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Estudio del rol de la proteina VMP1 en los procesos de autofagia,

muerte v sobrevida celular en la fisiopatologia pancreatica.

La autofagia es un proceso de degradacion de componentes citoplasmaticos que en
algunos casos puede jugar un rol citoprotectivo, mientras que en otros puede llevar a
la muerte celular. En trabajos previos hemos descripto a la proteina transmembrana
VMP1, la cual se encuentra inducida en la pancreatitis experimental. Con el objetivo de
determinar su funcién, se estudié su participacion en el proceso de autofagia. Los
resultados obtenidos en esta tesis demostraron que la sobreexpresiéon de VMP1
induce autofagia en células cultivadas en un medio rico en nutrientes. Ademas, VMP1
estd involucrada en la autofagia inducida por ayuno y rapamicina. Mas aun, el
silenciamiento de VMPL1 inhibe la formacién de autofagosomas por el tratamiento con
ayuno o rapamicina sugiriendo que VMP1 es necesaria para la autofagia.

Alun no ha sido esclarecido el rol de la autofagia en el cancer de pancreas. Los
estudios desarrollados en este trabajo sobre la autofagia y VMP1 en el cancer de
pancreas, indican que el tratamiento con gemcitabina induce autofagia en las lineas
celulares de cancer de pancreas PANC-1 y MIAPaCa-2, y que este proceso promueve
la muerte celular por apoptosis. La inhibicién de la autofagia con 3-metiladenina redujo
significativamente el porcentaje de células apoptéticas en respuesta a la gemcitabina.
También se observo que la gemcitabina induce la expresién temprana de VMP1, que
el silenciamiento de VMP1 disminuye la apoptosis inducida por este agente
guimioterapéutico y que la sobreexpresion de VMP1 aumenta significativamente el
porcentaje de células apoptéticas. Estos resultados demuestran que la via de
autofagia mediada por VMP1 participa en la muerte celular por apoptosis inducida por
gemcitabina. Con el objetivo de profundizar el estudio de los mecanismos moleculares

mediante los cuales VMP1 interviene en la sobrevida o muerte celular, se buscaron



interactores de esta proteina utilizando la estrategia de doble hibrido. Se demostr6 que
VMPL1 interacciona con S100A10, un miembro de la familia de proteinas S100 que se
encontré sobreexpresado en adenocarcinomas pancreaticos. También se observd que
la expresion basal del mMRNA de S100A10 en las células MIAPaCa-2 es mayor que en
las células HelLa. S100A10 se induce bajo estimulos autofagicos, como el tratamiento
de ayuno y la gemcitabina, en células HelLa, pero no en las células tumorales
MIAPaCa-2, sugiriendo que en estas su expresion se encuentra desregulada.

El analisis del rol de la interaccion VMP1-S100A10 en las células tumorales mostré
gue la sobreexpresion de VMP1 induce la expresion del mRNA de S100A10,
sugiriendo que S100A10 forma parte de la respuesta celular mediada por VMPL.
Cuando la proteina sobreexpresada es S100A10, se modifica la distribucion
intracelular de VMP1, disminuyendo su patron punteado caracteristico y aumentando
la distribucion en una estructura reticulada semejante al reticulo endoplasmico.
Finalmente se investigd la participacion de S100A10 en el proceso de autofagia
mediado por VMP1. Se observé que la sobreexpresion de S100A10 disminuye la
formacion de autofagosomas tanto en respuesta al tratamiento con gemcitabina como
ante la induccién directa por la sobreexpresion de VMP1. Se determiné también que
S100A10 reduce la apoptosis inducida por gemcitabina, ya que su silenciamiento
aumentd la apoptosis causada por este agente quimioterapéutico. Por lo tanto, la
expresion de S100A10 disminuye la autofagia y la apoptosis mediadas por VMP1,
favoreciendo la resistencia a la muerte de las células de cancer de pancreas.

Los resultados de este trabajo contribuyen a elucidar el rol de la autofagia en el cancer
de péancreas, sefialando a la autofagia mediada por VMP1 como un mecanismo
molecular que conduce a la muerte por apoptosis de las células neoplasicas de origen
pancreatico, y a la proteina S100A10 como un mecanismo posible de supervivencia de
las células de cancer de péncreas, que actua disminuyendo la capacidad de

desarrollar autofagia y apoptosis. En base a los resultados obtenidos, proponemos a la



via de autofagia mediada por VMP1 como posible blanco para el estudio de nuevas

estrategias terapéuticas para el cancer de pancreas.
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Study of the role of protein VMP1 in the process of autophaqgy, death

and cell survival in the pancreatic physiopathology.

Autophagy is a process of degradation of cytoplasmic components, in some cases can
play a cytoprotective role, while in other cases can lead to cell death. In previous works
we have described the transmembrane protein VMP1, which is induced in experimental
pancreatitis. In order to determine its function, its participation in the process of
autophagy was studied. The results obtained in this thesis showed that overexpression
of VMP1 triggers autophagy in cells grown in a culture media rich in nutrients. VMP1 is
also involved in starvation or rapamycin-induced autophagy. Moreover, the silencing of
VMP1 gene inhibits the formation of autophagosomes by starvation or rapamycin
treatments, suggesting that VMPL1 is necessary for autophagy.

The role of autophagy in pancreatic cancer has not been clarified yet. Studies
developed in this work on autophagy and VMP1 in pancreatic cancer indicate that
treatment with gemcitabine induces autophagy in PANC-1 and MIAPaCa-2 pancreatic
cancer cell lines, and this process promotes cell death by apoptosis. Inhibition of
autophagy with 3-methyladenine significantly reduced the percentage of apoptotic cells
in response to gemcitabine. It was also observed that gemcitabine induces early
expression of VMP1l. Furthermore, the silencing of VMP1 reduces this
chemotherapeutic agent-induced apoptosis and VMP1 overexpression significantly
increases the percentage of apoptotic cells. These results demonstrate that the
pathway of VMP1-mediated autophagy participates in apoptotic cell death induced by
gemcitabine. With the aim of study the molecular mechanisms by which VMP1
participates in cell death or survival, interactors of this protein were searched using the
two-hybrid strategy. It was shown that VMP1 interacts with S100A10, a member of the

family of proteins S100 found to be overeexpressed in pancreatic adenocarcinoma. It



was also noted that the basal expression of the S100A10 mRNA in MIAPaCa-2 cells is
higher than in HelLa cells. S100A10 is induced under autophagic stimuli such as
starvation or treatment with gemcitabine in HelLa cells, but not in MIAPaCa-2 tumor
cells, suggesting that in these cells its expression is unregulated. The analysis of the
role of VMP1-S100A10 interaction in tumor cells showed that the overexpression of
VMP1 induces S100A10 mRNA expression, suggesting that S100A10 is part of the
VMP1-mediated cell response. When S100A10 protein is overexpressed, VMP1
intracellular distribution is modified, lowering its characteristic dotted pattern and
increasing distribution in a reticulated structure similar to the endoplasmic reticulum.

Finally the involvement of S100A10 in the process of autophagy mediated by VMP1
was investigated. It was found that S100A10 overexpression reduces the formation of
autophagosomes induced by gemcitabine treatment or by VMP1 overexpression. It
was also determined that S100A10 reduces gemcitabine —induced apoptosis, since its
silencing increased apoptosis caused by this chemotherapeutic agent. Therefore, the
expression of S100A10 reduces the autophagy and apoptosis mediated by VMP1,
increasing death resistance of pancreatic cancer cells. The results of this work
contribute to elucidate the role of autophagy in pancreatic cancer, pointing out VMP1-
mediated autophagy as a molecular mechanism leading to death by apoptosis of
neoplastic pancreatic cells, and protein S100A10 as a possible survival mechanism of
pancreatic cancer cells, which acts decreasing the ability to develop autophagy and
apoptosis. Based on these results, we postulate the pathway of VMP1-mediated
autophagy as a possible target for the study of new therapeutic strategies for

pancreatic cancer.
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Introduccién

CANCER DE PANCREAS

El cancer de pancreas es uno de los tumores malignos con peor prondstico. En
Estados Unidos de América se diagnostican entre 28.000 y 30.300 nuevos casos
anuales de cancer pancreético y se produce aproximadamente el mismo nimero de
muertes por esta enfermedad [Greenlee R y col., 2001; American Cancer Society
2002]. Si bien los adenocarcinomas ductales constituyen menos del 2% de nuevos
casos de cancer en los Estados Unidos, son la quinta causa de muerte relacionada
con el cancer [Parker SL y col., 1997]. La razén de este grave prondstico se relaciona
en parte con su insensibilidad a la quimioterapia, radioterapia e inmunoterapia.

La mayoria de los pacientes se presenta con la enfermedad en su Ultima etapa. Asi,
aunque la reseccion quirdrgica puede producir tasas de supervivencia de hasta el
40%, la mayoria de pacientes con adenocarcinoma pancreatico realmente no son

elegibles para cirugia [Yeo CJ y col., 1995].

El adenocarcinoma ductal es la forma mas comin de cancer pancreatico. La tasa de
incidencia anual para todos los tipos de cancer pancreatico es de aproximadamente 9
nuevos casos cada 100.000 personas, ocupando el 11* lugar entre los diferentes tipos
de cancer [Greenlee R y col., 2001]. El pico de incidencia ocurre durante la séptima y
octava década de vida, siendo la edad promedio de diagndstico de 60 a 65 afos. La
tasa de incidencia es ligeramente mayor en hombres que en mujeres (riesgo relativo
1,35) [Ahlgren JD, 1996]. La sobrevida en pacientes con cancer pancreatico sin tratar
es muy baja. Para todas las fases combinadas, la tasa de sobrevida de 1 afio es del
19%, mientras que la tasa de sobrevida de 5 afios baja a un 4% [Greenlee R y col.,
2001], esto también se debe al desarrollo tardio de sintomas clinicos. Asi, el 80% de

los casos de cancer de pancreas son metastasicos al momento del diagndstico.



Introduccién

La reseccion quirargica es la mejor posibilidad para la cura del cancer pancreatico,
mejorando la tasa de supervivencia de 5 afios al 40 % cuando es realizado en
instituciones especializadas [Sohn TA vy col., 2000]. En los Estados Unidos las tasas
de incidencia de cancer pancreatico aumentaron al triple entre 1920 y 1978, un
aumento que también ha sido observado en otros paises desarrollados. Una parte de
este aumento puede explicarse por un diagndstico mas preciso y una mejor vigilancia
de la enfermedad [Devesa S y col., 1995]. Desde 1978, las tasas de incidencia para
hombres y mujeres han disminuido ligeramente y parecen haberse estabilizado en los
niveles actuales.

Son pocas las publicaciones que analizan el cancer de pancreas en Argentina, siendo
una ellas la evaluacién de 208 casos de cirugia clinica publicada por Tiscornia
[Tiscornia y col., 1965]. Por otro lado, segun el “Atlas de mortalidad de cancer en
Argentina” elaborado por el Ministerio de Salud de la Nacién y el Instituto de Oncologia
Dr. Angel H. Roffo en el periodo 1997-2001 la tasa de mortalidad anual por cancer de
pancreas fue de 7,8 en varones y de 5,5 en mujeres (expresada en muertes/100.000

personas), siendo en ambos casos la 5% causa de muerte por cancer.

Muchos estudios han encontrado que existe una relacion entre ciertas exposiciones
ambientales y casos de cancer pancreatico, incluyendo el fumar cigarrillos, el humo de
tabaco ambiental, y la exposicion a ciertos quimicos [Gold EB y col., 1998]. Los
fumadores tienen un riesgo aumentado de 2 a 3 veces de desarrollar cancer
pancreatico. Se ha estimado que el fumar tabaco contribuye con casi el 30 % de los
canceres pancreaticos desarrollados, aunque el cese del tabaquismo puede reducir
este riesgo. Otros factores de riesgo asociados con el desarrollo de cancer pancreético
son una dieta alta en grasas, la cirrosis y la pancreatitis crénica [Wynder E y col.,
1975; Everhart J y col., 1995]. Michaud y col. encontraron que un indice de masa

corporal alto y actividad fisica reducida aumentan el riesgo de céancer pancreético
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[Michaud DS y col., 2001]. Los factores que han sido estudiados y parecen no tener
ninguna asociacion con el desarrollo de cancer pancreatico incluyen la ingesta de

alcohol moderada, la pancreatitis aguda no hereditaria y el consumo de café.

Ciertos factores de riesgo demograficos han sido asociados con el desarrollo de
cancer pancreatico. Entre ellos se incluyen la edad avanzada, la raza negra, el sexo
masculino, el bajo nivel socioeconémico, y la herencia judia Ashkenai [Gold EB y col.,
1998]. Los factores etiolégicos del huésped asociados con un riesgo aumentado de
cancer pancreatico incluyen la diabetes mellitus, pancreatitis, y colecistectomia previa
[Greenlee R y col., 2001; Ahlgren JD, 1996; Silverman DT y col., 1999; Lowenfels AB y
col., 1993; Offerhaus GJA y col., 1988]. La asociacion entre diabetes, pancreatitis y el
desarrollo de cancer pancreatico es compleja, porque el cancer pancreéatico, como
destruye el parénquima pancreatico, puede causar por si mismo diabetes y
pancreatitis. Un numero creciente de evidencias experimentales sugiere que la
predisposicion genética desempefia un rol fundamental en el riesgo de cancer

pancreatico [Ghadirian P y col., 2002].

Los adenocarcinoma ductales representan casi tres cuartas partes de las neoplasias
pancreédticas malignas. Estas neoplasias son blanco-amarillentas, mal definidas, de
masas firmes que suelen obstruir y dilatar el conducto biliar y los ductos pancreaticos.
Microscopicamente los adenocarcinomas ductales se componen de células epiteliales
infiltradas que forman glandulas de diversas formas y tamafios, rodeadas por un tejido
conectivo fibroso, denso y reactivo. Los nlcleos de estas células pueden mostrar
marcado pleomorfismo (variacién en tamafio y forma), hipercromasia (aumento de
tincién nuclear), pérdida de polaridad, y nucleolos prominentes. La mayoria de los

adenocarcinomas ductales se infiltran en los espacios perineural, linfatico, y vascular.
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Ademas, las metastasis al ganglio linfatico son identificadas en la mayoria de los

adenocarcinomas ductales reseccionados.

Muchos de los avances en la comprension de la genética molecular se centraron en
eventos que ocurren en el desarrollo y la progresion genética temprana de la
enfermedad, siendo considerado actualmente el adenocarcinoma pancreatico una de
las neoplasias mejor caracterizada a nivel genético. La progresion genética esta
asociada con la acumulacién de multiples mutaciones en diversos genes causantes de
cancer. Aproximadamente el 95% de los canceres pancreaticos ductales tienen una
mutacién puntual activadora en el oncogen K-ras [Hruban RH y col., 1993; Almoguerra
C y col., 1998]. El producto del gen K-ras funciona como una GTPasa. Mutaciones en
K-ras disminuyen la actividad GTPasa intrinseca, resultando en una proteina que es
constitutivamente activa en la transduccion de sefales. La mayoria de estas
mutaciones cambia el codén 12 de glicina (wild type) a &cido aspartico o valina.
Mutaciones en los codones 13 y 61, asi como nuevas mutaciones dinucleétido,
ocurren menos frecuentemente [Hruban RH y col., 1993; Wilentz RE y col., 2000]. P16
es el gen supresor de tumor mas comunmente mutado en cancer pancreatico. Se
encuentra localizado en el cromosoma 9p y esta inactivado en el 95% de los
carcinomas ductales pancreéticos. La proteina p16 funciona como un inhibidor de los
complejos de kinasa 4 ciclina D-ciclina dependiente (cdk4). A su vez esto inhibe la
fosforilacion de diversas proteinas de crecimiento y regulatorias, incluyendo Rb,
conduciendo a fallas en el control del ciclo celular y proliferacion descontrolada
[Caldas C y col.,, 1994; Schutte M y col., 1997]. El gen P53 esta localizado en el
cromosoma 17p y se encuentra mutado en aproximadamente el 75% de los
carcinomas ductales pancreéticos [Yu J y col., 1999; Hermeking H y col., 1997]. El gen
p53 codifica para una proteina supresora de tumor que funciona como un factor de

transcripcién de vida corta, crucial en el control del ciclo celular y la apoptosis, y es
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activado y estabilizado en respuesta a una amplia variedad de estreses celulares
genotoéxicos. El gen p53 regula muchos genes rio abajo, incluyendo p21, mdm-2 (que
inhibe a p53 en un lazo de retroalimentacion negativa), varios PIGs (p53-induced
genes) y 14-3-3 [Yu J y col., 1999]. El gen DPC4 (SMAD4 o MADH4) es un gen
supresor de tumor localizado en el cromosoma 18qg y mutado o deletado
homocigéticamente en aproximadamente un 55% de los canceres ductales
pancreaticos [Hahn SA y col., 1996]. DPC4 es miembro de la familia de genes SMAD,
pudiendo funcionar como un activador o represor de transcripcion [Zawel L y col.,
1998]. Mutaciones que interfieran con su capacidad de unién de DNA, o con la
capacidad de DPC4 para reaccionar a la sefalizacibn mediada por ligando,
contribuyen a la tumorigénesis.

El gen BRCAZ2, localizado en el cromosoma 13qg, se encuentra inactivado en
aproximadamente el 7 al 13% de los canceres pancreaticos. La mutacion de BRCA2
es usualmente una mutacion germinal heredada, en oposicidbn a las mutaciones
sométicas adquiridas que comunmente se observan en pl6, p53 y DPC4 [Goggins M
y col., 1996; Goggins M y col., 2000]. La proteina BRCA2 podria funcionar como un
“gen de mantencion gendémica”, previniendo la rotura de las cadenas de DNA que
ocurren durante la division normal del ciclo celular. La inactivacion bialélica de BRCA2
es un evento tardio, con la pérdida del alelo wild-type remanente luego de la
progresion de la neoplasia en pacientes con mutaciones de la linea germinal de
BRCAZ2. Esto probablemente explique porqué los portadores de BRCA2 no tienen una
frecuencia incrementada de lesiones precursoras en el pancreas, y porqué la edad de

aparicion de cancer pancreatico en portadores de BRCA2 no se encuentra reducida.

Actualmente, el tratamiento médico contra el cancer pancreatico se basa en la
utilizacién de gemcitabina. Cuando es usado como terapia Unica tiene una tasa de

respuesta del 12%, permitiendo un tiempo de sobrevida media de 5 meses [Rocha
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Lima CM y col., 2004]. Lamentablemente aun se ignora la razon de esta falta de
eficacia. La hipotesis mas aceptada es que la falta de respuesta al tratamiento
oncoldgico se debe al hecho de que el cancer de pancreas es altamente resistente a
los estimulos apoptéticos. Varios mecanismos de sobrevida actian para prevenir la
muerte celular, resultando en la promocion del crecimiento del tumor y la metastasis.
La resistencia de las células tumorales a la muerte en el cancer de pancreas es el
factor clave que previene la respuesta al tratamiento [Safioleas MC y col., 2004].

La gemcitabina (2',2'-difluorodeoxycytidine, dFdC) es un analogo del nucledsido

deoxicitidina que posee 2 atomos de flGor en el azucar.
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Estructura de la deoxicitidina y la gemcitabina

Aunque inicialmente se desarrollo como un agente antiviral, rapidamente fue
reconocido por su actividad antitumoral. [Heinemann y col., 1988; Hertel y col., 1990].
Como ara-C, otro analogo de deoxycitidina, la gemcitabina requiere la fosforilacion
intracelular por la deoxycitosina kinasa y se acumula en la célula principalmente como
el trifosfato (dFACTP), el cual compite con el dCTP por la incorporacion al DNA [Huang

y col.,, 1991]. La incorporacién de un Unico nucle6tido de gemcitabina es menos
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eficiente inhibiendo la extension de la cadena de DNA que, por ejemplo, ara-C,
mientras que la incorporacion en tandem de gemcitabina es mas inhibitoria para la
extensién y por lo tanto causa la terminacién [Plunkett y col., 1995, 1996]. Ademas, a
diferencia de otros analogos de base, la gemcitabina posee un segundo mecanismo
de accién que contribuye a su citotoxicidad. El difosfato de gemcitabina (dFdCDP)
sirve como un sustrato inhibitorio alternativo para la ribonucleétido reductasa y la
inactivacion de esta enzima clave lleva a un decrecimiento en el pool de
deoxinucledtidos [Baker y col 1991; van der Donk y col., 1998; Wang y col., 2007]. El
cambio en la proporcién dFdCDP: dCTP probablemente lleva a un aumento en la
incorporacién de gemcitabina y por lo tanto a una mayor inhibicién de la sintesis de
DNA, accién conocida como auto-potenciacion [Heinemann y col., 1990, 1992]. Estas
diferencias en el metabolismo de la droga y su mecanismo de accion probablemente
expliquen las diferencias en la actividad clinica al comparar con otras drogas de
estructura similar. La gemcitabina es activa en una amplia variedad de tumores sélidos
como cancer pancreatico, de ovarios, de mama metastasico y de pulmon.

