestos.

COMPUESTO LOG P(o/w) Permeabilidad Viabilidad *
(nmoles/seg)
S8 1,54 13,3 Bueno (Fig.56)
S9 2,06 35,2 Débil (Fig.69)
S29 1,28 2,53 Bueno (Fig.69)
$35 0,64 6,50 Débil (Fig.54)
S1 3,13 2067 Débil (Fig.55)
S7 1,99 406,7 Bueno (Fig.56)

* Ver un esquema integrado para los cuatro derivados menos permeables en la Figura 69.

En la Figura 69 se resumen las curvas de viabilidad para células PC3 de los
compuestos menos permeables. S8 posee un efecto equivalente al de GA, mientras
gue los otros compuestos son menos potentes y con un efecto maximo mas débil. Sin
embargo, S8 posee un grado de penetrabilidad en las células muy bajo comparado con
compuestos normales como, p.ej., S7 que muestra un efecto similar sobre la viabilidad
(Figura 56) y S1 que no muestra efecto alguno (Figura 55). Estos ultimos también
poseen efectos diferenciales en los ensayos de recuperacion de herida: S7 tiene buen
efecto (similar al de S8), mientras que S1 es directamente inactivo (Figura 62). Si a
estas evidencias le sumamos las mediciones de actividad de ATPasa que no dependen

de la permeabilidad, concluimos que las diferencias no se deben a diferentes grados de
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permeabilidad, lo cual ya resultaba intuitivo observando las estructuras de los

compuestos.
Efecto sobre la viabilidad de células PC3
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Figura 69. Curvas comparativas de viabilidad para los cuatro compuestos con menor grado de permeabilidad en
las células. Notar las diferencias entre estas curvas a pesar de poseer todos una permeabilidad semejante, en
particular aquél con muy buen efecto (58) y los menos activos

En resumen, encontramos un conjunto de compuestos con efectos deletéreos
sobre mecanismos relacionados con la sobrevida, la movilidad y la invasion de células
tumorales. Los cuales, ademas, no afectarian aparentemente la regulacién de los RE.
Sin embargo, y de manera sorprendente, no se evidencia una relacion directa entre la
capacidad de inhibir la actividad ATPasa de Hsp90 in vitro y el efecto sobre el proceso
celular. La falta de relaciéon que advertimos podria deberse a multiples factores. En
primera instancia los efectos observados sobre los procesos celulares podrian estar
relacionados a la isoforma a de Hsp90, la cual es inducida por estrés. Es una asignatura
pendiente de este trabajo ensayar el efecto de los compuestos sobre la misma.

Por otro lado, cabe la posibilidad que la actividad ATPasa de Hsp90 no esté
directamente relacionada a la regulacién de estos procesos, sino que ciertos

compuestos como GA y sus derivados sean capaces de afectar ambas actividades.
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Los resultados obtenidos permiten seleccionar un conjunto de compuestos
prometedores para la realizacion de ensayos in vivo. Los mismos son sin duda un
pequeiio avance en el desarrollo de nuevas drogas para el tratamiento de diversos