El estudio de los genes involucrados en la muerte celular en cdncer de pancreas y la
investigacion de los mecanismos que participan en este proceso deberian conducir al

mejoramiento de las actuales estrategias terapéuticas.

AUTOFAGIA

La autofagia ha sido caracterizada inicialmente como una forma alternativa de muerte
celular llamada muerte celular programada tipo Il, que se caracteriza por la
acumulacion de vesiculas autofagicas [Edinger AL y col., 2004]. Numerosos estudios
han sido realizados para comprender este nuevo mecanismo, y nuevas funciones

relacionadas con la homeostasis celular también han sido descriptas. La autofagia es
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un proceso de degradacion de componentes citoplasmaticos altamente conservado,
gue sirve como un mecanismo de sobrevida frente a condiciones de ayuno [Kroemer G
y col., 2005; Codogno P y col., 2005]. La autofagia ocurre a nivel basal en la mayor
parte de los tejidos y contribuye al recambio rutinario de los componentes
citoplasmaticos. Esta implicada en el desarrollo, la diferenciacién y la remodelacion de
tejidos en distintos organismos [Levine B y col., 2004]. Se han descripto 3 tipos de
autofagia: la macroautofagia, la microautofagia y la autofagia mediada por chaperonas
[Klionsky DJ, 2004b]. La macroautofagia juega un importante papel fisiolégico en la
salud humana y en general el proceso se llama simplemente autofagia. Existen otras
formas mas especializadas de autofagia como la mitofagia [Kanki T y col., 2008], en la
cual se degrada la mitocondria, pexofagia [Sakai Y y col., 2006; lwata J y col., 2006],
cuando se degradan selectivamente los peroxisomas y xenofagia [Levine B, 2005;

Huang J y col., 2007], cuando se degradan bacterias y virus intracelulares.

La macroautofagia, o simplemente autofagia, es un proceso bien comprendido en
levaduras, pero los detalles sobre el proceso y todas las proteinas involucradas en
mamiferos sigue siendo parcialmente desconocido. Durante la autofagia una
membrana en forma de copa se va formando, envolviendo componentes
citoplasmaticos Un complejo PI3K (fosfatidilinositol-3 kinasa) clase Il que consiste en,
al menos, las proteinas Beclina 1, PIK3C3, PIK3R4, UVRAG y AMBRA es necesario
para la formacion de esta membrana. La forma citosélica de la proteina LC3 (LC3-I)
sufre proteolisis y lipidacion, convirtiéndose en LC3-Il y translocando desde el
citoplasma a la membrana, anclandose via una fosfoetanolamina (PE). El aumento de
LC3-Il se utiliza como un marcador especifico de autofagia [Kabeya Y y col., 2000;
Klionsky DJ y col., 2007]. Esta membrana se fusiona completamente encerrando el
contenido citoplasmatico y formando una vesicula de doble membrana llamada

autofagosoma [Mizushima N y col., 2002; Wang CW vy col., 2003]. Aun no se conoce
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el origen de la membrana del autofagosoma, aunque estudios recientes sugieren que
podria derivar del reticulo endoplasmico (RE) [Axe EL y col.,, 2008]. Luego la
membrana externa del autofagosoma se fusiona al lisosoma, la membrana interna del
autofagosoma junto con todo el contenido son degradados por las enzimas
lisosomales y las macromoléculas resultantes son recicladas. La vesicula resultante de

la fusion del autofagosoma con el lisosoma es llamada autolisosoma.
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Proceso de autofagia

El autofagosoma también puede fusionarse con cuerpos multivesiculares y endosomas
tempranos o tardios antes de unirse al lisosoma. Todavia no ha sido aclarado si es
posible la fusion directa del autofagosoma con el lisosoma, o si previamente los
endosomas deben aportar enzimas esenciales para la maduracion del autofagosoma,
ya que el contenido del autofagosoma posee inicialmente el mismo pH del citoplasma
y luego se va acidificando durante su maduracion [Punnonen EL y col., 1992, Tanaka
Y y col., 2000]. Se sabe que al menos 12 proteinas relacionadas con la autofagia
(ATG, autophagy-related) y otras 4 proteinas estan involucradas en los pasos de
iniciacién y ejecucion del proceso de autofagia [Klionsky DJ, 2004b; Klionsky DJ y col.,

2003]. La formacion del autofagosoma parece seguir diferentes pasos que se




Introduccién

encuentran conservados entre las especies. La mayoria de los descubrimientos se
realizaron en levaduras.

La induccion de autofagia puede ser dependiente o independiente de la via de la
proteina mTOR (blanco de rapamicina de mamiferos), la cual induce la nucleacién y
expansiéon de la membrana de aislamiento. La rapamicina inhibe mTOR e induce la
autofagia, mientras que los inhibidores de la PI3K, como 3-metiladenina y wortmanina,
inhiben la autofagia. Una vez inducida la autofagia se forma un complejo multiproteico
alrededor de Beclina 1 con actividad de PI3K, la cual es importante para la formacion
de la membrana del autofagosoma. Dos complejos modificadores son esenciales para
la autofagia. En primer lugar ATG12 es activada por ATG7, transferida a ATG10 y
conjugada con ATG5 para finalmente formar un complejo con ATG16. Este paso es
necesario para la formacién de la membrana de aislamiento. Por otro lado, la proteina
LC3 es clivada por ATG4, activada por ATG7, transferida a ATG3 y conjugada al
fosfolipido fosfoetanolamina. Esta forma se conoce como LC3-Il, se localiza en la

membrana del autofagosoma y luego es degradada en el lisosoma.
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Puesto que la autofagia desempefia un rol clave en la homeostasis celular, varias vias
de sefializacién estan implicadas en su regulaciéon. El conocimiento de estas vias de
regulacién ha sido establecido principalmente en levaduras, por lo tanto no todo puede
ser trasladado a células de mamiferos [Botti J y col., 2006; Kadowaki M y col., 2006;
Meijer AJ y col., 2006]. Uno de los reguladores claves de la autofagia es el nivel de
aminodcidos, tanto extracelular como intracelular. Las células pueden censar el nivel
de aminoécidos a través de la proteina kinasa EIF2AK4. Bajos niveles de RNA de
transferencia activan la autofagia por la fosforilacion del factor elF2a [Talloczy Z y col.,
2002]. Los niveles de aminoéacidos extracelulares son censados por un receptor
putativo en la membrana celular [Kanzawa T y col., 2003] el cual parece sefalizar a
través de mTOR. Esta es una proteina kinasa que juega un rol central en el censado
de nutrientes, la proliferacion y metabolismo celular [Corradetti MN y col., 2006;
Blommaart EF y col., 1995; Noda T y col., 1998]. La activacion de mTOR promueve la
sintesis de proteinas e inhibe la autofagia mediante la fosforilacion de ULK1 (proteina
que se une a ATG13), mientras que la inhibicion de mTOR estimula la autofagia
[Pattingre S y col., 2008]. La insulina y los factores de crecimiento activan a mTOR a
través de Akt [Corradetti MN y col., 2006; Young JE y col., 2008] e inhiben la autofagia,
mientras que condiciones de baja energia [Inoki K y col., 2003], o de alta
concentracién de calcio intracelular [Hoyer-Hansen M y col., 2007] inhiben a mTOR a
través de la proteina kinasa activada por AMP (AMPK) vy, por lo tanto, activan la
autofagia. Otras cascadas de sefializacién implicadas en la regulacién de la autofagia
incluyen las vias Ras/Raf y ERK, las cuales son mTOR dependiente o independiente
[Furuta Sy col., 2004], y la via de inositol, la cual es mTOR independiente [Criollo A y

col., 2007; Sarkar Sy col., 2005].
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Poco se sabe sobre el control transcripcional de la autofagia, sin embargo varios
factores de transcripcion importantes han sido asociados con la regulacion de los
genes de autofagia. En un estudio se identificd un sitio de unién en el promotor de
Beclina 1 para el factor de transcripcién E2F4. En algunos tipos celulares se determiné
que el factor de transcripcion FOXO3 se une directamente a los promotores de los
genes LC3, ATG12 y GABARAP, aumentando su expresion e induciendo autofagia
[Mammucari C y col., 2007]. También se determiné que FOXO3 aumenta la expresion
de ATGA4, PIK3C3 y Beclina 1, pero aln no se conoce el mecanismo involucrado [Zhao
J y col., 2007]. Miembros de la familia de p53 también juegan un rol importante en el
control de la autofagia. p53 citosdlica inhibe la autofagia mientras que p53 nuclear la
activa [Tasdemir E y col., 2008; Crighton D y col., 2006]. La localizacion de p53 parece
ser un censor para el estrés genotoxico. Ademas, p53 actla rio arriba de mTOR
inhibiendo su actividad a través de AMPK vy, por lo tanto, induciendo autofagia.
Recientemente ha sido descripto que p73, un homélogo de p53, se une a las regiones
reguladoras de varios genes de autofagia (Atg5, Atg7, UVRAG, GABARAP, AMBRAL,

Atg16, PIK3C3) [Rosenbluth JM y col., 2008; Rosenbluth JM y col., 2009].

Numerosos trabajos describen a la autofagia como un mecanismo de muerte celular
[Yu L y col.,, 2004; Pattingre S y col., 2006; Hara T, 2006]. La muerte celular por
autofagia también tiene lugar en células en las que la apoptosis fue bloqueada
mediante el uso de inhibidores [Mills KR y col., 2004]. Por otro lado se describié que
ante una injuria oxidativa, la célula utiliza la autofagia para remover la mitocondria
dafiada y el DNA mitocondrial mutado [Rodriguez-Enriquez S y col.,, 2004]. En
consecuencia, la autofagia podria no sélo ser una causa de muerte celular, sino que

podria también preceder a la apoptosis como un mecanismo de defensa.
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Mediante estudios mayoritariamente morfoldgicos, la autofagia ha sido relacionada
también con procesos patolégicos como enfermedades neurodegenerativas,
pancreatitis y cancer. Aln no esta claro si la autofagia protege o causa la enfermedad
[Shintani T, 2004]. Los primeros estudios sobre autofagia en tejido humano
aparecieron durante la década del 70 del siglo pasado, y la autofagia fue descripta en
pancreas con pancreatitis en 1989 [Willemer G, 1989]. En efecto, la pancreatitis aguda
fue uno de los primeros procesos patoldgicos en los que se describieron cambios
morfoldgicos caracteristicos de autofagia. Paraddjicamente, la autofagia puede
constituir un mecanismo de defensa, y proteger a la célula de la muerte ante una
enfermedad aguda como la pancreatitis o, por el contrario, contribuir al dafio causado

por la misma.

APOPTOSIS

Los conocimientos que teniamos hasta hace muy poco permitian dividir a la muerte
celular inducida por procesos patolégicos en dos clases principales, apoptosis y
necrosis. La necrosis ha sido pensada tradicionalmente como una forma pasiva de
muerte celular. Siempre se consider6 a la necrosis como el resultado final de una
catastrofe bioenergética, que resulta de la deplecion de ATP a niveles incompatibles
con la vida celular y se caracteriza también por la induccion de inflamacién local. Pero
nuevas evidencias sugieren que, como en la apoptosis, hay genes especificos
involucrados en la regulacion de la muerte celular por necrosis [Golstein P y col., 2007;
Festjens N y col., 2006]. Ha sido dificil caracterizar los reguladores esenciales de la
necrosis en ausencia de apoptosis. La mayor parte de la literatura describiendo la

muerte por necrosis consiste de experimentos hechos en lineas celulares sometidas a
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muerte por ligando [Eguchi Y y col., 1997; Goossens V y col., 1995; Boone E y col.,
2000], o en neuronas sometidas a glutamato o hipoxia-isquemia [Ankarcrona M y col.,

1995; Zhu C vy col; 2005].

La apoptosis se ha utilizado como sin6nimo de la expresion “muerte celular
programada”, desde el momento en que constituye un mecanismo intrinseco de
suicidio celular, el que es regulado por una variedad de caminos de sefalizacion
intracelular. Conocemos ahora a la apoptosis como muerte celular programada tipo I.
Las caracteristicas morfoldgicas de la apoptosis son la condensacién del citoplasma y
la cromatina, la fragmentacion del DNA y la fragmentacion de la célula formando
cuerpos apoptoticos, seguido de la remocion de los mismos por fagocitosis. La muerte
celular por apoptosis requiere energia en forma de ATP y es notable la ausencia de

inflamacién local [Danial NN y col., 2004].

Un evento temprano en al proceso apoptético es la externalizacion de la
fosfatidilserina. Normalmente este fosfolipido se encuentra en la cara interna de la
membrana plasmatica y es expuesto en la cara externa de dicha membrana cuando
comienza el proceso de apoptosis. La anexina-V es una proteina que se une
especificamente a la fosfatidilserina y puede ser utilizada, unida a un sustrato
fluorescente, para su deteccion. Mas avanzado el proceso, los estimulos inductores de
apoptosis convergen hacia un punto comin que implica la activacion de las caspasas
[Alnemri ES, 1997], verdaderos ejecutores del programa de muerte y responsables de
los cambios morfol6égicos y bioquimicos que se producen en la célula. Las caspasas
constituyen una familia de cisteina-proteasas altamente conservadas a lo largo de la
evolucion que producen cortes proteoliticos tras un residuo de acido aspartico
[Earnshaw WC y col., 1999]. Actualmente, se han descripto hasta 14 miembros de la

familia. La sintesis de caspasas da lugar a un enzima inactiva, o proenzima, llamada
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procaspasa. En la estructura de esta procaspasa se distingue una region N-terminal
muy variable tanto en secuencia como en longitud, que tiene funciones de regulacién y
activacion, y una regién catalitica que esta formada por dos dominios, uno grande y
otro pequefio, los cuales daran lugar a las dos subunidades de la enzima una vez
activada [Stennicke HR y col., 1998]. Las sefiales apoptéticas provocan que estas
enzimas sean procesadas por autoprotedlisis o por la intervencién de otras proteasas,
cortando el prodominio. De esta forma, el prodominio se pierde y la enzima activa
queda formada por un heterodimero compuesto por la subunidad grande y la
subunidad pequefia. Dentro del subgrupo de caspasas apoptoéticas pueden distinguirse
las caspasa iniciadoras y las caspasas efectoras. Las caspasas iniciadoras son
aquellas que inician la cascada apoptética (caspasas 8, 9 y 10). Las caspasas 8 y 10
contienen en sus prodominios repeticiones de una secuencia de interaccion proteina-
proteina llamada dominio efector de muerte o DED (death effector domain); mientras
que la procaspasa 9 contiene dominios de reclutamiento de caspasas o CARDs
(caspase recruitment domains) [Hofmann K, 1999]. Las caspasas efectoras son las
que ejecutan la apoptosis (caspasas 3, 6 y 7). En la cascada de amplificacion de la
sefial apoptotica las caspasas efectoras son activadas por alguna de las caspasas
iniciadoras. Una vez activadas actlan proteoliticamente sobre una gran variedad de
sustratos celulares, que son procesados de manera coordinada con la finalidad de
hacerles perder su funcion o modificarsela, de tal manera que la organizacion celular
resulte desmantelada. EI mecanismo de accidon de su funcidon enzimética es muy
especifico y eficaz. Cortan después de un residuo de aspartico, cuando existe en el
sustrato una secuencia de reconocimiento, que varia significativamente entre las
diferentes caspasas, compuesta por cuatro aminoacidos [Pop C y col., 2009].

El inicio de la sefial de apoptosis puede encontrarse tanto fuera de la célula, en los

receptores de superficie, como dentro de ella respondiendo a estimulos de estrés
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celular a nivel de mitocondria o a disfunciones dentro del ciclo celular. De esta forma,

se distinguen dos vias principales de induccién de apoptosis.

Via extrinseca o via de los receptores de muerte

Cuando el estimulo apoptético proviene del exterior celular, se habla de via extrinseca.
Esta via se desencadena por unién de determinados ligandos a receptores integrales
de la membrana citoplasmatica y resulta en la activacion de la procaspasa 8. Tras la
unién del ligando se producen cambios conformacionales en las colas citoplasmaticas
de los receptores de membrana, y se unen a ellas diferentes proteinas mediante su
dominio de interaccién proteina-proteina. El reclutamiento de la procaspasa 8
mediante la participacion también de proteinas adaptadoras como TRADD o FADD
dispara el autoprocesamiento de la procaspasa inducido por proximidad. EI complejo
proteico formado en este punto se denomina DISC (death-inducing signaling complex).
Los principales receptores, que al ser estimulados inducen la activacion de la cascada
de sefales que conduce a la apoptosis, pertenecen a la superfamilia de los receptores
del Factor de Necrosis Tumoral (TNF), cuyos miembros tienen en comin un dominio
extracelular rico en cisteina y una secuencia en el dominio intracitoplasmatico que
servird para acoplar al receptor con el resto de la maquinaria apoptética [Jin Z y col.,
2005]. Los receptores mejor caracterizados son la molécula Fas (CD95) y los
receptores del TNF (TNFR). Fas se expresa de forma bastante general en distintos
tejidos y ha sido detectada en células epiteliales, fibroblastos, osteoblastos y ciertos
tipos de células endoteliales. Por su parte, el ligando de Fas (FasL o CD95L) se
expresa predominantemente en células T y NK activadas, lo cual demuestra su
implicacién en procesos fisioldgicos relacionados con el sistema inmune. El receptor 1
de TNF es una proteina que se expresa en la mayoria de los tipos celulares y su
ligando es el TNF, una citoquina producida principalmente por macréfagos activados y

células T en respuesta a una infeccion. A diferencia de la pareja formada por
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Fas/FasL, el par TNFR1/TNF es capaz de transmitir a la célula dos tipos de sefales
muy distintas entre si: induccion de genes con caracter proinflamatorio e

inmunomodulador y apoptosis [Wallach D y col., 2008].

Via intrinseca o via mitocondrial

La activacion intrinseca de las procaspasas implica la liberacién del citocromo c del
espacio intermembrana mitocondrial al citosol de la célula, y resulta en la activacién de
la procaspasa 9. En lineas generales, el estimulo intracelular provoca que la proteina
Bcl-2, la cual se encuentra en la membrana externa de las mitocondrias unida a la
proteina Apaf-1, libere dicha proteina al citoplasma. Al mismo tiempo, otra proteina
relacionada, denominada Bax, penetra en las membranas mitocondriales y provoca la
liberacion del citocromo c al citoplasma. El citocromo c liberado y las moléculas de
Apaf-1 se unen a la procaspasa 9 y junto con ATP constituyen un complejo proteico
denominado apoptosoma. En el apoptosoma se produce la activacion de la
procaspasa 9 que luego cliva a la procaspasa 3 y 7, desencadenandose la cascada
apoptética. Cabe destacar que todas las vias sefializadoras de apoptosis pueden
interaccionar entre si en gran medida. De este modo, se ha visto que en numerosos
tipos celulares la activacién de la apoptosis por la via extrinseca puede resultar
también en la activacion de la procaspasa 9, amplificando la sefial apoptotica
[Denecker y col., 2001; Kidd y col., 2000]. A su vez, las caspasas finales efectoras

también pueden procesar de nuevo a las caspasas iniciadoras para amplificar la sefial.
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AUTOFAGIA Y APOPTOSIS

En los dltimos afios, la muerte por autofagia ha sido caracterizada como muerte celular
programada tipo Il. La autofagia puede en algunos casos jugar un rol citoprotectivo,
mientras que en otros puede llevar a la muerte celular. Todavia no se conoce que
determina la respuesta final de la autofagia, por ejemplo la autofagia protege del ayuno
a las células de carcinoma de cérvix HelLa, pero contribuye a la muerte bajo el
tratamiento con interferon-y [Boya P y col., 2005; Pyo JO y col., 2005]. El tratamiento
con tunicamicina, que induce autofagia, aumenta la sobrevida de células de cancer de
colon, pero contribuye a la muerte en fibroblastos de embrion de ratén [Ding WX y col.,
2006]. El tipo de muerte por apoptosis 0 por autofagia depende en parte del tipo
celular, del contexto y del estimulo [Levine B y col., 2005; Maiuri MC y col., 2007]. Este
rol dual de la autofagia es en parte el resultado de una relacion compleja entre las vias

de autofagia y apoptosis.

En distintos estudios se observan diferencias en cuanto a la funcion de la autofagia, en
algunos casos se propone como un mecanismo que protege de la apoptosis, en otros
gue actlia como una via alternativa a la apoptosis para inducir la muerte celular y por
altimo que actla en conjunto con la apoptosis llevando a la muerte celular [Maiuri MC
y col., 2007; Yousefi S y col., 2006; Gonzalez-Polo RA y col., 2005; Boya P y col.,
2005]. La relacién funcional entre la apoptosis y la autofagia es compleja en el sentido
que, en muchas ocasiones la autofagia constituye un mecanismo de adaptaciéon al
estrés evitando la muerte celular, mientras que en otros, la autofagia constituye un
camino alternativo de muerte celular llamado muerte celular por autofagia (o0 muerte
celular tipo II) [Lum JJ y col., 2005; Baehrecke EH y col., 2005; Levine B y col., 2005;

Kroemer G y col., 2005; Kondo Y y col., 2005; Gozuacik D y col., 2007; Lockshin RA'y
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col., 2001]. Al parecer estimulos similares pueden desarrollar autofagia y apoptosis
como un fenotipo mixto, mientras que en otros casos pueden producir apoptosis o

autofagia exclusivamente.

La autofagia cuando la apoptosis es inhibida

Bax y Bak son 2 proteinas multidominio pertenecientes a la familia de Bcl-2,que son
necesarias para la permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial (MOMP),
uno de los pasos decisivos de la muerte por apoptosis (BOX 2). Como resultado del
doble knockout Bax—/— Bak—/— los fibroblastos de embrion de raton (MEFs) son
resistentes a un rango de induccion de apoptosis. Cuando son tratados con agentes
gue dafian el DNA como el etopésido, las MEFs Bax—/— Bak—/— fallan en la activacion
de la apoptosis y manifiestan autofagia masiva seguida de muerte celular [Shimizu Sy
col., 2004]. En otros contextos celulares, otras perturbaciones en la maquinaria de la
apoptosis, como la inhibicion de caspasas, también ha sido reportada de inducir la
muerte por autofagia. Notablemente, cuando las células son expuestas a sefiales de
estrés que causan la disminucion de la concentracion de metabolitos intracelulares, la
autofagia que surge de la inhibicion de la apoptosis protege a la célula de la muerte
celular. Estos resultados fueron demostrados en lineas celulares inmortalizadas
dependientes de interleuquina 3 (IL3) noqueadas para Bax—/— Bak—/—. Estas células
fallan en la induccién de apoptosis cuando se las priva de IL3 (el cual es la via por
default en las células wild type) y comienzan un proceso de autofagia que dura un
mes, donde las células reducen su tamafio y remueven la mayor parte del citoplasma.
La inhibicion de la autofagia por knockdown de Atg5 o Atg7 o por el agregado de 3-MA
o cloroquina mata a las células, lo cual indica que en este contexto la autofagia estaria
actuando como un mecanismo de sobrevida [Lum JJ y col., 2005a; Lum JJ y col.,
2005b]. La autofagia en este contexto celular es un proceso catabodlico que moviliza

nutrientes por la degradacién de macromoléculas para proveer a la célula de energia,
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y de esta forma previene una catastrofe bioenergética que podria llevar a la muerte
celular. Todos estos datos sugieren que la remocion o la inhibiciéon funcional de
proteinas esenciales de la maquinaria apoptotica pueden inhibir la autofagia o cambiar
de una respuesta apoptética a una de aumento de la autofagia. Sin embargo existen
otros ejemplos en donde la apoptosis solo se desencadena cuando la autofagia es
inhibida, lo cual implica que segun el contexto en el que se desarrollen ambos

procesos podrian inhibirse mutuamente.

La apoptosis cuando la autofagia es inhibida

Cuando las células de cancer HeLa o HCT116 son cultivadas en ausencia de
nutrientes, rapidamente inducen autofagia con el fin de reciclar metabolitos esenciales,
como lipidos y aminoéacidos, para proveer de combustible a la maquinaria
bioenergética. En estas circunstancias, la inhibicion de la autofagia resulta en una
muerte celular acelerada donde se manifiestan marcas especificas de apoptosis
[Gonzalez-Polo RA y col., 2005]. Esta muerte celular puede ser retrasada por un
periodo de tiempo si se depleta a las células de Bax y Bak o por la inhibicion de
caspasas, indicando que se debe a la muerte por apoptosis. El fenotipo de las células
antes de disparar la apoptosis estd profundamente influenciado por el paso en el cual
la autofagia esta inhibida. Cuando la autofagia esta bloqueada en estadios tempranos
por deplecion de Beclina 1, ATG5, ATG10, ATG12 o VPS34, no se observan vacuolas
autofagicas y la morfologia observada es de muerte celular tipo |. En contraste,
cuando se inhibe la fusion entre los lisosomas y los autofagosomas, por el agregado
de inhibidores lisosomales como cloroquina o bafilomicina A o por la deplecion de
proteinas del lisosoma como LAMP2, las vacuolas autofagicas se acumulan y la célula
manifiesta una morfologia mixta de muerte tipo | y tipo Il [Gonzalez-Polo RA y col.,
2005,; Boya P y col., 2005]. Estos resultados demuestran que la inhibicion de la

autofagia en diferentes estadios puede llevar a la muerte por apoptosis. Ademas, la
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vacuolizacion autofagica no es siempre el resultado del aumento de la autofagia si no
gue también puede deberse a la falla en la eliminacion del debris autofagico. Es
necesario aclarar que la inhibicion de la autofagia no siempre induce la muerte por
apoptosis, y por lo tanto otros tipos de muerte celular pueden resultar de la inhibicion

de la autofagia [Golstein P y col., 2007].

Muerte celular mediada por autofagia

La autofagia puede proteger a la célula de la muerte y también puede llevar a la
muerte celular, dependiendo de las circunstancias especificas. La citotoxicidad puede
ser explicada por la accion directa de la autofagia o porque el proceso autofagico lleva
a la activacion de la apoptosis. La muerte celular a través de la autofagia ha sido
documentada en modelos in vivo. En la glandula salivar de D. Melanogaster el fenotipo
autofagico es seguido de la fragmentacion de DNA apoptético. En este modelo la
expresion del inhibidor de caspasa p35 o la pérdida de funcién por mutacion de una
caspasa (drice) o APAF1 (ark) previene parcialmente la pérdida celular. Esto sugiere
que, aun cuando la apoptosis es parte del mecanismo a través del cual la célula es
destruida, la autofagia también puede mediar la muerte celular como un mecanismo
efector genuino [Baehrecke EH y col., 2005; Martin DN y col., 2004]. En estudios mas
recientes se observé que la sobreexpresion de ATG1 en D. Melanogaster trangénica
causa una reduccion del tamafio celular y, finalmente, la pérdida celular, la cual fue
bloqueada por la delecion de Atg3 o Atg8. En este sistema, la pérdida celular fue
acompafiada de morfologia apoptética y fue retrasada por la expresion de p53 [Scott
RC y col., 2007]. Por otro lado, la autofagia se desarrolla como una respuesta primaria
al estimulo de estrés y luego gatilla apoptosis o necrosis. Por ejemplo células T
expresando CD4/CXCR4 que interactlian con células que expresan HIV-1 desarrollan
autofagia y luego apoptosis. En este modelo la deplecion de Beclina 1 o ATG7 inhibe

la apoptosis [Espert L y col., 2006].
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AUTOFAGIA Y CANCER

En el cancer, el proceso de autofagia estda cominmente alterado en la induccion, la
regulacion y la degradacion lisosomal. Esto se debe a que los bajos niveles de
oxigeno y nutrientes aumentan las sefales autofagicas, las alteraciones genéticas que
afectan la regulacion de mTOR y la modificaciébn de la actividad y el tréfico de
lisosomas [Mathew R y col., 2007a; Gozuacik D y col., 2004]. Asi, se produce un
incremento de la autofagia para proveer de energia a la célula en ese ambiente
desfavorable. Numerosos estudios describen la autofagia como un mecanismo
esencial que provee a la célula tumoral de nutrientes, por lo cual la autofagia serviria
para mantener la viabilidad de células tumorales bajo estrés metabdlico [Boya P y col.,
2005; Lum JJ y col., 2005a]. Paradojicamente la autofagia también ha sido descripta
como un mecanismo supresor de tumor. Estudios recientes sugieren que el aumento
de la sobrevida y la capacidad de adaptacion de las células por medio de la autofagia
podrian suprimir la tumorigénesis. Asimismo la autofagia disminuye la lisis celular,
inhibiendo la respuesta inflamatoria y limitando la agresividad del tumor [Degenhardt K
y col., 2006; Karin M y col., 2005]. El rol de la autofagia en la salud y la enfermedad ha
sido descripto como una espada de doble filo, debido a que se encuentra relacionada
tanto en la sobrevida como en la muerte celular [Shintani T y col., 2004]. Esta decision
depende del estado de la carcinogénesis, del contexto célula/tejido, de las
caracteristicas moleculares de la célula blanco y de la naturaleza del estrés [Ogier-

Denis E y col., 2003].

La autofagia y la sobrevida del cancer

La autofagia como una forma de mantener la sintesis de macromoléculas y la
produccion de ATP puede ser vista como un importante mecanismo de sobrevida en

las células normales y cancerosas. Esto puede ocurrir en una amplia variedad de
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condiciones, por ejemplo cuando las células estan limitadas en sus abastecimientos de
glucosa y nutrientes, cuando la sefializacion de factores de crecimiento esta
comprometida, o cuando hay un gran incremento de las necesidades metabdlicas
[Levine B y col., 2008]. Su contribucibn como un mecanismo de sobrevida es
particularmente evidente en células deficientes de apoptosis que son privadas de
factores de crecimiento [Lum JJ y col., 2005a]. Como estrategia de sobrevida, ha sido
propuesto que bajos niveles de autofagia podrian ser necesarios para la iniciaciéon del
tumor [Edinger A y col., 2004]. De acuerdo con este concepto, grupos emergentes de
células transformadas podrian utilizar la autofagia como una estrategia de sobrevida
temporal previa al reclutamiento de neovasculatura. Los tumores sélidos pueden tomar
ventaja de la autofagia para sobrevivir cuando afrontan estrés metabdlico, como en
situaciones de hipoxia debido a la pobre vascularizacion. De hecho, ha sido propuesto
que la sobreactivacion del camino de Ras, caracteristica de varios tipos de cancer,
podria gatillar la autofagia como una estrategia de sobrevida de las células de cancer
pertenecientes a la parte interna del tumor, hasta que la neoangiogenesis pueda
proveer mayor cantidad de nutrientes [Kang C y col., 2008]. Una evidencia adicional
sobre el rol de sobrevida de la autofagia proviene de estudios en los cuales genes Atg
han sido knockeados, observandose un aumento en otras formas de muerte. Por
ejemplo, el silenciamiento de un gen de autofagia, como Beclina 1 o Atg5, ha sido
reportado como activador de la muerte celular por apoptosis inducida por estrés o
ayuno en células HelLa. Esto sugiere que la autofagia estd demorando la muerte
mediada por otros mecanismos de muerte, y que existe una interaccion cruzada entre
la muerte celular tipo | y tipo Il [Boya P y col., 2005]. También debe considerarse que
la remocién autofagica de organelas dafiadas y proteinas, como aquellas producidas
durante condiciones de estrés oxidativo, podria ser otra estrategia protectiva de las
células de cancer para evitar el dafio al DNA y consecuentemente la inestabilidad

gendmica [Jin S y col., 2007]. Con respecto a esto, la autofagia es estimulada en
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tumores durante la exposicion a radiaciones ionizantes y agentes quimioterapeuticos
[Paglin S y col., 2001; Moretti L y col., 2007a; Kondo Y y col., 2005; Rubinsztein D y
col., 2006; Kondo Y y col., 2006; Pouyssegur J y col., 2006; Arsham Ay col., 2006]. De
igual modo se ha sugerido que la autofagia puede proteger a las células de cancer de
las consecuencias fatales de la excesiva necrosis e inflamacion que prosigue a la

acumulacion de desechos celulares [Mathew R y col., 2007b, Jin S y col., 2007].

La autofagia vy la supresion del cancer

Sin embargo también existe evidencia de que la autofagia esta asociada con la
supresion del cancer [Alva A y col., 2004]. Por ejemplo, la degradacién excesiva de
constituyentes intracelulares es una caracteristica de la autofagia que podria en dltima
instancia llevar a la muerte celular [Rubinsztein D y col 2006]. Sin embargo, existe
evidencia que, quizas bajo ciertas condiciones, la autofagia actla principalmente como
una muerte celular programada de tipo Il, que es importante para la supresion del
tumor, antes que como una respuesta de sobrevida celular prolongada y sobreactivada
que resulta fatal.

La apoptosis defectiva es una condicion celular anormal en la cual la consecuencia de
la autofagia defectuosa puede ser particularmente evidente. Por ejemplo, el
silenciamiento de genes de la autofagia en células deficiente de apoptosis tratadas con
agentes que dafian el DNA bloquea la muerte celular esperada. Ademas, una falla de
la autofagia en el contexto de una apoptosis defectiva podria crear un ambiente
propicio para el dafio la integridad genémica y el desarrollo de un fenotipo mutante,
debido a deficiencias en la eliminacién de macromoléculas celulares dafiadas [Mathew
R y col.,, 2007b y 2007c; Karantza-Wadsworth V y col., 2007]. Asimismo, como
consecuencia de la inhibicion de las caspasas necesarias para la apoptosis en
fibroblastos de ratbn L929 se observé la degradacién selectiva de catalasa,

acumulacion de ROS, perdida de la integridad de membrana y en ultima instancia la
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muerte asociada a la autofagia. Estos cambios, sin embargo, fueron prevenidos
mediante la supresion de la autofagia por inhibidores quimicos o por knockout de
proteinas de la autofagia [Levine B y col., 2005; Yu L y col., 2004]. Esta respuesta a la
inhibicion de las caspasas no ha sido reportada en otras células y es necesario un
estudio mas profundo.

Aun en células capaces de realizar apoptosis, la autofagia puede ser una contribucién
esencial a la muerte de la células [Pyo J y col., 2005; Guillon-Munos Ay col., 2006].
De hecho, la sobreexpresion del gen de autofagia Atgl es suficiente para inducir la
muerte en células de Drosophila capaces de realizar apoptosis [Scott R y col., 2007].
Ademads, la autofagia, a través de su capacidad de incrementar la produccién de ATP,
es necesaria para la eliminacion de los cuerpos celulares apoptéticos durante el
desarrollo embrionario [Qu X y col., 2007]. El requerimiento de genes de la autofagia
en el proceso de eliminacién de cuerpos celulares apoptéticos se evidencia en las
sefiales dependiente de autofagia que inducen la eliminacién de células para generar
cavidades [Qu Xy col., 2007; Yoshimori T, 2007]. Existen trabajos que describen como
la interferencia de la autofagia o la apoptosis en la formacién de células humanas de
acino de mama, puede llevar al llenado del espacio luminal, lo que recuerda a la
hiperplasia (lesiones de mama precancerosas) [Mills K y col., 2004; Nelson D y col.,
2004].

La funcién de la autofagia como supresora del cancer es respaldada por modelos de
tumores animales inducidos por diferentes quimicos, uno de los cuales incluye un
raton knockout para atg4. Gozuacik demuestra en un modelo de cancer de higado
inducido quimicamente que las lesiones pre-neoplasicas y los carcinomas de higado
poseen menor capacidad autofagica que el higado sin lesiones neoplasicas [Gozuacik
Ay col., 2004]. Durante condiciones de estrés de nutrientes, una variedad de lineas
celulares transformadas muestran una tasa menor de degradacion de proteinas, un

indicador de autofagia reducida, comparada con las células no transformadas. En otro
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estudio de cancer de higado, un escenario propuesto por Schwarze y Seglen consiste
en que la disminucion de la autofagia en los hepatocitos pre-neoplasicos provee una
ventaja para la supervivencia, previniendo la perdida excesiva de proteinas durante
situaciones de bajos nutrientes o fluctuaciones en los niveles de nutrientes y, por lo
tanto, asegurandose reservas celulares para continuar su crecimiento durante los
periodos subsiguientes de progresion neoplésica [Schwarze P y col., 1985; Seglen Py
col., 1986]. En un modelo de cancer pancreatico los trabajos de Rez G y Toth S
coinciden en que la capacidad autofagica de las lesiones pre-neoplasicas es mayor
gue en las lesiones pancreéticas que se transforman en malignas [Rez G y col., 1999;
Toth S y col., 2002]. En otro modelo, en ratones knockout para atg4 y tratados con el
carcinogénico metilcolantreno la incidencia de fibrosarcoma es mayor, y la latencia
mucho mas corta, que en los ratones tratados wild type [Marino G y col., 2007]. Estos
resultados son atribuibles a la menor capacidad de los ratones knockout para poner en
marcha una respuesta autofagica ante las condiciones de estrés inducidas por el
carcinogeno. En humanos el rol de la autofagia en la tumorigénesis ha sido sugerido
por la asociaciéon de la pérdida de un alelo de Beclina 1 con cancer de ovario, mama y
préstata [Yue Z y col., 2003].

Colectivamente, estos datos proveen evidencia que la autofagia puede funcionar como
un contribuidor primario a la supresion del cancer pero podria ser especialmente
importante en respuesta a un estrés especifico o bajo condiciones especificas, como

cuando la apoptosis esta comprometida.

Requlacién de la autofagia en la supresion v sobrevida del cancer

Los factores celulares, los genes y las vias de sefalizacion que controlan si la
autofagia contribuye a la supresion del cancer o a su sobrevida y como la autofagia
interactia con los otros mecanismos de muerte celular aun no estan bien definidos.

Una hipétesis es que la decision sobre si la autofagia contribuye a la inhibiciéon o
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sobrevida del céncer, depende de la tasa o de la magnitud de la degradacion
autofagica y de la especificidad del blanco de englobamiento de componentes, por
ejemplo mitocondrias y reticulo endoplasmico [Kundu M y col., 2005]. A la luz de las
observaciones que evidencian que la autofagia celular prolongada y la deplecion
parcial de masa celular pueden ser revertidas en condiciones de reabastecimiento de
nutrientes, puede argumentarse que la muerte celular por autofagia no seria
simplemente una cuestion de cruzar un umbral de auto-digestién [Levine B y col.,
2008]. Se han identificado varias redes de sefalizacion, algunas involucrando
diferentes ATG, que pueden actuar como un switch para regular las decisiones de
muerte celular [Degenhardt K y col., 2006; Moretti L y col., 2007b]. Ha sido propuesto
que el metabolismo de los esfingolipidos, y particularmente la generacion de
ceramidas especificas, podria jugar un rol importante en mediar la contribucién de la
autofagia a la muerte celular o la sobrevida. Por ejemplo, C2-ceramida y C2-
dihidroceramida exdégenas y, presumiblemente, enddégenas, son capaces de inducir
autofagia y muerte celular en células de cancer [Scarlatti F y col., 2004; Zheng W y
col.,, 2007]. Por otro lado, esfingosina-1-fosfato, frecuentemente considerada un
promotor de tumor, puede también inducir autofagia, pero llevando a la supervivencia
celular [Lavieu G y col., 2006]. Por lo tanto un nuevo modelo ha sido propuesto, en el
cual el metabolismo de esfingolipidos sirve como un sistema de reéstato, con la C2-
ceramida promoviendo la muerte celular asociado a la autofagia y la esfingosina-1-
fosfato gatillando la sobrevida celular asociada a la autofagia [Lavieu G y col., 2007].