tipos de cancer.
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El estudio de cdmo macromoléculas como el ARNs y proteinas solubles se
transportan en el citoplasma hacia el nucleo fue motivo de controversia durante
muchos afos. Siempre se asumio que la fuerza motriz del mismo era la simple difusién
[293-296]. El pasaje al nucleo se daria por choques azarosos de la proteina-cargo con
componentes solubles y estructurales del poro (importinas y nucleoporinas), las que
reconocen a las “cargas” que poseen una sefial de localizacién nuclear favoreciendo asi
su translocacion. Segun el modelo convencional, la concentracién de estas proteinas
en el nucleo ocurre porque quedan atrapadas en sus sitios de accion por interacciones
proteina-proteina y/o ADN-proteina, lo que desplazaria el equilibrio del factor soluble
hacia ese compartimiento. La microinyeccion citoplasmatica de particulas de dextrano
de 500-kDa (similares en tamafio a complejos proteicos) marcadas con una molécula
fluorescente demostraron que, ain con ese tamafio, pueden difundir en el citoplasma
[297], lo que apoyaria la teoria anterior. Sin embargo, estudios con particulas virales o
fragmentos de ADN de menor tamafio que los virales demostraron que la velocidad de
migracion citoplasmatica por simple difusion es entre 17 y 100 veces menos eficiente
gue en un medio acuoso convencional [296, 298, 299]. La microinyeccion en los axones
de proteinas marcadas con una sefial de localizacidon nuclear hace que la misma deba
retrotransportarse de manera activa a lo largo de los filamentos del citoesqueleto ya
gue de lo contrario, se ha calculado que demoraria afios en llegar al nucleo [300]. Ello
es indicativo que la difusion podria ser un medio de transporte pero sélo para
distancias muy cortas. De hecho, resultados de nuestro laboratorio demostraron que
cuando GR debe ser retrotransportado en neuronas, se degrada via proteasoma a lo
largo del camino, de no mediar procesos activos [168]. Desde el punto de vista
biolégico, ademas, la difusidn simple haria que la proteina se disemine azarosamente
por todo el compartimiento celular en la medida que se va acumulando en el ntcleo,
quitandole eficiencia al proceso de retrotransporte. Nuestro laboratorio fue el primero
en proponer un modelo que hoy es ampliamente aceptado por el cual el complejo
formado por la chaperona Hsp90 y su co-chaperona FKBP52 hacen de cadena de
traccion de los RE en su transito hacia el nucleo, siendo éste mediado por el complejo
motor de dineina/dinactina (ver [47, 96] para revisiones recientes). Como
consecuencia, la velocidad de translocacién nuclear de GR se reduce al menos un

orden de magnitud comparado con el receptor retrotransportado por simple difusién
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(t1/2de 5 min vs. 50 min). Estudios previos del laboratorio demostraron esto en células
tratadas con agentes despolimerizantes de microtubulos, microfilamentos y filamentos
intermedios, es decir, en células sin citoesqueleto, tal que la Unica posibilidad de
movimiento sea la difusidn. La interaccion Hsp90eFKBP52 se da gracias a la existencia
de un sitio aceptor TPR en el dimero de Hsp90 que incluye a la secuencia MEEVD de su
C-terminal, la cual reconoce a una Arg esencial de los dominios TPR. Dada la similitud
estructural entre la IMM inhibitoria FKBP51 y la favorecedora del transporte FKBP52
(Figura 9), ambas compiten por tal sitio regulando de unién a Hsp90 regulando asi el
transito citoplasmatico de los RE y los sitios de anclado nuclear [40, 301].

Aqui analizamos a otras tres proteinas con dominios TPR: a)-PP5, una Ser/Thr
fosfatasa que cuenta ademas con un sitio PPlasa como el de las FKBPs y que por ello se
la incluye como pariente cercano de esta familia (es una ‘IMM-like protein’); b)-14-3-
30, la que no es estrictamente una proteina con dominios TPR pero que posee
semejanzas estructurales con ellas (Figura 11); y c)- SGTla, una proteina TPR
propiamente dicha pero que, a diferencia del resto, no involucra su dominio TPR en la
interaccion con Hsp90 sino a su dominio CS (Figura 12). A su vez, analizamos los
efectos de éstas sobre GR y AR, receptores cuyo balance de roles en células prostaticas
es relevante para la carcinogénesis prostatica.

Se demuestra que a pesar de que PP5 muestra semejanza estructural con
FKBP52 y es capaz de interaccionar con dineina via su dominio PPlasa (Figura 24), la
sobreexpresidon de la misma produce una redistribucién del receptor entre el
citoplasma y el nucleo en ausencia de hormona, estando el equilibrio mas desplazado
hacia el nucleo que en condiciones normales. Una posibilidad es que, al igual que el
caso de FKBP52, PP5 favorezca el anclado del receptor a estructuras nucleares. Notar
gue se logra un equilibrio de distribucién equivalente entre el citoplasma y el nucleo
(~50% de la poblaciéon de receptor en cada uno) (Figura 36), el que es bastante
diferente al del control, situacidén en la que se exporta casi el 80% de la poblacién de
receptor nuclear.