Los niveles relativos de Bcl-2 y Beclina 1 y la unién entre ambos ha sido sugerido
como otro mecanismo que determina si la oncogénesis es inhibida o estimulada
[Pattingre S y col.,, 2005; Pattingre S y col.,, 2006]. La interaccién entre ambos
involucra la participacién de otros genes como el gen supresor de tumor UVRAG vy

probablemente otros genes de autofagia y otros miembros de la familia Bcl-2 [Liang C
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y col., 2007; Shimizu S y col.,, 2004; Maiuri M y col.,, 2007a]. En Drosophila, la
sobreexpresion de ATG1 es suficiente no solo para inducir autofagia, sino también
para matar a células capaces de inducir apoptosis [Scott R y col., 2007]. El rol de
ATG1 en autofagia incluye también la participacién en las vias de sefalizacion que
controlan el crecimiento y modulan la actividad de mTOR [Stephan J y col., 2006].

La interaccién cruzada entre apoptosis y autofagia podria ser un importante regulador
del destino celular. Por ejemplo, ATG5 ha emergido como otra proteina que participa
en la interaccion con la maquinaria de apoptosis. ATG5 originalmente fue
caracterizada como un interactor de ATG12 en levaduras, formando un complejo que
regula el procesamiento de LC3 (ATGS8) y la formacion del autofagosoma. Ha sido
establecido recientemente que ATGS5, tras un estimulo de muerte, puede ser clivado
por calpaina en un fragmento que luego promueve la apoptosis [Yousefi S y col., 2006;
Codogno P y col., 2006, Luo S y col., 2007]. Esta funcién apoptética de ATG5 es
independiente de la autofagia. Si estas nuevas funciones de ATG1 y ATG5 pueden
extenderse a los mamiferos y afectan la tumorigénesis todavia no ha sido establecido.
Sin embargo, estos descubrimientos destacan que la autofagia puede ser un regulador
importante e independiente de la muerte celular, con un rol en la carcinogénesis que
necesita ser mejor caracterizado. Enfatizan este punto los continuos descubrimientos
gue relacionan la desregulaciéon de otros genes ligados a la pérdida de la capacidad
autofagica, como c-Myc, Ras, PTEN, PI3K, Akt y DAPK, con el desarrollo del cancer
[Gozuacik Ay col., 2004].

Es necesario aclarar que la decision de una célula normal o cancerosa de aumentar
los niveles de autofagia o apoptosis y entonces incrementar la sobrevida celular o la
muerte no es un simple proceso de eleccion. Estas 2 vias de muerte celular comparten
sefalizacion lo cual puede, por un lado, desembocar en la activacion conjunta de los 2
procesos, o, por otro lado, activarse en una respuesta de muerte celular mutuamente

exclusiva [Maiuri M y col., 2007b]. Ademas, la promocion de la muerte celular o la
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sobrevida depende también en parte de otras vias compensatorias de autofagia, como
la autofagia mediada por chaperonas, que podria ser gatillada cuando la
macroautofagia esta comprometida [Wang Y y col., 2008]. Por lo tanto, el tipo celular,
la naturaleza y magnitud del estrés, los caminos de sefializacion intracelular activados,
el nivel de metabdlico de la célula, la integridad de la maquinaria de autofagia y
apoptosis y la funcién clave de oncogenes y genes supresores de tumores contribuyen
a la compleja respuesta de autofagia o apoptosis que determina la sobrevida o la

muerte celular [Moretti L y col., 2007b; Maiuri M y col., 2007b; Thorburn Ay col., 2008].

Modulacion de la autofagia por drogas

La induccion de la muerte de células de céncer por autofagia es un conocido
mecanismo de citotoxicidad resultante del tratamiento con una variedad de drogas.

Un ejemplo de esto es el antiestrdgeno tamoxifeno, una droga actualmente utilizada
clinicamente por sus beneficios terapéuticos, y por ser una importante herramienta en
la estrategia de quimioprevenciéon del cancer de mama. Ha sido informado que el
tamoxifeno, en una dosis de 1 pmol/L, induce autofagia en células humanas de cancer
de mama MCF-7, generando una respuesta que lleva a la muerte celular [Kondo Y y
col., 2005, Bursch W y col., 1996; Bursch W y col., 2000; Petrovski G y col., 2007; Bilir
Ay col., 2001], aunque también existen trabajos indicando una accién de sobrevida de
la autofagia en células tratadas con tamoxifeno [Qadir M y col.,, 2008].
Interesantemente, la vacuolizacion autofagica inducida por tamoxifeno parece estar
mediada por metabolitos de esfingolipidos, incluida la ceramida [Scarlatti F y col.,
2004]. El trioxido de arsénico (As,O3z) puede estimular la muerte asociada a la
autofagia y la apoptosis en células malignas de glioma y leucemia, y estos cambios
estan acompafados por la estimulacién de Beclina 1 [Kanzawa T y col., 2003; Qian W
y col., 2007]. El inhibidor de tirosina kinasa imatinib, el alcaloide vocamine, el analogo

de la vitamina D EB1089 y el quinonoide natural plumbagin, son ejemplos de otros
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compuestos citotdxicos que actian en parte via la induccién de la muerte celular por
autofagia [Ertmer Ay col., 2007; Cui Q y col., 2007; DeMasters G y col; 2006; Meschini
Sy col., 2007; Kuo P y col., 2006]. Quizas el estimulador de autofagia mejor conocido
es la droga rapamicina, un inhibidor de mTORC1. Actualmente se encuentra bajo
investigacion su uso en varias terapias contra el cancer [Tsang C y col., 2007].

Algunos agentes que causan dafio al DNA como la camptotecina, la temolozamida y el
etopoésido, también pueden estimular la autofagia [Katayama M y col., 2007; Abedin M
y col., 2007]. Es interesante notar que el derivado sintético del &cido retinoico
fenretinida, puede estimular la autofagia y la muerte celular en células de cancer de
mama, mientras que en células malighas de glioma el tratamiento con fenretinida
permite la sobrevida asociada a la autofagia [Tiwari M y col., 2008; Fazi B y col., 2008].
Por ejemplo en lineas celulares de glioma maligno, la temolozamida y el etopdsido
llevan a la produccién de ATP asociado a la autofagia, que protege a las células de la
catastrofe mitotica [Katayama M y col., 2007]. Ademas, en células de cancer de mama
MCF-7 tratadas con camptotecina, ambos procesos, autofagia y apoptosis, son
estimulados [Abedin M y col., 2007]. Por lo tanto, la manipulacién de la autofagia
podria ser una forma de aumentar la respuesta a los agentes quimioterapéuticos,

aunque la especificidad del tumor y la sensibilidad deben ser mejor caracterizadas.

Autofagia y cancer de pancreas

Es poco lo que se conoce sobre el rol de la autofagia en el cAncer de pancreas, uno de
los mas agresivos y refractario a los agentes citotéxicos tradicionales y la radioterapia
[Warshaw AL y col., 1992; Jaffee EM y col., 2002; Soengass MS y col., 2003]. Algunos
resultados revelan que una mayor expresion de LC3-Il se asocia a un peor prondstico
[Fujii S y col., 2008], lo cual describe a la autofagia como un proceso que le permite a
las células cancerosas sobrevivir en el ambiente tumoral. Por otro lado, ha sido

reportado que las células de cancer de pancreas tiene reducida la autofagia y esto
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podria proveer resistencia al tratamiento. Estudios de la induccién de la carcinogénesis
en células pancreaticas en modelos animales, mostraron que las células de
adenocarcinoma pancreatico tienen reducida su capacidad autofagica en comparacion
con las células pre-malignas [Toth S y col., 2002]. Otros estudios en lineas célulares
de cancer de pancreas muestran que la expresion de la transglutaminasa de tejido
(TG2) confiere proteccion contra la autofagia. La regulacion negativa de TG2 por
siRNA o el tratamiento con Rottlerin lleva a la induccion de la autofagia y a la inhibicion
del crecimiento en las lineas células de cancer de pancreas [Akar U y col., 2007]. En
estos casos la autofagia pareceria actuar como un tipo de muerte celular. Estos datos
proveen evidencia que la autofagia puede funcionar como un contribuidor primario a la
supresion del cancer, pero podria ser especialmente importante en respuesta a un

estrés especifico o bajo condiciones especificas.

VMP1 (Vacuole Membrane Protein 1 )

El estudio de los cambios fenotipicos que la célula acinar pancreatica pone en marcha
en respuesta a la pancreatitis permitié caracterizar el gen VMP1 (Vacuole Membrane
Protein 1). La pancreatitis aguda es una condicién clinica cuya incidencia se ha
incrementado durante los dltimos afios [Bhatia M, 2004]. En la mayoria de los
pacientes la enfermedad es leve, pero alrededor del 25 % de los pacientes sufre de
ataques severos y entre el 30 y el 50% muere. A pesar de la importancia de la muerte
celular en pancreatitis, se conoce muy poco acerca de los mecanismos involucrados

en la misma.

Con el objetivo de caracterizar a nivel molecular el programa de emergencia que las

células pancreaticas ponen en marcha en respuesta a la pancreatitis, centramos
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nuestra atencién en los cambios de la expresion génica de la célula acinar pancreatica
durante la pancreatitis aguda. VMPL1 fue clonada y secuenciada mediante el desarrollo
de una biblioteca de cDNA que se sobreexpresan en la pancreatitis experimental
inducida por taurocolato en ratas. VMPL1 fue elegida por su alta y rapida expresion en
respuesta a la pancreatitis aguda experimental. La caracterizacion posterior de VMP1
determiné que codifica una proteina tedrica de 406 aminoécidos con un punto
isoeléctrico tedrico de 6,28 y un peso molecular tedrico de 45,9 kDa. La estructura
tedrica indica que VMP1 es una proteina transmembrana con 6 dominios hidrofébicos

y en su estructura primaria no se encontr6 péptido sefial.

Altos niveles de mRNA de VMP1 se observan durante el desarrollo en el pancreas de
fetos de ratas en el dia 19 de gestacion y esta expresion permanece elevada hasta el
dia 11 luego del nacimiento. Luego decrece bruscamente y permanece muy baja hasta
el dia 23 después del cual ya no se detecta. EIl mRNA de VMP1 se expresa
diferencialmente en érganos de ratas control. Una alta expresion se registra en
intestino, rifldn, ovario y placenta, y una expresion moderada en higado, pulmén,
estbmago, timo, cerebro y testiculo. En pancreas y bazo la expresiéon del mRNA de
VMP1 no fue detectada. Durante la pancreatitis aguda experimental la expresion del
MRNA de VMPL1 solo es afectada en pancreas. La expresion de VMP1 no es exclusiva
de la injuria pancreética, ya que una fuerte induccion de VMP1 se observa en ratas
sometidas a 30 minutos de isquemia en el rifiéon. Estudios en lineas celulares Cos7
demostraron que la proteina de fusion VMP1-EGFP se localiza en el area del reticulo
endoplasmico y el aparato de Golgi. La expresion de esta proteina de fusién promueve
la formacion de vacuolas citoplasméticas y VMP1-EGFP se encuentra localizada en la
membrana de dichas vacuolas. Un gran numero de las células que sobreexpresan

esta proteina mueren a las 48 hs [Dusetti NJ y col., 2002].
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Estos resultados in vitro concuerdan con datos obtenidos in vivo en la pancreatitis
experimental inducida por L-arginina en ratas. Los resultados del northern blot
demuestran que VMP1 raramente se expresa en pancreas pero su expresion es
fuertemente activada durante la pancreatitis experimental. La expresién del mRNA de
VMP1 es maxima a las 24 hs y permanece alta hasta las 48 hs después del
tratamiento. La fuerte induccién del mRNA de VMP1 también fue observada en la
pancreatitis experimental inducida por Ceruleina a partir de 1 h de tratamiento hasta
las 18 hs de duracion del estudio. Es interesante notar que en el analisis del northern
blot se observan 2 transcriptos de 1,9 y 2,7 Kb, los cuales serian resultado de splicing
alternativo, y ambos se encuentran fuertemente inducidos en el pancreas inflamado.
La estructura del pancreas exécrino fue analizada en cortes ultrafinos luego de 24 y 48
hs de la induccion de pancreatitis con L-arginina. A las 24 hs se observan numerosas
vacuolas en el citoplasma. Luego de 48 hs se evidencia un dafio mayor del tejido
exocrino 'y se observan también vacuolas citoplasméticas en las células
sobrevivientes. La expresion de VMP1, evaluada por hibridacion in situ, esta
restringida a las células acinares, no encontrandose sefial ni en las células ductales ni
en las células del islote. En el tratamiento a 48 hs se observa una fuerte expresion de
VMPL1 en las células acinares sobrevivientes, indicando que la expresion de VMP1 es
parte de la respuesta de la célula acinar a la agresion. El analisis de estos resultados
demostré una correlacion positiva entre la expresion de VMP1 y la formacién de
vacuolas en las células acinares in vivo. El analisis de la apoptosis mediante la técnica
de TUNEL demostré que el tratamiento con L-arginina causa un incremento en el
namero de células marcadas en relacién al control. La expresion maxima de VMP1 a
las 24 hs es simultanea con el incremento de las células apoptéticas detectadas por
TUNEL. Es posible que las células acinares disparen un mecanismo alternativo frente
a la injuria en el cual estaria involucrado la expresién de VMP1 [Vaccaro Ml y col.,

2003].
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Por otro lado la expresion de VMP1 también ha sido relacionada con la capacidad de
invasion del cancer. Se ha determinado que la expresion del mMRNA de VMP1 esta
disminuida en metastasis de cancer de rifion comparada con el tumor primario. Esta
disminucion también se verificd en lineas celulares de cancer de mama, donde se
determind que las lineas invasivas tienen disminuida la expresion del mMRNA de VMP1
con respecto a las lineas no invasivas. Esta funcion pareceria estar relacionada con la
union célula-célula, ya que se ha determinado una co-localizacion de VMP1 con la
proteina de unién estrecha Zonula Occludens-1. Ademas la regulacién negativa de
VMP1 resulta en una pérdida de adherencia celular y un incremento de la capacidad
invasora en lineas celulares de rifidn [Sauermann M y col., 2008]. El analisis conjunto
de estos resultados relaciona a VMP1 con la respuesta temprana ante la injuria tisular,
con la formacion de vacuolas y la muerte celular y, por otro lado, con la invasién y

metastasis de células cancerosas.

S100A10 (S100 proteina de unién a calcio A10)

La familia de proteinas S100 se encuentran exclusivamente en vertebrados. Son
proteinas acidas y pequefias con un tamafo de entre 10 y 12 kDa y constituyen la
subfamilia mas grande de proteinas con dominio mano-EF de union a calcio [Schafer
B y col., 1996]. Las proteinas S100 fueron identificadas por primera vez por Moore en
el aflo 1965 y tienen entre un 25 y un 65% de identidad a nivel de aminoacidos [Moore
B y col., 1965]. Contienen 2 dominios mano-EF flanqueados por residuos hidrofébicos
conservados y separados por una region de union [Schafer B y col.,, 1996]. La
secuencia de la region de unién y la region C-terminal son las partes que presentan
mayor variabilidad. Los miembros de la familia S100 poseen tres caracteristicas

exclusivas. Primero, los 2 dominios mano-EF difieren en secuencia y afinidad al calcio
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[Donato R, 1986]. En segundo lugar, forman homodimeros y heterodimeros, lo que
indica la capacidad de intercambio dinamico entre las proteinas S100, dependiendo de
la poblacion presente en el compartimiento celular. Finalmente, las proteinas S100 se
expresan de modo célula y tejido especifico. Las proteinas S100 estan involucradas en
la regulacion de diversos procesos como fosforilacion de proteinas, crecimiento y
movilidad celular, regulacion del ciclo celular, transcripcién, diferenciaciéon y sobrevida

celular [Donato R, 2001].

S100A10 también conocida como pl1, pertenece a la familia de proteinas S100 y fue
descripta originalmente en un complejo con la proteina anexina A2 [Gerke V y col.,
1984; Gerke V y col., 1985; Glenney JR Jry col., 1985]. Su expresion fue detectada en
diversos tipos celulares y tejidos, mostrando una expresion maxima en pulmon,
intestino y rifién [Saris CJ y col., 1987; Zokas L y col., 1987]. El promotor de S100A10
carece de TATA box pero presenta varios sitios de union para factores de trascripcion
especificos [Harder T y col., 1992, Huang XL y col., 2003]. Una caracteristica Unica de
S100A10 es que contiene mutaciones en los dominios mano-EF haciéndola insensible
a la concentracion de calcio [Gerke V y col., 1985]. La comparacion de la estructura de
S100A10 con otras proteinas de la familia S100 en la dos conformacion posibles (con
union a calcio o libre de calcio), demostré que la estructura de S100A10 se encuentra
permanentemente en la conformacion equivalente de unién a calcio [Rety S y col.,
1999]. La mayor parte de la proteina se encuentra intracelularmente, en el citosol o0 en
la superficie interna de la membrana plasmatica, aunque también se ha descripto en la
region extracelular de diferentes tipos celulares, donde se une al activador de

plasmindgeno tisular [Zobiack N y col., 2003; Kassam G y col., 1998].

La anexina A2 pertenece a la familia de anexinas que comprende diferentes clases de

proteinas que unen calcio, y que son capaces de interaccionar con fosfolipidos
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acidicos de manera calcio dependiente [Gerke V y col., 2005]. El complejo anexina A2-
S100A10 es un heterotetramero, en el cual un dimero central de S100A10 interactia
con 2 anexinas. Mediante la unién con anexina A2, S100A10 puede ser direccionada a
membranas. Esto probablemente ocurre en presencia de calcio, puesto que la anexina
requiere calcio para la unibn a membrana. La expresion de S100A10 parece estar
intimamente ligada a la presencia de anexina A2, probablemente porque S100A10 es
bastante inestable y su tiempo de vida medio se incrementa dramaticamente cuando
forma el complejo con anexina A2 [Puisieux A y col., 1996]. La union a membrana del
complejo anexina A2-S100A10 esta mediada por la anexina A2. Como otras anexinas,
esta tiene preferencia por fosfolipidos cargados negativamente, que se encuentran en
la cara citosélica de las membranas. Sin embargo la unibn a membranas no esta
igualmente distribuida, encontrandose predominantemente en la membrana plasmatica
y en los endosomas tempranos [Rescher U y col., 2004a]. En la membrana plasmética
la especificidad esta dada principalmente por la unién directa del complejo anexina A2-
S100A10 al fosfatidilinositol (4,5) bifosfato (PI(4,5)P,) [Hayes MJ y col.,, 2004a,
Rescher U y col., 2004b]. El complejo es reclutado a dominios ricos en colesterol y
P1(4,5)P,, en donde se producen rearreglos de actina y reclutamiento de F-actina.
Evidencias experimentales sugieren que es el complejo anexina A2-S100A10 el que
permite el reclutamiento de F-actina a los dominios ricos en colesterol y (P1(4,5)P>)

[Hayes MJ y col., 2004b].

Hace unos afios se han encontrado nuevas interacciones con proteinas de membrana,
sugiriendo que S100A10 puede acoplarse en mudltiples interacciones que podrian
requerir a la anexina A2 solo para la localizacibn en membrana [Rescher U y col.,
2008]. Varios trabajos relacionan a la proteina S100A10 con numerosos tipos de
tumores. Se ha determinado la sobreexpresion del mMRNA S100A10 en estudios de

cancer de pancreas, cancer de pulmaén, linfoma, carcinoma de rifion, meduloblastoma
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y cancer gastrico [lacobuzio-Donahue CA y col., 2003; Liu J y col., 2008; Lindsey JC y
col., 2007; Domoto T y col., 2007; Rust R y col., 2005; Remmelink M y col., 2005].
Aunque se ha determinado la sobreexpresion, ain no se ha dilucidado cual es su
participacion en la enfermedad.

Observaciones recientes han cambiado la visibn de S100A10 de ser una proteina
estructural en el complejo con anexina A2 a ser un regulador activo de varias proteinas
de membrana, tales como receptores y canales. Una funcién potencial en el trafico de
proteinas a la membrana plasmatica surgié6 como hipétesis cuando S100A10 fue
identificado en un experimento de doble hibrido como un interactor del canal de sodio
Navl1l.8 [Okuse K y col.,, 2002]. Unos meses después Girard y colaboradores
reportaron la identificacion de S100A10, nuevamente en un experimento de doble
hibrido, como un interactor para el canal de potasio TASK1 [Girard C y col., 2002].
S100A10 seria importante para que TASK1 alcance la membrana plasmatica. Sin
embargo, aunque Renigunta y colaboradores también demostraron la interaccién con
TASK1, sus resultados contradicen a Girard y proponen que S100A10 actia como un
factor de retencidn en el reticulo endoplasmico en el trafico de TASK1 [Renigunta V' y
col., 2006]. Los resultados muestran que al silenciar SI00A10 o mutar el sitio de union
de S100A10 en TASK1 aumenta la cantidad de canales en membrana plasmatica.
Otras evidencias de la participaciéon de S100A10 en la localizacion de canales en la
membrana plasmatica fueron provistas por la identificacion de la interaccion con
TRPV5 y TRPV6, ASICla y 5-HT1B [van de Graaf SF y col., 2003; Donier E y col.,
2005; Svenningsson Py col., 2006]. Los resultados de estos estudios plantean que la
unién de S100A10 a un dominio citosélico de proteinas integrales de membrana es
necesaria para una eficiente presentacion en la membrana y por lo tanto para su

actividad.
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También fueron descriptas interacciones con complejos citosélicos y proteinas
asociadas a membranas periféricas como AHNAK y NS3 [Benaud C y col., 2004; De
Seranno S y col., 2006; Beaton AR y col., 2002]. Aunque la proteina S100A10 no
contenga secuencia sefial para el reticulo endopldsmico, se la ha detectado en la
superficie de la membrana plasmatica, probablemente con anexina 2, y podria
funcionar como un receptor del activador de plasminégeno (tPA) [Kwon My col., 2005;

Deora AB y col., 2004].

Tambien se ha demostrado que S100A10 interacciona con el receptor de serotonina 5-
HT1B. Con el objetivo de analizar la relevancia fisioldgica de esta interaccion, se utilizd
un raton knockout para la proteina S100A10. Los ratones son viables, indicando que
S100A10 no es necesario para el desarrollo normal, pero presentan un fenotipo
depresivo y muestran una respuesta reducida a la serotonina (agonista del receptor 5-
HT1B). Mas audn, los ratones responden menos a los antidepresivos, sugiriendo un
fuerte rol regulador de la proteina S100A10 sobre la funcion del receptor y, por lo
tanto, su participacion en el desorden depresivo [Svenningsson P y col., 2006]. Sin
embargo en un estudio reciente no se encontraron evidencias de una relacidon entre
variaciones de la secuencia de S100A10 y desérdenes depresivos mayores
recurrentes [Verma R y col., 2007]; aunque por otro lado los niveles y las funciones de
S100A10 probablemente estan regulados también por otros componentes.

En los casos anteriores, la observacion de que la expresion en la membrana
plasmética de diferentes canales y proteinas integrales de membrana esti afectada
por S100A10, permite sugerir que el trafico de estas proteinas a la membrana
plasmatica y su remocion parecen estar controlados por S100A10 [Rescher U y col.,
2008]. Se han propuesto dos mecanismos diferentes en los cuales no solo se requiere
a S100A10, sino también su interaccién con anexina A2, para permitir su asociacion a

membrana plasmatica, a endosomas tempranos y endosomas reciclados. Estos
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modelos se esquematizan en la figura que se muestra a continuacion. El primer
modelo plantea que el tiempo de vida media o actividad de la proteina (canal o
receptor) en la membrana plasmatica se incrementa por la interaccién con el complejo
anexina A2-S100A10. Esto podria deberse a la union de anexina A2 a dominios de
membrana ricos en colesterol y PI(4,5)P,. A través de la interaccién con S100A10 la
proteina de membrana puede ser llevada al dominio de lipidos y este reclutamiento
podria afectar la funcion de la proteina, o estabilizar su asociaciébn a membrana. Es
importante destacar que distintas proteinas, canales y receptores, que interaccionan
con el complejo anexina A2-S100A10 han sido encontradas en micro dominios ricos
en colesterol [Martens JR y col., 2004, Ambudkar IS y col., 2006].

El segundo modelo sugiere que S100A10 afecta directamente el trafico del canal o
receptor. Ya esta establecido que la asociacion del complejo anexina A2-S100A10 con
endosomas muestra un enriquecimiento en Rabll (marcador de endosomas de
reciclado) [Rescher Uy col., 2004a]. La deplecion de anexina A2 y S100A10 afecta la
distribucion intracelular y la morfologia de los endosomas reciclados, y también tiene
impacto en la formacion de endosomas multivesiculares [Mayran N y col., 2003;
Zobiack N y col., 2003]. Sin embargo, la internalizacién del receptor en la membrana
plasmatica no se modifica en células que carecen del complejo. Por lo tanto parece
posible que el complejo anexina A2-S100A10 regule la via de reciclado de
endosomas, que es comun a los receptores y canales que se unen a S100A10. En
este modelo el complejo anexina A2-S100A10 participa del traslado de los endosomas
reciclados. Al menos en el caso de TRPV5 y TRPV6 se piensa que los canales pueden
ser guardados en compartimientos intracelulares positivos para Rabll, y que la
internalizacién y el traslado hacia la membrana plasmatica desde un endosoma
desempefian un importante rol en la regulacion de la actividad del canal [van de Graaf

SFy col., 2003].
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Vias de S100A10 involucradas en el trafico de proteinas de membrana
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Hipodtesis y Objetivos

La resistencia a la muerte de las células de cancer de pancreas es el factor clave que
disminuye la respuesta al tratamiento y permite el crecimiento del tumor y el
establecimiento de metastasis. Actualmente, el tratamiento médico contra el cancer
pancreético se basa en la utilizacion de gemcitabina, un analogo de deoxycitidina.
VMP1 (Vacuole Membrane Protein 1) se caracteriz6 por su induccion temprana en
células acinares durante la pancreatitis. Se observé que la expresion de VMP1
correlaciona significativamente con la formacion de vacuolas y precede a la muerte
celular, sugiriendo que la expresién de VMPL1 participa del proceso de autofagia y de
muerte celular. La autofagia es un proceso de degradaciéon de proteinas y organelas
durante la cual se forman estructuras vacuolares caracteristicas denominadas
autofagosomas. Mediante estudios morfoldgicos la autofagia ha sido relacionada con
la muerte celular en una variedad de procesos patolégicos tales como enfermedades
neurodegenerativas y tumorigénesis. Sin embargo, no esta claro si la autofagia
permite la sobrevida o causa la muerte celular, y menos aun si la autofagia se
relaciona con la resistencia de la célula tumoral al tratamiento.

Por lo tanto, la hipétesis de trabajo consiste en que VMP1 se encuentra involucrada en
el proceso de autofagia y que su expresién puede alterar el comportamiento de las
células tumorales y la respuesta a agentes quimioterapicos.

Los objetivos generales de este proyecto consisten en estudiar el rol de la proteina de
membrana VMP1 en los procesos de autofagia y muerte celular, analizar su
participacion en la respuesta de las células tumorales pancreaticas al tratamiento con
gemcitabina y detectar proteinas interactoras de VMP1 que estén participando de este

proceso. Los objetivos especificos son:

« Producir el anticuerpo anti-VMP1 con el objetivo de poder detectar su localizacién y
Su expresion.

« Determinar si VMPL1 forma parte del proceso de autofagia.
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Estudiar a VMP1 y al proceso de autofagia en lineas celulares de céncer de
pancreas bajo el tratamiento con gemcitabina.

Detectar nuevas proteinas que interaccionan con VMP1.

Caracterizar la interaccion de VMP1 con la proteina encontrada y determinar su
efecto sobre la autofagia y la muerte celular en lineas de cancer de pancreas

tratadas con gemcitabina.
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Materiales y Métodos

MEDIOS, REACTIVOS Y ANTICUERPOS.

Medios y reactivos para cultivo de lineas celulares: El medio Dulbecco's Modified
Eagle Médium (DMEM) y el medio Earle's Balanced Salt Solution (EBSS), utilizado
para el tratamiento de ayuno, fueron adquiridos a HyClone. El suero fetal bovino (SFB)
es de Natocord. En Invitrogen se obtuvieron los antibiéticos (ATB) para las lineas
celulares penicilina G y estreptomicina. La Rapamicina y la Monodansylcadaverina
(MDC) utilizadas fueron adquiridas en Sigma. La gemcitabina y la 3-Metiladenina (3-
MA) fueron obtenidas de Eli Lilly y Sigma respectivamente. Los reactivos para
transfeccion Lipofectamine 2000 y Oligofectamine Reagent fueron adquiridos en
Invitrogen.

Medios y reactivos para cultivo bacteriano: Para el crecimiento bacteriano se utilizd
medio Luria Broth (LB) liquido (1 % p/v triptona, 0,5 % p/v extracto de levaduras, 1%
p/v NaCl), LB agar (LB liquido mas 1,5 % p/v Agar) y Caldo Super Optimo con
Represion Catabdlica (SOC) (2 % plv triptona, 0,5 % p/v extracto de levadura, 10 mM
NacCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 20 mM glucosa). Los reactivos fueron adquiridos en
Britania. Todos los medios fueron esterilizados por autoclavado. La Ampicilina se
utilizé en una concentraciéon 100 pg/ml y fue adquirida en Genbiotech y la kanamicina
se utilizé 25 pg/ml y fue obtenida en Invitrogen. El Isopropil-B-D-tio-galactosa (IPTG)
fue adquirido a Promega y se utiliz6 1 mM.

Medios y reactivos para cultivo de levaduras: Para el crecimiento de las levaduras
se utiliz6 medio YPAD (1 % p/v extracto de levaduras, 2 % p/v peptona, 2 % pl/v
dextrosa, 40 mg/l sulfato de adenina), YPAD agar (YPAD liquido mas 2 % p/v Agar),
Medio Minimo Glucosa sin leucina y uracilo agar (0,17 % p/v base nitrégeno de
levaduras sin aminoéacidos, 0,5 % p/v sulfato de amonio, 2 % p/v dextrosa, 0,062 % p/v
suplemento de aminodacidos sin leucina y uracilo y 1,7 % p/v agar) y Medio Minimo

Galactosa sin leucina y uracilo (agar 0,17 % p/v base nitrdgeno de levaduras sin
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aminoécidos, 0,5 % p/v sulfato de amonio, 2 % p/v galactosa, 1 % p/v rafinosa, 0,062
% p/v suplemento de aminoacidos sin leucina y uracilo y 1,7 % p/v agar). Todos los
medios fueron esterilizados por autoclavado. Los reactivos utilizados para la
competencia y transformacion de las levaduras fueron los siguientes: LISORB (100
mM LiOAc, 10 mM Tris-HCI pH 8.0, 1 mM EDTA, 1 M sorbitol), PEG/LIOAc (10 mM
Tris-HCI pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0, 100 mM LiOAc pH 7.5, 40 % p/v PEG 3350), 1,4
M B-mercaptoetanol y DNA de esperma de salmoén.

Anticuerpos: Los anticuerpos primarios utilizados fueron anti EGFP, LC3, y B-tubulina
(Santa Cruz Biotechnology), S100A10 (BD Transduction Laboratorios), V5 (Invitrogen),
VMP1 fragmento COOH. Los anticuerpos secundarios utilizados fueron anti-ratén, anti-
cabra y anti-conejo conjugados con peroxidasa y anti-cabra Alexa 488 (Molecular

Probes).

PLASMIDOS Y siRNA.

El siRNA utilizado fue disefiado por Ambion para VMP1 humana (ID32935). La
secuencia es la siguiente: Fw 5-GGCAGAAUAUUGUCCUGUGIHt-3', y Rv 5'-CACAGG
ACAAUAUUCUCUGCCIt-3'. El plasmido pCMS3-H1p-EGFP fue provisto por el Dr D.
Billadeau (Department of Immunology, College of Medicine, Mayo Clinic, Rochester,
MN 55905, USA). El plasmido contiene una construccion con un short hairpin RNA de
VMP1 o de S100A10 el cual permite el silenciamiento de la proteina elegida. El
plasmido también contiene un cassette de transcripcion separado que expresa EGFP
para poder identificar las células transfectadas [Gomez TS y col., 2005]. Por lo tanto
las células transfectadas expresan EGFP y el shRNA de VMP1 o de S100A10. La
secuencia shRNA clonada dentro del plasmido contiene el sitio para las enzimas de
restriccion, la secuencia target de la proteina de interés y una secuencia loop para la
formacion del shRNA. La secuencia clonada de shRNA de VMP1 dentro del plasmido

contiene la misma secuencia target que el siRNA. Para el silenciamiento de la proteina
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S100A10 se utilizd la siguiente secuencia target 5-AATGCCATCTCAAATGGAA-3'
[Morel E y col.,, 2007]. La secuencia completa del shRNA es la siguiente 5'-
GATCCCCAATGCCATCTCAAATGGAATTCAAGAGATTCCATTTGAGATGGCATTTT

TTGGAAA-3' La secuencia inespecifica utilizada para el shRNA Control fue la
siguiente 5-GATCCCCATTGTATGTGATCGCAGACTTCAAGAGAGTCTGCGATCACA
TACAATTTTGGAAA-3'. El pldsmido pRFP-C1 fue amablemente provisto por la Dr.
Maria |. Colombo (Universidad Nacional de Cuyo, Consejo Nacional de Investigaciones
Cientificas y Técnicas (CONICET), Argentina), contiene clonada la secuencia de LC3
de rata y produce la proteina de fusion RFP-LC3. El plasmido de expresion procariota
pGEX-5X-2 (Amersham Biosciences), posee el promotor tac, un hibrido derivado de
los promotores de triptofano y lactosa, el cual es inducible por IPTG y permite la
expresion de la proteina fusionada a GST (glutation S-transferasa). El plasmido
pEFGP (Clontech) es un plasmido de expresion eucariota que permite la expresion de
la proteina fusionada a EGFP (proteina fluorescente verde). El plasmido de expresion
eucariota pcDNA4 (Invitrogen) permite la expresién de la proteina fusionada a 6
histidinas (Hisg) y a la secuencia GKPIPNPLLGLDST (V5) que pertenece a la regién C-

terminal de las proteinas P y V del Virus Simian 5.

CULTIVO DE CELULAS.

Se utilizaron las lineas celulares de cancer pancreéatico PANC-1 (carcinoma epitelioide
ductal de pancreas humano) y MIAPaCa-2 (carcinoma de pancreas humano) También
la linea celular de carcinoma cervical HeLa y la 293T, que es una linea derivada de las
HEK (rifdn de embrién humano) que ademas contiene el antigeno largo T de SV40, el
cual permite la réplicacion episomal de plasmidos transfectados que contengan el
origen de réplicacion SV40. La linea celular de fibroblasto de embrién de raton NIH3T3
fue obtenida a partir de embrién de raton Swiss NIH y es 6ptima para experimentos de

transformacion.
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Las células se cultivaron a 37°C en CO,: aire (5%: 95%) en DMEM 10% de suero fetal
bovino (SFB), L-glutamina (4 mM), penicilina (50 unidades/ml) y estreptomicina (50
ug/ml). Cuando se alcanzo el 80-90% de confluencia se disociaron con 0,05% tripsina
y 0.02% EDTA, y se repicaron en botellas de cultivo de 25 cm? de superficie para su
mantenimiento. Luego de los diferentes tratamientos las células se lisaron en Trizol
(Invitrogen) para la extraccion de RNA, se lisaron en buffer de lisis para ensayo de
pull-down (50 mM NaH,PO,4, 300 mM NacCl, 0,5% Triton X-100, 10 mM Imidazol), en
buffer de lisis para ensayo de western blot (50 mM Tris-HCI, pH 8.0, 150 mM NaCl, 1%
Triton X-100), o fueron fijadas durante 10 minutos en paraformaldehido 4% en PBS frio
para estudios morfolégicos o de inmunofluorescencia. En todos los casos donde se
agrego buffer de lisis, se utilizaron los siguientes inhibidores de proteasas, 1 mg/mL
aprotinin, 1 mg/mL leupeptin, 1 mg/mL pepstatin A y 1 mM phenylmethylsulphonyl

fluoride inhibitor.

TRYPAN BLUE.

Se utilizaron placas de 24 welles donde se sembraron 5 x 10* células por well
utilizando 500 pl de medio DMEM, 10% SFB, 1% ATB. Al dia siguiente se agrego la
gemcitabina en la concentracion elegida. El nimero de células viables luego de 24, 48
y 72 hs se determiné por el método de Trypan Blue (Trypan blue 0, 2 % en PBS). Se
levantaron las células por suave pipeteo en el medio de crecimiento. Se tomaron 0,5
ml de la suspension de células y se mezclaron con 0,5 ml de una solucion de Trypan
Blue (0,4% p/v). Se dejo que las células estén en contacto con el colorante durante 3
min. Se contaron en camara de Neubauer las células coloreadas (muertas) y no
coloreadas (vivas). Se determiné el porcentaje de células vivas respecto al control

segun la siguiente formula: % Células viables = Nt / Nc x 100, donde N¢ es el nimero
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de células viables del control y Nt es el nimero de células viables tratadas con

gemcitabina.

TRANSFECCION.

Para la incorporacién de plasmidos, las células fueron plagueadas el dia anterior a la
transfeccion para que logren una confluencia entre el 80% y 90% al tiempo del
experimento. Luego de lavar con PBS, la transfeccion fue realizada utilizando
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) en medio sin antibiéticos. Para los experimentos de
siRNA se utiliz6 Oligofectamine Reagent (Invitrogen). Las células fueron plaqueadas
para obtener un 50% de confluencia al momento de transfeccion. Luego de lavar con
PBS, la transfeccion fue realizada en medio sin antibiéticos segun el protocolo del

fabricante.

PORCENTAJE DE CELULAS CON RFP-LC3 AGRUPADO.

Las células fueron transfectadas con el plasmido pRFP-LC3 solo, o co-transfectado
con otros plasmidos. Se contabilizo el nimero de células con RFP-LC3 agrupado cada
100 células transfectadas o cada 100 células co-transfectadas, observando al
microscopio al menos 8 campos. Los datos se expresan como la media £ E.S. de al
menos 3 experimentos independientes. Para detectar la fluorescencia se utilizé un

microscopio Nikon Eclypse 200 (Plan100x).

WESTERN BLOT.

Las células fueron lavadas con PBS vy lisadas en buffer de lisis frio (50 mM Tris-HCI,
pH 8.0, 150 mM NacCl, 1% Triton-X100) conteniendo 1 mg/mL aprotinin, 1 mg/mL
leupeptin, 1 mg/mL pepstatin A 'y 1 mM phenylmethylsulphony! fluoride inhibitor.
Alicuotas de igual cantidad de proteina fueron resueltas en SDS-PAGE, y transferidas

a membranas de PVDF (Bio-Rad) durante 1 hora a 200 mA. La membrana fue
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bloqueada en buffer TBS (Tris-HCI 20 mM pH 7,4; NaCl 0,15 M) con leche en polvo
descremada (Molico) al 5% durante 1 hora a temperatura ambiente. El anticuerpo
primario se agreg6 en buffer de bloqueo. El tiempo de incubacion del anticuerpo varié
segun el anticuerpo primario utilizado. Se realizaron 3 lavados con TBST (TBS con
Tween-20 al 0,01%) y se incubd con el anticuerpo secundario marcado con peroxidasa
durante 1 hora. Después de 2 lavados con TBST y 2 con TBS, se reveld con el kit ECL
(GE Healthcare) o con el Kit Super Signal Pico (Pierce). Las diluciones de los
anticuerpos utilizadas fueron las siguientes: LC3 1/200, B-Tubulina 1/800, VMP1
fragmento COOH 1/200, S100A10 1/1000, EGFP 1/700, V5 1/5000. Anticuerpos

secundarios anti-raton, cabra y conejo conjugados con peroxidasa 1/5000.

EXTRACCION Y PURIFICACION DE RNA.

La extraccion del RNA de cultivos celulares, se realiz6 con el reactivo Trizol
(Invitrogen). Las células se crecieron en un multiwell de 6 y luego se les realizé el
tratamiento deseado. Para la purificacién del RNA se lavaron las células con PBS, se
agrego 1 ml de Trizol por well y se pipete6 para levantar las células. Luego se paso el
contenido de cada well a un tubo de 1,5 ml, en donde se agregaron 0,2 ml de
cloroformo. A continuacion se centrifugd a 12000 x g durante 15 min a 4TC. Se
transfirio la fase acuosa a un nuevo tubo en donde se agregaron 0,5 ml de
isopropanol. Se dej6 incubando 10 min y después se centrifugd a 12000 x g por 10 min
a 4. El pellet de RNA obtenido luego de la centrifugacion se lavo con etanol 75 %,
se centrifugd nuevamente y se resuspendid en agua. Se determinaron las
concentraciones de RNA midiendo la absorbancia a 260 nm. Para chequear su calidad
se realiz6 una corrida en gel de agarosa y se visualizd por tincibn con Bromuro de

Etidio.
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RT-PCR Y REAL-TIME RT-PCR.