Las curvas de importacién de la Figura 27 en células que sobreexpresan al
péptido TPR de PP5 ya nos muestran que el receptor parte desde un equilibrio muy
desplazado hacia el citoplasma, alcanzandose la misma localizacidon nuclear que en el

caso del control, pero a tiempos bastante mayores (~45 min vs ~10 min,
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respectivamente). La exportacion, por otra parte, se aceleré notablemente con el
péptido TPR (Figura 34). Esto es muy diferente a lo observado con la proteina PP5
intacta, indicando claramente que su dominio TPR compite funcionalmente por la
asociacion del receptor con Hsp90. Fisiolégicamente, este efecto del péptido TPR
podria ser ejercido por 14-3-3c, tal que la induccion de su expresidon genere una
deslocalizacién similar del receptor. Normalmente, los niveles basales de 14-3-3c en
células normales es muy bajo (casi indetectable), y puede ser normal en ciertos tipos
de canceres, pero en otros casos se induce mucho [302]. Esto es variable con el
sistema experimental, por ejemplo, la proteina tiene un muy bajo nivel de expresién
en cancer de mama [303, 304], higado [305], piel [306], endometrio [307] y préstata
[218, 308], pero estd fuertemente expresada en cancer de cérvix [309], colon [310,
311], estémago [311], y pancreas [312, 313].

Se ha descripto que el silenciamiento del gen de 14-3-3c¢ también ocurre por
hipermetilacion [147], lo cual es considerado como un evento temprano en varios
procesos malignos. Por otra parte, 14-3-3c se induce por irradiacidon-y o el uso de
agentes que dafian al ADN [136, 145]. La secuencia promotora del gen que codifica
para 14-3-3c hay un elemento que responde a p53 y este efecto inductor seria
dependiente de este factor proapoptdtico.

El otro efecto importante de las proteinas TPR ademas de regular la localizacién
subcelular de factores nucleares, ocurre a nivel transcripcional. Es asi que en estudios
previos, FKBP51 y FKBP52 (las mismas proteinas TPR relacionadas al transporte de los
RE) mostraron efectos antagdnicos sobre la transcripcién dependiente de esteroide
[301] asi como en la respuesta de NF-kB [185], siendo FKBP52 un factor neutro o
estimulante y FKBP51 inhibitorio, excepto para el caso de AR [117] en el que es
estimulante. Debido a que existen proteinas como la parvulina Pinl que estdn
emparentadas con las inmunofilinas y muestran capacidad regulatoria sobre la
transcripcidén, y son a su vez reclutadas a sitios activos [229], en estudios previos
postulamos y demostramos que ambas, FKBP51 y FKBP52, participan de una accion de
tipo ying-yang en sitios promotores de genes que responden a NF-kB. Por tal motivo
hipotetizamos que las mismas proteinas TPR aqui estudiadas podian ejercer efectos