Se utilizaron 2 pug del RNA purificado y se trataron con 1 ul de RNase-free DNase |
(Invitrogen) en un volumen final de 10 pl conteniendo buffer de RNAsa 1X. Se incub6
durante 15 minutos a temperatura ambiente y luego se incub6 a 65C durante 10 min.

A continuacién se incubaron los 10 ul del tratamiento DNAsa con 100 nM random
primers (Ng) @ 70C durante 5 min. A continuacion se utilizé la mezcla de RNA mas
random primers y se agregé 1 mM dNTPs y 1 pl de la enzima transcripasa reversa
MMLV (Promega) en un volumen final de 20 ul conteniendo buffer MMLV 1X. La
mezcla se incubd a 25C durante 5 min y luego a 37C durante 1 hora. Para la

reacciéon de PCR se utilizaron 0,5 ul de reaccion de RT en una mix con 200 uM
dNTPs, 4 mM MgCl,, 200 nM de primer Foward (Fw) y Reverse (Rv) y 1 pl de la
enzima Go Taq (Promega) en una volumen de 25 pl conteniendo buffer Go Taq 1X.
Las condiciones de la PCR fueron las siguientes 94°C 2 minutos y 35 ciclos de: 94°C
20 segundos, 58°C 20 segundos y 72°C 30 segundos. Los primers utilizados fueron

e para VMP1:

Fw > 5 GGTGCTGAACCAGATGATGA 3

Rv 2> 5 GCACCAAAGAAGGTCCAAA 3

e para S100A10:

Fw 2> 5" AAATTCGCTGATAGG 3

Rv 2> 5 CTGTGGGGCAGATTCCTTAA 3

e para [3-actina:

Fw 2> 5 GACTTCGAGCAAGAGATGGT 3

Rv > 5 GCACTGTGTTGGCGTACAG 3’

e para GADPH

Fw > 5 ACCACAGTCCATGCCATCAC 3

Rv - 55 TCCACCACCCTGTTGCTGT 3.
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En las reacciones de RT-PCR las alicuotas fueron sometidas a una corrida
electroforética en agarosa 1,5 % y se visualizaron mediante tincion con Bromuro de
Etidio. La reaccion de RT-PCR fue realizada en un ciclador Techne. Para la PCR para
el clonado de S100A10 se utilizaron los siguientes primers:

Fw > 5" CCCAAGCTTCACACCAAAATGCC 3

Rv > 5 GGGGGATCCCTCATTTCTGCATAC 3

y se utiliz6 como templado el plasmido purificado del clon interactor 24. Para la Real
Time PCR se utilizaron los primers antes descriptos con 0,5 pl de RT por reaccion en
un volumen final de 25 pl utilizando la master mix Mezcla Real (Biodynamics). La Real-
Time RT-PCR fue realizada en un ciclador RG 6000 (Corvette). Las condiciones de
ciclado fueron las siguientes: 95 T for 2 min seguido de 40 ciclos de 95 T por 20 seg,
58 € por 20 seg, y 72 T por 30 seg. Los niveles del mMRNA de VMP1 y S100A10

fueron calculados relativos al mMRNA de B-actina.

CITOMETRIA DE FLUJO.

Se utilizé el Kit Anexin V-PE Apoptosis Detection Kit | (BD Pharmingen). Las células
fueron levantadas mediante suave pipeteo y centrifugadas por 5 min a 1500 x g. A
continuacion fueron lavadas 2 veces en PBS frio y resuspendidas en binding buffer en
una concentracién aproximada de 1x10° cél/ml. Luego, 100 pl de la resuspension
celular fueron tefiidos agregando 5 pl annexina V-PE y 5 ul de 7AAD e incubada en la
oscuridad. Al cumplirse los 15 minutos se agregaron 400 pl de binding buffer. Las
células fueron analizadas utilizando un Citbmetro de Flujo PAS 1l (PARTEC) del
departamento de Microbiologia e Inmunologia de la Facultad de Farmacia y
Bioquimica, UBA.

Para los experimentos con los plasmidos que expresan shRNA S100A10, shRNA
VMP1 y EGFP-VMP1 se analiz6 solo el grupo de células EGFP. De ese grupo se

determinaron las células apoptéticas tempranas (anexina V positiva y 7AAD negativa)
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de 3 experimentos independientes. En los experimentos de expresion de shRNA
S100A10 y shRNA VMP1 se utilizé como control el plasmido que expresa el sShRNA
control. En el experimento de expresion de EGFP-VMP1 se utiliz6 el plasmido vacio
como control. Para cada medicion al menos 20.000 células fueron contadas. Los datos
fueron expresados como la media + E.S.

Para realizar los experimentos de sorting se utilizé el citbmetro FAX AREA 2 del
Hospital de Clinicas. Se crecieron células MIAPaCa-2 y luego se transfectaron con los
plasmidos que expresan el shRNA S100A10 y el shRNA control. A las 24 hs las
células fueron lavadas con PBS, tripsinizadas y resuspendidas en medio DMEM 10%
SFB y 1% ATB, en una concentracién aproximada de 5 x 10° células/ml.
Inmediatamente las células fueron sometidas al sorting con el objetivo de obtener solo
las células EGFP positivas. Las células separadas por sorting fueron recuperadas en
medio DMEM 10% SFBy 1% ATB.

Para el experimento de actividad de caspasas 3y 7 se sembraron 2 x 10* células por
well en un multiwell de 96 y se dejaron creciendo durante 24 hs antes de realizar el
tratamiento con gemcitabina.

Para realizar el western blot de S100A10 las células EGFP positivas obtenidas se

centrifugaron y el pellet se resuspendi6 en buffer de lisis con inhibidores de proteasas.

NARANJA DE ACRIDINA Y BROMURO DE ETIDIO.

Las células fueron levantadas mediante suave pipeteo, centrifugadas por 5 min a 1500
x g y resuspendidas en PBS. Veinticinco microlitros (entre 5 x 10° y 5 x 10° cél./ml)
fueron mezclados con 1 yl de la mezcla de Naranja de Acridina y Bromuro de Etidio
(50 pg/ml de NA y 50 pg/ml de BE en PBS). Luego las células fueron visualizadas
inmediatamente en un microscopio de fluorescencia (Nikon Eclypse 200). Las células
apoptéticas fueron definidas por criterio morfoldgico. La Naranja de Acridina es usada

para determinar cuantas células dentro de una determinada poblacién estan bajo
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apoptosis (visualizando la morfologia) y el Bromuro de Etidio para diferenciar entre
células viables y no viables. Se determiné el porcentaje de células apoptéticas

contando 100 células.

NARANJA DE ACRIDINA.

Las células fueron lavadas 2 veces con PBS. A continuacion se montaron las células
sobre 3 ul de 50 pg/ml de Naranja de Acridina en PBS. Las células fueron visualizadas
inmediatamente en un microscopio de fluorescencia (Nikon Eclypse 200). Se

determinaron las vacuolas acidicas por la visualizacion directa del color rojo.

ACTIVIDAD DE CASPASA 3 Y 7.

La actividad de caspasa 3 y 7 fue determinada utilizando los kits Apo-ONE™
Homogeneous Caspase-3/7 Assay y Apo Live-Glo Multiplex Assay (Promega) segun
las instrucciones del fabricante. Con el kit Apo-ONE™ Homogeneous Caspase-3/7
Assay fue determinada la actividad de caspasa 3 y 7, monitoreando el clivado del
sustrato Z-DEVD-R110 y la viabilidad celular se determiné por el método de Trypan
Blue. Las células MIAPaCa-2 se sembraron 2 x 10° cel/well en un multiwell de 12.
Luego de la transfeccion y el tratamiento, las células se levantaron por suave pipeteo.
Se sembraron 100 pl en un multiwell de 96 y se agrego el reactivo para medir la
actividad de las caspass 3y 7. El resto se utilizd para determinar la viabilidad celular
por el método de Tripan Blue.

Con el kit Apo Live-Glo Multiplex Assay se determind la viabilidad celular y la actividad
de caspasa. Las células MIAPaCa-2 se sembraron 2 x 10* cel/ml en un multiwell de
96. Luego del tratamiento se agrego el sustrato para determinar la viabilidad celular, se
incubd 30 min a 37 y se midio la fluorescencia a 505 nm. A continuacién se agregé
el sustrato para medir la actividad de las caspasas 3 y 7, se incubé 30 min a

temperatura ambiente y se midié la luminiscencia. La viabilidad celular fue
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determinada por el clivaje del sustrato GF-AFC (glycylphenylalanyl-amino
fluorocoumarin) y medido por fluorescencia. La actividad de caspasas 3 y 7 fue
determinada por un sustrato luminiscente que contiene el tetrapéptido DEVD. En
ambos casos el valor de la actividad de caspasas fue normalizado con la viabilidad
celular y expresado relativo al control. Las mediciones se realizaron en el equipo
Victor® (Perkin Elmer) del departamento de Microbiologia e Inmunologia de la Facultad

de Farmacia y Bioquimica, UBA.

MICROSCOPIA ELECTRONICA.

Las células fueron fijadas en glutaraldehido al 1%, en una solucion reguladora de
fosfato 0,1 M. Posteriormente, en tetroxido de osmio en la misma solucion reguladora.
Después de la inmersion en acetato de uranilo, las muestras fueron deshidratadas
gradualmente en soluciones de etanol y clarificadas con acetona. Luego fueron
embebidas en Embed 812 (Electron Microscopy Scientific). Cortes de 1 ym de grosor
fueron coloreados con azul de toluidina en bérax, mientras que los cortes ultrafinos
fueron coloreados con citrato de plomo y acetato de uranilo. Las grillas fueron

examinadas con un microscopio electrénico Zeiss.

INMUNOFLUORESCENCIA Y MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA.

Las células fueron fijadas en paraformaldehido 4 % en PBS frio durante 10 minutos.
Para microscopia de fluorescencia las células fueron montadas con DABCO vy
observadas en el microscopio. Para la expresién de S100A10-EGFP en células Hela,
se lavaron las células con PBS, luego se incub6 durante 1 min con el Buffer de lavado
de citosol (100 mM KCI, 2 mM MgCl,, 1 mM CaCl,, 1 mM Hepes, PH= 6,9), a
continuacion se lavaron las células con PBS y se fijaron en paraformaldehido 4 % en
PBS frio durante 10 minutos. Finalmente se montaron en DABCO y se observaron al

microscopio.
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Para la inmunofluorescencia de LC3, luego de fijar las células, se lavaron 2 veces con
PBS, se permeabilizaron con Tritbn X-100 durante 5 min, nuevamente se lavaron 2
veces con PBS y se bloguearon durante 30 min utilizando 1% BSA en PBS. A
continuacion se agreg6 el anticuerpo primario en 1% BSA en PBS y se incubaron
durante 2 hs. Luego se lavaron 2 veces con PBS y se agreg6 el anticuerpo secundario
conjugado con Alexa 488 en 1% BSA en PBS. Finalmente se realizaron 2 lavados con
PBS y se montaron los vidrios con DABCO. Los preparados fueron visualizados en el

microspocio confocal del IByME.

DOBLE HIBRIDO.

Para realizar el doble hibrido se utilizd el sistema Cyto Trap Two Hybrid System,
(Stratagene).

Amplificacion de la biblioteca de células HelLa

Se amplifico la biblioteca de células HelLa (Stratagene) que se encuentra en la cepa
E.Coli XL10-Gold KanR (Stratagene), clonada en el plasmido pMyr. En primer lugar se
determinaron las unidades formadoras de colonias/ml (UFC/ml) de la biblioteca. Se
realizaron distintas diluciones de las bacterias que contienen la biblioteca, se
plaguearon en medio LB con kanamicina y luego se contaron las colonias obtenidas.
Se obtuvieron 1,5 x 108 UFC/ml. Sabiendo que la biblioteca posee 3,7 x 10° clones
(dato provisto por Stratagene), se decidi6 amplificar por duplicado la biblioteca, es
decir obtener 7,4 x 10° clones. Se utilizaron placas de petri de 15 cm x 15 cm y se
sembraron distintas cantidades de colonias (20.000, 40.000, 60.000, y 80.000 colonias
por placa) para determinar cual era el nimero de colonias apropiado por placa. Se
determind que con 40.000 clones se obtienen la mayor cantidad de clones por placa
sin obtener césped. Por lo tanto se plaquearon 185 placas con 40.000 clones cada
una. Se dejaron crecer overnight (O.N.), se agreg6 a las placas medio LB liquido y se

levantaron las colonias con rastrillo. A continuacion se realizaron 3 maxi prep para
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purificar los plasmidos amplificados. Se midi6 la absorbancia a 260 nm para obtener la
concentracion, y por ultimo se realizé una corrida en gel de agarosa para comprobar el
estado del DNA purificado.

Clonado de los fragmento de VMP1

Como VMPL1 es una proteina de membrana el screening fue realizado con distintos
fragmentos correspondientes a las regiones hidrofilicas.

VMP1 . )
Fragmento NH2: del aminoacido 1 al 75

Fragmento NH2 Fragmento C

\ \

| | | | T TT11 Fragmento C: del aminoacido 324 al 366

A s

Fragmento B Fragmento COOH

Fragmento B: del aminoéacido 152 al 270

Fragmento COOH: del aminoacido 386 al 406.

Para cada fragmento se disefiaron un par de primers especificos con adaptadores
para cortes con las enzimas BamHI y Sall. La secuencia de los primers es la siguiente:
e Fragmento NH2

Fw 2> 5 CCCGGATCCGATCTATGAAATGGCAGA 3

Rv > 5" GGGGTCGACTGACGATGCCATAA 3

e Fragmento B

Fw > 5 CCCGGATCCATTTCCCTGAGCCACCCTAT 3

Rv 25" GGGGTCGACCGAACAGGGGATTTGGAATA 3

e Fragmento C

Fw > 5" CCCGGATCCTCATTGGTGCTGTC 3

Rv 2> 5 GGGGTCGACATCCAGGACAACCA 3

e Fragmento COOH

Fw 2> 5 CCCGGATCCATGGCACAAAGCTA 3

Rv 2 5 GGGGTCGACTTTAGTCTTCTCCT 3.
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Luego se realizaron las reacciones de PCR utilizando como templado pcDNA4-VMP1.
Las condiciones de la PCR fueron las siguientes 94°C 2 minutos y 35 ciclos de: 94°C
20 segundos, 57°C 20 segundos y 72°C 30 segundos Los distintos fragmentos
amplificados fueron clonados en el pldsmido pSOS con las enzimas BamHI y Sall.
Todas las construcciones fueron confirmadas por restriccién y secuenciacion.

Ensayo Doble Hibrido

Preparacion de levaduras competentes

Se crecieron 3 colonias de levaduras, de una placa fresca, en medio YPAD liquido
O.N. A continuacién se diluy6 el cultivo a una DOgy= 0,2 y se incub6d durante 3 hs
hasta que alcanzé las DOgpo= 0,7. Luego se centrifugd, se resuspendié en medio
LISORB y se dej6 incubando durante 30 min. Posteriormente se centrifugd, se
resuspendid el pellet en una mezcla de 40% esperma de salmén en medio LISORB y
luego se agregaron PEG/LIOAc y DMSO.

Transformacién

Se mezclaron en partes iguales DNA de pSOS-fragmento VMP1 y de pMyr que
contiene la biblioteca de células HelLa. Luego se agreg6 1,4 M B-mercaptoetanol y se
dejé incubando durante 30 min a temperatura ambiente. A continuacion se calentaron
a 42°C durante 20 min y luego se pasaron a hielo por 3 min. Finalmente se
centrifugaron las levaduras, se resuspendieron en 1M Sorbitol y se plagquearon en
medio con glucosa sin leucina ni uracilo para seleccionar las levaduras co-
transformadas. Las placas se incubaron a 25°C durante 3 dias.

Screening

Una vez obtenidas las colonias co-transformadas, se realiz6 una réplica en placa en
medio con galactosa sin leucina ni uracilo y se crecieron a 37°C hasta 10 dias. Los
clones que fueron apareciendo (los posibles clones interactores) fueron pasados a una
placa con medio con glucosa a 25°C en donde se dejaron crecer durante 2 dias. Una

vez crecidos los clones se realizé una réplica en placa en medio con glucosa y con
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galactosa y ambas placas fueron crecidas a 37°C (conservando también la placa
original de donde se realizé la réplica incubandola a 25 °C). Se determinaron los
clones que crecieron en medio con galactosa y no en medio con glucosa. Luego se
volvié a la placa original (crecida a 25°C), los clones positvos se resuspendieron en 50
pl de agua y se sembraron 15 ul en la misma posicién en una placa de glucosa y la
otra de galactosa y nuevamente fueron crecidos a 37°C. El crecimiento diferencial en
ambas placas determind los clones positivos.

A cada una de las colonias positivas se la creci6 y se le realiz6 una miniprep
agregando un paso de agitacién con bolitas de vidrio para romper la membrana de la
levadura. A continuacion se le realizé una PCR a cada miniprep obtenida con primers
gue flanquean el sitio de clonado de pMyr. La secuencia de los primers es la siguiente:
e pMyr

Fw > 5 GCGGCCCTCTAGAGCTTATT 3.

Rv - 5" AACCCCGGATCGGACTACTA 3..

Luego se enviaron a secuenciar los productos de PCR y de cada secuencia obtenida
se identificé la proteina interactora por medio del BLAST. Para confirmar la interaccion
se transformaron levaduras con pSOS-fragmento VMP1 y con el plasmido pMyr
aislado del clon positivo (del que se realizé la PCR que se envié a secuenciar). Las
placas fueron crecidas inicialmente en glucosa a 25T en medio sin Leucina ni Uracilo,
para seleccionar las transformadas, y finalmente se realiz6 réplica en placa en medio
con glucosa y galactosa y se crecieron a 37T, obteniéndose nuevamente el

crecimiento diferencial que confirma la interaccién.

PULL-DOWN.
Se utilizé el plasmido pEGFP-VMP1 que expresa una proteina de fusién EGFP-VMP1.
La proteina S100A10 obtenida en el doble hibrido se fusioné a 6 histidinas y V5,

mediante el clonado de su cDNA en el vector pcDNA4. Se co-transfectaron células
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293T con el reactivo Lipofectamine 2000 (Invitrogen). A las 24 hs se levantaron las
células en PBS, se centrifugaron 10 minutos a 800 rpm y al pellet se le agregdé 1 ml de
buffer de lisis para ensayo de pull down (50 mM NaH,PO,, 300 mM NacCl, 0,5% Triton
X-100, 10 mM Imidazol con los inhibidores de proteasas 1 mg/ml aprotinin, 1 mg/mi
leupeptin, 1 mg/ml pepstatin A y 1 mM phenylmethylsulphonyl fluoride inhibitor). Se
utilizaron 20 pl de columna NINTA Agarosa y 100 ug del lisado celular. Después de 3
horas de incubacién a 4° C, se lavo 3 veces y luego se eluyd. El material eluido fue
sometido a un SDS-PAGE y luego se transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa.
Sobre estas membranas se detectaron las proteinas VMP1-EGFP y S100A10-V5 con

anticuerpos anti-EGFP (Santa Cruz) y anti-V5 (Invitrogen) mediante un western blot.

ANTICUERPO VMP1

Clonado.

Con el objetivo de obtener el anticuerpo anti-VMP1 se amplificé por PCR el Fragmento
B2 utilizando como templado 50 ng del pldsmido pcDNA4-VMP1l. Se encargaron
primers especificos con adaptadores para que posean sitios de corte para las enzimas
de restricciéon BamHI y Sall. Los primers utilizados fueron los siguientes

e Fragmento B2

Fw > 5 GGGGGATCCGAATTGAAGCCTGCA 3

Rv 2> 5 GGGGTCGACTGCCAGTTTAGCTCG 3

Para la PCR se utilizé el siguiente protocolo de amplificacion: desnaturalizacién 2
minutos a 94° C y luego 35 ciclos de desnaturalizacion de: 20 segundos a 94°C,
annealing 20 segundos a 59° C, extension 30 segundos a 72° C y luego 5 minutos de
extension final a 72 °C. Para la mix de PCR se utilizé enzima GoTaq, 200uM dNTPs
(Promega) y 200 nM primers en un volumen final de 25 ul. El producto de PCR se
corrié en un gel de agarosa 1,5% se visualizé mediante tincién con Bromuro de Etidio.

Se extrajo y purificd la banda del gel con el kit SV Gel and PCR Clean Up System
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(Promega). Se realizé la restriccion del producto de PCR y del pldsmido pGEX-5X-2
durante 2 hs a 37°C con las enzimas BamHI y Sall. Luego se dejo ligando O.N. a 4C
utilizando T4 DNA ligasa (Promega) y posteriormente se transformaron bacterias
competentes E. Coli JM109, las cuales se crecieron en placas con medio LB y
ampicilina (100 pg/ml). La cepa E.Coli IM109 es defectiva en la endonucleasa endA y
en recombinasa recA. Estas caracteristicas permiten alta calidad del DNA al realizar la
miniprep y aumenta la estabilidad del inserto. Los clones obtenidos se amplificaron en
medio liquido LB con ATB O.N. a 37<C con agitacion y al dia siguiente se realizd una
miniprep para purificar los plasmidos. Finalmente se realizdé una restriccion con las
enzimas BamHI y Sall durante 2 hs a 37C. El analisis de la restriccion permitio
determinar cuales clones poseian el inserto. Se confirmé la secuencia del inserto y el
clonado en el marco de lectura correcto por secuenciacion. Con el pldsmido se
transformaron bacterias E.coli BL21. La cepa E.coli BL21 es defectiva en la produccién
de las proteasas OmpT y Lon, lo que permite una mayor produccién de proteina
recombinante.

Expresion.

Se transformaron bacterias E.coli BL21. Se crecio un cultivo O.N. a 37°C en 25 ml de
medio LB mas ampicilina con agitacion. Al dia siguiente se realizé una dilucién 1/50
del cultivo O.N. en un volumen final de 1 litro. Se crecié hasta alcanzar una DOgg =
0,5. Luego se indujo la expresidon de la proteina recombinante agregando 1mM IPTG
(Isopropil-B-D-tio-galactosa) y se dejé creciendo durante 4 hs. Finalmente se centrifugo
el cultivo a 4000 x g durante 20 minutos para obtener el pellet bacteriano.

Purificacion.

La purificacion se realizoé con el GST Purification Kit (Clontech). Se mezclé una parte
de pellet bacteriano con 2,5 partes de Alumina, luego se agregé el buffer de extraccion
y posteriormente se centrifugd. El sobrenadante se transfiri6 a una columna que une

GST previamente equilibrada. Luego se lavé la columna con buffer de extraccion y se
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agrego6 el buffer de elucion en 6 alicuotas de 1 ml cada una. Se realiz6 un SDS-PAGE
y se sembré una fraccion de cada alicuota de elucion obtenida para identificar las
fracciones con la proteina recombinante.

Inmunizacion.

El plan de inmunizacién se llevo a cabo en la catedra de Inmunologia de la Facultad
de Farmacia y Bioquimica. Se utilizaron 2 conejos de 12 semanas. Se realiz6 un
esquema de inmunizacion de 3 inoculaciones por animal, a intervalos de 2 semanas
por via intramuscular y subcutanea utilizando una cantidad total de 0,50 mg/animal de
proteina. Después de 10 dias de la dltima inoculacion, a los animales se les realizaron

extracciones de sangre para la medicion del titulo del anticuerpo.

BACTERIAS COMPETENTES.

Se produjeron bacterias competentes E.coli JM109 o E.coli BL21 por el método de
CaCl,. Se crecio un cultivo O.N. a 37°C en 3 ml de medio LB con agitacion, utilizando
una colonia crecida en una placa fresca (hecha el dia anterior). Al dia siguiente se
realizé una dilucion 1/100 en un volumen final de 20 ml del cultivo O.N. Se creci6 hasta
alcanzar una DOgy = 0,5. Se centrifugé a 5000 rpm durante 5 minutos a 4°C y se
resuspendié el pellet en 10 ml de 0.1M CaCl,. Luego se centrifugd nuevamente y se
resuspendié6 en 1 ml de 0.1M CaCl,. Se utilizaron alicuotas de 200 ul para cada
transformacion. En algunos casos fueron utilizadas bacterias competentes compradas

E.coli IM109 (Promega).

TRANSFORMACION.

Se mezclaron 200 ul de bacterias competentes con 50 ng de DNA y se incubaron en
hielo durante 10 minutos. Luego se pasaron a 42°C durante 45 segundos y se agregé
1 ml de medio SOC. De dejaron 1 hs a 37°C con agitacion y luego se plaquearon en

medio agar LB + ampicilina o kanamicina segun la resistencia del plasmido.
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MINIPREP.

Para la purificacion de plasmido se utilizo el Kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA
Purification System (Promega). Las bacterias que poseian el plasmido deseado se
crecieron en 7 ml de medio LB liquido con antibidtico a 37<C con agitacion O.N. Al dia
siguiente se centrifugd el cultivo y se resuspendié el pellet en buffer de resuspension.
A continuacion se agreg6 buffer de lisis incubandose durante 5 minutos vy
posteriormente se agrego la solucion de neutralizaciéon. Luego se centrifugd y se paso
el sobrenadante por una columna que une DNA. Finalmente se lavd la columna 2
veces con buffer de lavado y se eluyé el DNA pegado a la columna con agua. La

concentracion de DNA obtenida se determiné por absorbancia a 260 nm.

ANALISIS ESTADISTICO.
Los datos fueron expresados como la media = E.S. (error estandard). El Student’s t-
test fue utilizado para comparar entre 2 grupos y el test de ANOVA para mas de 2

grupos. Las diferencias se consideraron significativas cuando P < 0,05.
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1. PRODUCCION DEL ANTICUERPO ANTI-VMP1

El analisis de la secuencia de VMP1 mediante herramientas informaticas permite
predecir que es una proteina transmembrana de 406 aminoacidos que posee 6
dominios hidrofébicos. Para profundizar en la caracterizacion de esta proteina es
necesario detectar su expresion y determinar su localizacién intracelular. Con este
objetivo se procedié a la produccion de 2 anticuerpos policlonales capaces de

detectarla.

1.1 Clonado v expresion del fragmento COOH v el fragmento B2 de VMP1

Con el objetivo de obtener el anticuerpo anti-VMP1 se seleccionaron 2 péptidos de la
proteina. El primero corresponde a los ultimos 20 aminoacidos de la proteina. La
secuencia del péptido elegido es “MAQSYAKRIQQRLNSEEKTK”, y se lo llamé
Fragmento COOH. El segundo péptido se encuentra entre los aminoacidos 187 y 247
(Fragmento B2) y su secuencia es “VRIEACMWGIGTAIGELPPYFMARAARLSGAEPDDEE

YQEFEEMLEHAESAQDFASRAKLA” (Fig. 1). En la eleccion de los péptidos se tuvo en
cuenta que sea una zona con un alto valor predictivo de hidrofilicidad y también un alto
valor predictivo de localizacion superficial y antigenicidad, con el objeto de permitir la
interaccion con los linfocitos y posteriormente con el anticuerpo. Para expresar el
fragmento B2 se disefiaron primers especificos con sitios de corte para las enzimas de
restriccion BamHI y Sall para permitir su clonado. Se utiliz6 como templado el
plasmido pcDNA4-VMP1 y se amplificé por PCR. El producto obtenido fue clonado en
el plasmido pGEX-5X-2 que permite la expresion del fragmento de VMP1 fusionado a
GST (Glutation S-transferasa) para su posterior purificacion. El analisis de la
restriccion permitié determinar cudles clones poseian el inserto. Se confirmé la
secuencia del inserto y el clonado en el marco de lectura correcto por secuenciacion.

Con el plasmido se transformaron bacterias E.coli BL21 y se expreso la proteina de
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fusion segun el protocolo correspondiente (ver Materiales y Métodos). El cultivo
bacteriano se centrifugé y se purificé la proteina recombinante GST-Fragmento B2
utilizando el GST Purification Kit (Clontech).

Para obtener el anticuerpo anti Fragmento COOH se envid a sintetizar el péptido
fusionado a Ovoalbumina (OVO). Finalmente los dos péptidos, Fragmento COOH-
OVO y GST-Fragmento B2, fueron inoculados a conejos, en dos planes de
inmunizacion que se llevaron a cabo en la catedra de Microbiologia e Inmunologia de

la Facultad de Farmacia y Bioquimica, y se obtuvieron los anticuerpos respectivos.

MAENGKNCDORRVAMNKEHHNGNF TDPSSVNEKKRREREERONI VLWRQPLI TLQ
YFSLEI LVI LKEWI SKLWAHRQSI WSFLLLLAVLI ATYYVEGVHQQYVQRI EKQF
LLYAYW GLGA LSSVA.GTGLHTFLLYLGPHI ASVTLAAYECNSVNFPEPPYPDQ

| I CPDEEGTEGTI SLW8I | SKVRI EACMAG GTAI GEL PPYFMARAARL SGAEPD

DEEYQEFEEM_EHAESAQDFASRAKL AVQKL VQKVGFFG LACASI PNPLFDLAG

| TCGHFLVPFWIFFGATLI GKAI | KMHI CKI FVI | TFSKHI VEQWAFI GAVPG
GPSL QKPFQEYL EAQRQKL HHKSEMGT PQGENW. SWWFEKLVWVMWCYFI LSI | N

SMAQSYAKRI QQRLNSEEKTK

Figura 1

Secuencia de aminoacidos de la proteina VMP1 humana. En Azul se indica la secuencia

perteneciente al Fragmento B2 y en rojo la secuencia del Fragmento COOH.
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2. FUNCION DE VMP1 EN EL PROCESO DE AUTOFAGIA

2.1 VMP1 induce autofagia en células de mamiferos

Nuestros hallazgos previos sobre la capacidad de VMP1 de inducir la formacién de
vacuolas citoplasmaticas y posteriormente la muerte celular, nos condujeron a pensar
gue la expresion de VMP1 estaria implicada en el proceso de autofagia. EI compuesto
fluorescente, Monodansylcadaverina (MDC) ha sido propuesto como trazador in vivo
para vacuolas autofagicas, debido a que las estructuras MDC positivas contienen
enzimas lisosomales pero no contienen marcadores de endosomas [Mizushima N,
2004]. Para analizar si las vacuolas inducidas por VMP1l son autofagicas se
transfectaron células HelLa con el plasmido pcDNA4-VMP1, que expresa la proteina
VMPL1 fusionada con la secuencia GKPIPNPLLGLDST (V5) y 6 histidinas (Hisg), 0 con
el plasmido vacio como control. A las 24 horas se registré en el microscopio invertido
la aparicion de vacuolas citoplasmaticas producidas por la transfeccién con el
plasmido que expresa VMP1-V5. Luego se incorpor6 al medio de incubacién 0,1 mM
MDC, al cabo de 10 minutos las células vivas se observaron al microscopio de
fluorescencia. Los resultados mostraron que las estructuras vacuolares inducidas por
la expresion de VMP1-V5 se tifieron con el trazador fluorescente. La Figura 2 muestra
la imagen obtenida en células HelLa en las que la expresion de VMP1 indujo la
formacion de estructuras MDC positivas que se corresponden a las vacuolas

autofagicas.
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Control VMP1-V5

Figura 2

Microscopia de fluorescencia de células Hela transfectadas con pcDNA4-VMP1 que expresa la
proteina de fusién VMP1-V5 o el plasmido vacio como control durante 24 hs e incubadas con
MDC durante 10 min. Se observan grandes vacuolas fluorescentes en las células que expresan
VMP1-V5.

Para profundizar el estudio de las vacuolas producidas por VMP1 se analiz6 su
ultraestructura utilizando microscopia electronica, considerado el método gold standard
para reconocer vacuolas autofagicas. Con este objetivo se transfectaron células HelLa
con el plasmido pcDNA4-VMP1, o con el plasmido vacio como control. A las 24 hs las
células fueron fijadas en glutaraldehido 1%. La inclusion y las grillas fueron realizadas
en el Instituto de Biologia Celular De Robertis. El andlisis de la microscopia electrénica
demostré que las células que expresan VMP1-V5 presentan mdltiples caracteristicas
autofagicas. En la Figura 3 se pueden observar estructuras en forma de copa,
estructuras de doble membrana conteniendo material citoplasmatico (como los
autofagosomas), y estructuras de membrana simple que contienen material
citoplasmatico en diferentes estados de degradaciéon (estructuras compatibles con

autolisosomas) [Gozuacik D y col., 2004; Klionsky DJ, 20044a].
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Figura 3

Microscopia electrénica de células HelLa transfectadas con pcDNA4-VMP1 o con pcDNA4 vacio
como control y crecidas en medio rico en factores de crecimiento y nutrientes (magnificacién
X5000). En detalle ejemplos de estructuras observadas en las células que expresan VMP1-V5
que corresponden a: A) autofagosomas; B) estructura en forma de copa, como los
preautofagosomas y C) autolisosomas.

La proteina microtubule-associated protein 1 light chain 3 (LC3) se utiliza como
marcador especifico de vacuolas autofagicas. Durante la autofagia la forma citosoélica
de LC3 (LC3-1) se modifica por clivaje y lipidacién, convirtiéndose en LC3-Il, y se
transloca desde el citosol a la membrana del autofagosoma [Kabeya Y y col., 2000]. La
distribucion intracelular de LC3 se observa como un patrén difuso en el citoplasma, sin
embargo, al reclutarse LC3-Il en los autofagosomas se observa un patrén punteado
[Yoshimori T, 2004; Klionsky DJ y col., 2007]. Por lo tanto, las células que no estan en
proceso de autofagia muestran a LC3 difuso, mientras que las células que se
encuentran en proceso de autofagia muestran un patron punteado de LC3. El aumento

de LC3-1l durante la autofagia también puede observarse mediante el analisis por
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western blot ya que las células aumentan la fraccion LC3-1l durante la autofagia,
comparado con las células que no se encuentran en proceso de autofagia.

Para confirmar la especificidad de la induccidon de autofagosomas obtenida por la
expresion de VMPL1, células 293T se transfectaron con el plasmido pcDNA4-VMP1
durante 24 horas. A continuacion las células fueron fijadas en paraformaldehido 4% en
PBS y se realiz6 una inmunofluorescencia utilizando un anticuerpo primario especifico
anti-LC3 y un anticuerpo secundario (Alexa 488) que permite detectar a LC3 por
microscopia de fluorescencia. Como se observa en la Figura 4A, las células que
expresan VMP1-V5 presentan la proteina LC3 end6gena agrupada en un patrén
punteado consistente con autofagia. Por otro lado el analisis por western blot permitio
observar el aumento de la forma LC3-ll en las células que expresan VMP1-V5 en
comparacion con el tratamiento con el plasmido vacio. Como parte de la proteina LC3-
Il queda dentro del autofagosoma y es degradada por los lisosomas, se bloqueé la
protedlisis agregando un inhibidor de proteasas lisosomales, E64d, 4 hs antes de la
transfeccién [Tanida | y col., 2005]. Como se observa en la figura el tratamiento con el
inhibidor permite observar el aumento de la expresién de LC3-Il en las células que
expresan VMP1-V5 (Fig. 4B). Para realizar el western blot se utilizd el anticuerpo
primario anti LC3, un anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa y se revel6 por

quimioluminiscencia utilizando el kit ECL (Amersham Biosciences).
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Control VMP1-V5
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Figura 4

A) Inmunofluorescencia de LC3 enddgeno en células 293T transfectadas con pcDNA4-VMP1
donde se observa el reclutamiento de LC3 en comparacion con las células control en donde
permanece difuso. B) Western blot de LC3 en células transfectadas con pcDNA4-VMP1 con y
sin tratamiento con el inhibidor E64d. (IB: immunoblotting). Se observa el aumento de la banda
LC3-ll que se hace mas evidente al inhibir las enzimas lisosomales con E64d. Se utilizaron
como control células tratadas con el plasmido pcDNA4 vacio.

Para confirmar estos resultados se utilizaron otras lineas celulares. Las lineas Hela,
NIH3T3 y nuevamente la linea 293T fueron crecidas en condiciones 6ptimas de

nutrientes y factores de crecimiento. Luego fueron co-transfectadas con el plasmido
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pcDNA4-VMP1 y con pRFP-LC3, que expresa la proteina LC3 fusionada a la proteina
fluorescente roja (RFP), para poder visualizar la distribucion intracelular de LC3. Como
la progresién de la autofagia puede ser detenida por la inhibicion de la fosfatidilinositol
3 kinasa (PI3K), un grupo de células co-transfectadas con el pRFP-LC3 y pcDNA4-
VMPL1 fueron tratadas con 3-metiladenina (3-MA), un conocido inhibidor de la autofagia
gue actla inhibiendo a la PI3K. Las células fueron tratadas con 3-MA una hora antes y
durante la co-transfeccion. La Figura 5 muestra el reclutamiento de RFP-LC3 en
estructuras punteadas solo en las células transfectadas con el plasmido que expresa
VMP1 en ausencia del inhibidor 3-MA, en contraste con el patrén difuso observado con
el plasmido vacio o en las células transfectadas con VMPL1 y tratadas con 3-MA. Se
determind el porcentaje de células con RFP-LC3 agrupado (como se explica en
Materiales y Métodos) observandose un incremento significativo en el porcentaje de
células con RFP-LC3 agrupado en las transfectadas con VMP1. En las células
tratadas con 3-MA se observé una disminucién del porcentaje de RFP-LC3 agrupado
cercano al de las células transfectadas con el plasmido vacio. Todos estos resultados
demuestran que la expresion de VMP1 gatilla autofagia en células de mamiferos aun

bajo condiciones éptimas de nutrientes.
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Figura 5

Las células Hela, 293T y NIH3T3 fueron co-transfectadas con pRFP-LC3 y pcDNA4-VMP1 o el
vector vacio y, cuando se indica, también fueron tratadas con 3-MA. Determinacion del
porcentaje de células con RFP-LC3 agrupado. Se observa un aumento de la agrupacion de
RFP-LC3 en las células transfectadas con VMP1 a diferencia de las células tratadas con 3-MA
y las células control que presentan un patrén difuso de RFP-LC3. * P < 0.05, versus células con

pcDNA4-vacio y pcDNA4-VMP1 + 3-MA.
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2.2 VMP1 es inducida por el tratamiento con rapamicina y ayuno

El tratamiento de ayuno y el agregado de rapamicina son dos reconocidos
tratamientos inductores de autofagia. La rapamicina inhibe la actividad de la proteina
kinasa mTOR (Blanco de la Rapamicina en mamiferos) induciendo la autofagia. Bajo
el tratamiento de ayuno la célula induce autofagia como un mecanismo de adaptacion.
Para demostrar que VMP1 esta involucrada en el proceso de autofagia inducido por
ambos estimulos se desarrollaron los siguientes experimentos. Para el tratamiento de
ayuno se crecieron células HelLa y se reemplaz6 el medio Dulbecco's Modified Eagle
Médium (DMEM) 10% suero fetal bovino (SFB), por medio Earle's Balanced Salt
Solution (EBSS) que no contiene aminoacidos ni suero y es utilizado como inductor de
autofagia. Para el tratamiento con rapamicina se agreg6 5 pg/ml rapamicina al medio
DMEM 10% SFB. Ambos tratamiento se realizaron durante 2 y 4 horas. Con el objetivo
de determinar si se produce una induccién de la expresién del mMRNA de VMP1 las
células HeLa con ambos tratamientos y células sin tratar utilizadas como control fueron
resuspendidas en Trizol. Se purificé el RNA y se llevd a cabo una RT-PCR utilizando
primers especificos para VMP1. Como control interno se utilizé la amplificacién del
MRNA de GAPDH. La RT-PCR demostré que a las 2 y 4 hs de tratamiento se observa
un aumento de la expresion del mRNA de VMP1l en la autofagia inducida por
rapamicina y ayuno (Fig. 6A). Paralelamente células HelLa con los mismos
tratamientos descriptos previamente se lisaron en buffer de lisis con inhibidores de
proteasas para western blot. Para realizar el western blot se utilizé el anticuerpo
primario anti VMP1 desarrollado previamente contra el fragmento COOH, un
anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa y se reveld por quimioluminiscencia
utilizando el kit ECL (Amersham Biosciences). Como control, se utilizd un anticuerpo
anti B-tubulina (Santa Cruz Biotechnology). Como se puede observar en la Figura 6B

los tratamientos de ayuno y rapamicina aumentan la expresién de VMP1 en los 2
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tiempos ensayados. Estos resultados confirman que ambos tratamientos inducen la
expresion de VMP1 y sugieren que la expresion de VMP1 se encuentra implicada en la

respuesta de la célula a los estimulos autofagicos.