sobre la transcripcion de GR y AR. Analizada la literatura al respecto, nos encontramos
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con reportes que agregan confusidn antes que elucidacidn del tema ya que los mismos
son altamente discrepantes y opuestos en sus conclusiones, como ya se comento en el
capitulo 2. Acorde a nuestros propios datos, tanto PP5 como 14-3-3c mostraron curva
bifasicas en su efecto activador sobre GR, lo cual explica bastante respecto de las
mencionadas discrepancias ya que los niveles de expresién de ambas proteinas
pueden variar significativamente segun el tipo celular y la etapa del ciclo en la que se
encuentran. Este factor nunca fue considerado en ninguno de los estudios ya
publicados a la fecha en este campo. Por otra parte, PP5 activé a AR mientras que 14-
3-36 se mostré como inhibidor de AR. Tomados en su conjunto, y considerando el
pobre nivel de expresion de 14-3-3c en células prostaticas y la elevada expresién de
PP5 en las mismas, estas observaciones podrian tener importancia en el balance de
actividad AR/GR en el cancer prostatico, situacion en la que hay un mayor grado de
expresion de PP5 respecto de células normales [221], a la vez que 14-3-3G, como ya se
menciond, muestra niveles de expresion casi indetectables. Ello favoreceria la mayor
actividad del factor pro-oncogénico, AR (favorecido por PP5 y no inhibido por 14-3-3c)
y la menor actividad de su factor de contrabalance funcional, GR, el que no se veria
activado por 14-3-3c vy, respecto de PP5, si estuviera muy inducida como es el caso en
estas células [221], podria caer en la parte descendente de la curva bifasica, todo lo
cual favoreceria la progresion tumoral en la prostata.

Como ya se adelantd en el capitulo 3, utilizar a las proteinas TPR como blancos
farmacoldgicos tiene al presente el inconveniente de no contar con drogas que sean
especificas, y siendo los efectos de estas proteinas antagdnicos en varios casos, se
estarian estimulando e inhibiendo las mismas vias de sefializacion al mismo tiempo.
Siendo que las proteinas TPR constituyen una unidad funcional con Hsp90, esta
chaperona puede ser el blanco alternativo. Fue por ello que en un trabajo en
colaboracién con el Dr. Sayan Gupta se disefiaron drogas que pudieran unirse a Hsp90
e inhibir su actividad de ATPasa, a la que histéricamente se la correlacioné de manera
directa con el resto de las propiedades de la chaperona ya que las que clasicamente se
han utilizado (geldanamicina, 17-AAG, radiciol, etc.) son todas inhibidoras de tal
actividad. En el conjunto de compuestos aqui ensayados, claramente demostramos
que, aunque ese dogma haya sido heuristico para el avance del conocimiento en este
campo, no es correcto. Como ya se analizé en detalle al final del capitulo anterior, no
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existe correlacion directa entre la capacidad inhibitoria de la actividad de ATPasa y la
inhibiciéon de las propiedades bioldgicas de esta chaperona. Mas alld del dato
académico que ello representa, desde el punto de vista practico podemos decir que se
encontraron drogas nuevas que poseen efectos inhibitorios in vitro sobre la actividad
enzimatica, siendo algunas tan eficientes como GA (p.ej. S3 y S22) y otras
significativamente mas efectivas, como S15. También se encontraron compuestos que
fueron capaces de disminuir la viabilidad de las células prostaticas. Por ejemplo, S8 y
S31 para células PC3 y S45 para ambas lineas (PC3 y C4-2), debiéndoselos ensayar in
vivo en un paso subsiguiente. Para ello, ya estamos criando ratones inmunodeficientes
de la cepa Squid/Nod con el objeto de hacer estos estudios en cultivos xenograficos,
no solamente en cuanto a velocidad de crecimiento tumoral y masa tumoral, sino
también respecto de la motilidad celular (y eventualmente, invasividad), ensayos en
los que el compuesto S8 mostré promisorias cualidades (Figura 61), asi como la
mayoria de las drogas ensayadas en la Figura 66 para la actividad de MMP9 (proteasa
dependiente de una Hsp90 funcional para su actividad [289]).

Debe remarcarse el hecho que, a diferencia de GA, los compuestos activos para
los ensayos arriba mencionados se mostraron incapaces de prevenir la translocacion
nuclear de los RE y su actividad transcripcional, lo que seria una ventaja respecto de las
drogas clasicas que afectan a todos los procesos por igual, produciendo eventualmente
efectos secundarios no deseados. A su vez, el desarrollo de drogas especificas para
cada IMM esta en marcha [314], pero los resultados hasta el momento no han logrado

la deseada especificidad de accion.
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