A B

Ayuno Rapamicina
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Figura 6

Las células HelLa fueron tratadas con rapamicina o con medio de cultivo EBSS para tratamiento
de ayuno. La expresion de VMP1 fue analizada por RT-PCR (A), y western blot (B). Se observa
en el aumento de la proteina y del mRNA de VMP1 a las 2 y 4 hs. bajo ambos tratamientos

inductores de autofagia.

2.3 VMP1 es necesaria para la autofagia inducida por rapamicina y ayuno

Con el objetivo de determinar si VMP1 es necesaria para la induccion de autofagia, se
disminuyd la expresion de VMPL1 utilizando la estrategia del siRNA. El siRNA utilizado
fue disefiado por Ambion para VMP1 humana. Las células HelLa fueron transfectadas
con el siRNA de VMP1 y luego de 24 horas fueron tratadas con 5 pg/ml rapamicina o
con el medio EBSS para tratamiento de ayuno. Las muestras se procesaron para RT-
PCR y western blot. El andlisis del mRNA evaluado por RT-PCR mostré una
disminucion de la expresion del mRNA de VMPL1 en las células transfectadas con el
siRNA de VMP1 comparadas con el siRNA control en los dos tratamientos realizados

(Fig. 7A). El andlisis de la proteina VMP1 realizado por western blot también mostro
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una disminucion en la expresion de VMP1 en células transfectadas con el siRNA de
VMP1 en ambos tratamientos (Fig. 7B). Estos resultados indican que la expresion de
VMPL1 fue eficientemente silenciada por el siRNA especifico ante los tratamientos
inductores de autofagia. Se utilizé entonces esta estrategia para investigar si la

expresion de VMPL1 es requerida para el desarrollo de autofagia inducida por ayuno y

rapamicina.
A B
Ayuno Rapamicina Ayuno Rapamicina
o — | —— L -
GAPDH B -tubulina  [———— *
siRNA VMP1 - + - + siRNAVMP1 - + - +
siRNA control + - + - siRNA control  + - + -
Figura 7

Las células Hela fueron transfectadas con el siRNA de VMP1 o siRNA control y luego tratadas
con rapamicina o con medio de cultivo EBSS para tratamiento de ayuno. La expresion de
VMP1 fue analizada por RT-PCR (A), y western blot (B). La transfeccion con el siRNA de VMP1
disminuy6 la expresion del mRNA y de la proteina VMP1 durante el tratamiento con ayuno y

rapamicina.

Para evaluar si la expresion de VMP1 es necesaria para el desarrollo de autofagia, se
analiz6 la formacion de autofagosomas utilizando el marcador LC3. Las células HelLa
fueron transfectadas durante 24 horas con pRFP-LC3 y siRNA de VMP1l o siRNA
control y posteriormente fueron tratadas con 5 pg/ml rapamicina o ayuno durante 4 hs.
Luego del tratamiento las células fueron fijadas y analizadas en un microscopio de
fluorescencia. Los resultados muestran que las células tratadas con ayuno y
rapamicina en las que la expresion de VMP1 fue silenciada mediante el siRNA

especifico presentan una distribucion difusa de la proteina de fusibn RFP-LC3, a
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diferencia de las células transfectadas con el siRNA control en las cuales se observa el
patron agrupado ante los tratamientos inductores de autofagia. Al analizar el
porcentaje de células con RFP-LC3 agrupado en ambos tratamientos se observa que
en las células tratadas con el siRNA de VMP1 el porcentaje de agrupacion se
encuentra significativamente disminuido en comparacién con las células transfectadas
con el siRNA control (Fig. 8). Estos resultados indican que la expresién de VMP1 es
necesaria para la formacion de autofagosomas durante la autofagia inducida por

rapamicina y ayuno.
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Figura 8

Microscopia de fluorescencia de RFP-LC3 en células Hela transfectadas con pRFP-LC3 y
siRNA de VMP1 o siRNA control y tratadas con 5 pg/ml rapamicina o con medio de cultivo
EBSS para tratamiento de ayuno. Determinacién del porcentaje de células con RFP-LC3
agrupado. Se observa que en las células transfectadas con el siRNA de VMP1 y tratadas con
ayuno y rapamicina estd disminuida la agrupacion de RFP-LC3 comparada con las células
transfectadas con el siRNA control. * P < 0.05, versus células transfectadas con siRNA control

con el mismo tratamiento.
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3. ESTUDIO DEL ROL DE VMP1 EN EL DESARROLLO TUMORAL

La autofagia interviene tanto en la promocién como en la prevencion del cancer, y
estos roles pueden ser alterados durante la progresion del tumor. Actualmente, el
tratamiento meédico contra el cdncer pancreatico se basa en la utilizacion de
gemcitabina. Lamentablemente so6lo el 12% de los pacientes responden a este
tratamiento y la razon de esta falta de eficacia aun se desconoce. La autofagia es
considerada actualmente un mecanismo importante de muerte o sobrevida de las
células tumorales y una potencial herramienta de tratamiento antitumoral. En
consecuencia, la evaluacién de autofagia en la célula tumoral en respuesta a los
agentes antitumorales tiene una importante relevancia clinica. La hip6tesis de trabajo
es que VMPL1 interviene en la respuesta de las células de cancer al tratamiento
antitumoral. Las células tumorales pancredticas se caracterizan por su resistencia al
tratamiento, se analizé entonces la expresion de VMP1 y la capacidad de realizar
autofagia en estas células. Se utilizé como modelo la respuesta de las lineas
tumorales pancreéaticas PANC-1 y MIAPaCa-2 al tratamiento con gemcitabina. Luego,
se buscé una dosis letal del farmaco y se analizaron los mecanismos de muerte celular

en respuesta al tratamiento.

3.1 Cuantificacion de la expresion del mRNA de VMP1

Se determiné la expresion basal del mMRNA de VMP1 en la linea tumoral PANC-1 y
MIAPaCa-2 y se lo comparé con la expresion basal en células HelLa utilizando la
técnica de RT-PCR Real Time. Como control interno se amplificd la B-actina. Los
niveles de mRNA de VMP1 fueron relativizados al mMRNA de B-actina. Los resultados
mostraron que la expresién basal del mMRNA de VMP1 de las células PANC-1 y

MIAPaCa-2 es significativamente mayor que el de las células HelLa (Fig. 9).
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Figura 9

Expresion relativa del mMRNA de VMP1 medido por RT-PCR Real time en células HelLa, PANC-
1 y MIAPaCa-2 sin tratamiento. Se observa un aumento en la expresion basal del mRNA de
VMP1 en las células PANC-1 y MIAPaCa-2 comparado con células HelLa. * P < 0.05, ** P <

0.01 versus células Hela.

Luego se determiné como varia la expresion de VMPL1 en las células tumorales ante
distintos tratamientos quimioterapicos. Se cuantifico el nivel de expresion del mRNA de
VMP1 relativo al de las células sin tratamiento. Se utilizaron células PANC-1 y
MIAPaCa-2 y se les realizaron 2 tratamientos diferentes. El primer tratamiento
consistio en la administracion durante 8 hs de 200 uM gemcitabina, el tratamiento
utilizado para el cancer de pancreas. El segundo tratamiento fue la administracion de 5
pug/ml rapamicina durante 8 hs. La rapamicina, ademas de ser un conocido inductor de
la autofagia, es utilizada para el tratamiento de diferentes tipos de cancer.

Luego se purifico el RNA y se realizé la RT-PCR Real. Como control interno se utilizé
la amplificacion de la B-actina. Como se muestra en la Figura 10, se observa un

aumento en la expresion del mMRNA de VMP1 en respuesta a los dos tratamientos. Los
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resultados obtenidos sugieren que VMP1 esté involucrada en la respuesta celular a los

agentes antitumorales.
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Figura 10

Las células PANC-1 y MIAPaCa-2 fueron tratadas con 200 uM gemcitabina y 5 pg/ml
rapamicina durante 8 horas y el mRNA de VMP1 fue medido por RT-PCR Real time. Se
observa un aumento en la expresion del mRNA de VMP1 bajo los tratamientos con rapamicina

y gemcitabina. * P < 0.05, versus control.

3.2 Efecto de la gemcitabina en la viabilidad de células PANC-1 y MIAPaCa-2.

Se analiz6 la sensibilidad de las células de cancer pancreatico al tratamiento con
gemcitabina. Las lineas celulares PANC-1 y MIAPaCa-2 fueron tratadas con 20 uM,
200 yM y 2000 uM de gemcitabina. Luego de 24 horas se realizd el recuento de
células con Tripan Blue y se determind el porcentaje de células viables respecto al
control. La Figura 11A muestra el porcentaje de células viables respecto al control en
funcion de la dosis de gemcitabina aplicada durante 24 horas. El tratamiento con 200
UM y 2000 uM de gemcitabina afecté significativamente la sobrevida celular. A

continuacion las células fueron tratadas con gemcitabina 200 uM y se determiné la
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viabilidad celular a las 24, 48 y 72 horas (Fig. 11B). Se observé que la sobrevida
celular disminuy6 significativamente en ambas lineas celulares en los 3 tiempos

ensayados. Los siguientes experimentos se realizaron utillizando 200 uM de

gemcitabina.
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Figura 11

(A) Las células PANC-1 y MIAPaCa-2 fueron tratadas con 20, 200 y 2000 pM gemcitabina
durante 24 hs. (B) Las células fueron tratadas con 200 pM gemcitabina y se determiné la
viabilidad celular a las 24, 48 y 72 hs. El nimero de células viables fue determinado por el
método de Trypan Blue. Los valores fueron normalizados con las células control (media £ E.S.;

n = 3). * P <0.05, versus células control.

3.3 La gemcitabina induce autofagia en células PANC-1 y MIAPaCa-2.

Con el objetivo de determinar si el tratamiento con gemcitabina induce autofagia,
células PANC-1 y MIAPaCa-2 fueron tratadas con gemcitabina 200 uM y a distintos
tiempos de tratamiento (3, 8, 18 y 24 hs) las células fueron tefiidas con Naranja de
Acridina. La Naranja de Acridina tifie el nucleo y citoplasma de las células y fluoresce
de color verde, mientras que en los compartimentos acidos fluorescen de color rojo, de
esta forma se pueden detectar compartimentos acidicos como los producidos durante

la autofagia [Klionsky DJ. y col, 2007]. A las 8 horas de tratamiento con 200 uM

79



Resultados

gemcitabina se observé la mayor acumulacion de vesiculas acidicas iguales a las
producidas durante el proceso de autofagia en ambas lineas celulares (Fig. 12A). En
estas condiciones se prepararon células para estudios de microscopia electrénica. La
inclusion y las grillas fueron realizadas en el Instituto de Biologia Celular De Robertis.
El andlisis de la microscopia electronica reveld caracteristicas ultraestrucutrales

correspondientes a autofagosomas (Fig. 12B).

MIAPaCa-2 PANC-1

Control

Gemcitabina

Figura 12

Las células PANC-1 y MIAPaCa-2 fueron tratadas con 200 pM gemcitabina durante 8 hs. (A)
Microscopia de fluorescencia que muestra organelas acidicas tefiidas con Naranja de Acridina
(flechas). Fotos representativas de 3 experimentos independientes. (B) Microscopia electronica
de células MIAPaCa-2 tratadas con 200 uM gemcitabina (magnificacion, x5000). En el recuadro

se observa una ultraestructura compatible con autofagosoma.

Luego se estudié el marcador de autofagia LC3. Las células PANC-1 y MIAPaCa-2
fueron transfectadas con el plasmido de expresiéon pRFP-LC3 y después de 24 horas
fueron tratadas con 200 pM gemcitabina durante 8 horas. Un grupo de células fuer
lisado con buffer de lisis y se analizaron las proteinas RFP-LC3-1 y RFP-LC3-II por

western blot. Para realizar el western blot se utiliz6 el anticuerpo primario anti LC3, un
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anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa y se revel6 por quimioluminiscencia
utilizando el kit SuperSignal West Pico, (Pierce). Se observé un aumento de la forma
RFP-LC3-Il en las células tratadas con gemcitabina (Fig. 13A). El grupo de células
restante fue fijado y la fluorescencia fue observada en el microscopio. La Figura 13B
muestra que en las células tratadas con gemcitabina se observa el reclutamiento de la
proteina de fusion RFP-LC3 en un patron punteado a diferencia de las células control
en donde el patrén observado es difuso. Se determind el porcentaje de células
transfectadas con pRFP-LC3 con patron punteado y se observaron diferencias
significativas en células tratadas con gemcitabina respecto a las células control. El
analisis del conjunto de los resultados obtenidos indica que el tratamiento con

gemcitabina induce la autofagia en células PANC-1 y MIAPaCa-2.
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Figura 13

Las células fueron transfectadas con pRFP-LC3 durante 24 hs y luego tratadas con 200 uM
gemcitabina durante otras 8 hs. (A) Western blot de RFP-LC3-I, RFP-LC3-II. (B) Microscopia
de fluorescencia y determinacidn del porcentaje de células con punteado RFP-LC3 (media +
E.S.; n = 3). En las células tratadas con 200 pM gemcitabina durante 8 hs se observa un
aumento de la banda RFP- LC3-Il y un patrén agrupado de RFP-LC3 en comparacion con las

células control. * P < 0.05, versus células control.
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3.4 La autofagia inducida por gemcitabina promueve la muerte celular por

apoptosis en células MIAPaCa-2.

Se ha propuesto que la autofagia lleva a la apoptosis o0 que actla como una muerte
programada diferente de la apoptosis [Maiuri MC y col., 2007b; Yousefi S y col., 2006;
Gonzalez-Polo RA 2005; Boya P y col., 2005]. Al mismo tiempo, se ha informado que
la autofagia representa un mecanismo de proteccion contra la muerte en condiciones
de ayuno y también se ha observado que constituye un mecanismo de resistencia
contra la apoptosis en células tumorales sometidas a diversos tratamientos [Mizushima
N vy col., 2004; Yoshimori T 2004; Klionsky DJ y col., 2007; Tanida | y col., 2005]. A
continuacion se estudid el rol de la autofagia en la muerte de células MIAPaCa-2
inducida por gemcitabina.

En primer lugar se determind el porcentaje de apoptosis mediante la deteccion de
células marcadas con anexina V y 7-Amino-actinomycin D (7AAD) utilizando citometria
de flujo. El fosfolipido fosfatidilserina se encuentra en la cara interna de la membrana
plasmética y es expuesto en la cara externa de dicha membrana cuando comienza el
proceso de apoptosis. La anexina V es una proteina que se une especificamente a la
fosfatidilserina permitiendo su deteccion. Por lo tanto las células en apoptosis exponen
la fosfatidilserina y se marcan con anexina V debido a su afinidad. También se utilizé
7AAD, el cual permite diferenciar entre células vivas y muertas. El compuesto 7AAD
solo puede ingresar en las células que tienen dafiada la membrana plasmatica, por lo
tanto las células vivas con la membrana intacta no se colorean, mientras que las
células muertas con la membrana dafiada se tifien con el compuesto. Para inhibir la
autofagia las células fueron tratadas con 10 mM 3-MA, un inhibidor de autofagia
comunmente utilizado. Las células MIAPaCa-2 fueron tratadas con 200 uM
gemcitabina o con 200 uM gemcitabina y 10 mM 3-MA durante 24 y 48 horas. Los
gréficos de la citometria de flujo muestran que el porcentaje de células anexina V

positivas se incrementé significativamente luego del tratamiento por 24 horas con
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gemcitabina comparadas con el control y que este incremento fue mayor luego de las
48 horas. Sorprendentemente, la inhibicion de autofagia con 3-MA disminuy¢ el
porcentaje de células anexina V positivas luego de 24 y 48 horas de tratamiento (Fig.
14A). Es importante destacar que la inhibicion de la autofagia practicamente revierte el
efecto letal de la gemcitabina a las 24 hs de tratamiento. Para confirmar que soélo las
células apoptéticas fueran evaluadas, se analizo por citometria de flujo el porcentaje
de células apoptoticas tempranas, es decir, células que se encuentran adn vivas pero
que comenzaron el proceso de apoptosis ya que tienen expuesta la fosfatidilserina en
la membrana externa. Por consiguiente, se marcan con anexina V pero no con 7AAD
(células Anexina V positivas y 7AAD negativas). Se utilizdé este grupo para confirmar
gue solo las células apoptéticas fueran evaluadas, ya que no todas las células anexina
V positivas son apoptéticas debido a que las células marcadas con anexina V y 7AAD
pueden ser células necroticas. La Figura 14B muestra que el porcentaje de células
apoptdticas tempranas aumento significativamente luego de 24 horas de tratamiento
con gemcitabina. Notablemente este incremento no fue observado cuando las células
fueron tratadas con gemcitabina y 3-MA en donde los valores obtenidos fueron
similares al control, confirmando que la inhibicién de la autofagia disminuye la apoptosi
inducida por gemcitabina y sugiriendo que la accidn letal de la gemcitabina sobre las
células tumorales pancreaticas esta mediada por el desarrollo de autofagia como
respuesta celular al tratamiento. Luego de 48 horas de tratamiento, la 3-MA reduce
significativamente, pero no inhibe completamente, la apoptosis inducida por

gemcitabina.
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Figura 14

Las células MIAPaCa-2 fueron tratadas con 200 uM gemcitabina durante 24 y 48 hs. Cuando
se indica las células también fueron tratadas con 10 mM 3-MA 1 hora antes de agregar la
gemcitabina. (A) Analisis por citometria de flujo. Los graficos son representativos de 3
experimentos independientes. (B). Porcentaje de células apoptéticas tempranas (células
Anexina V positivas, 7AAD negativas). Se observd un aumento de células apoptdticas
tempranas luego de 24 y 48 hs de tratamiento con gemcitabina. El tratamiento con 3-MA
disminuy6 la apoptosis inducida por la gemcitabina. En cada medicidn al menos 20.000 células
fueron contadas (media + E.S.; n = 3).* P < 0.05, versus tratamiento control y gemcitabina + 3-

MA.

85



Resultados

Los estimulos inductores de apoptosis convergen hacia un punto comun que implican
la activacidon de las caspasas [Alnemri ES, 1997]. Las caspasas efectoras son las que
ejecutan la apoptosis (caspasas 3, 6 y 7), actdan proteoliticamente sobre multitud de
sustratos celulares que son procesados de manera coordinada con la finalidad de
hacerles perder su funciéon o modificarsela, de tal manera que la organizacion celular
resulte desmantelada. Cortan después de un residuo de aspartico, cuando existe en el
sustrato una secuencia de reconocimiento especifica compuesta por cuatro
aminodcidos [Pop C y col., 2009]. Para confirmar el rol de la autofagia en la muerte
celular por apoptosis las células MIAPaCa-2 fueron tratadas por 24 hs con 200 UM
gemcitabina o con 200 uM gemcitabina y 10 mM 3-MA vy luego se determiné la
viabilidad celular y la actividad de las caspasas 3 y 7 utilizando el kit Apo Live-Glo
Multiplex Assay (Promega). La actividad obtenida fue normalizada con la viabilidad
celular y fue expresada relativa al control. El resultado se muestra en la Figura 15. La
actividad relativa de las caspasas 3 y 7 aumento significativamente en células tratadas
con gemcitabina respecto a las células control. Ademas, la actividad de las caspasas 3
y 7 en células tratadas con gemcitabina fue mayor que en las células tratadas con
gemcitabina y 3-MA. Una vez mas la inhibicién de la autofagia con 3-MA revirtié el
efecto del tratamiento con gemcitabina en las células tumorales pancreaticas. Estos
resultados confirman los datos obtenidos utilizando citometria de flujo, y sugieren que

la autofagia inducida por gemcitabina favorece la apoptosis de las células MIAPaCa-2.
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Figura 15

Determinacién de la actividad de las caspasa 3y 7. Las células MIAPaCa-2 fueron tratadas con
200 uM gemcitabina o con 200 pM gemcitabina mas 10 mM 3-MA durante 24 hs. La actividad
de caspasa 3 y 7 esta normalizada por la viabilidad celular y expresada relativa al control. El
tratamiento con gemcitabina aumenta significativamente la actividad de las caspasa 3 y 7
comparado con el control y con el tratamiento con gemcitabina + 3-MA. ** P < 0.01, versus

tratamiento control y gemcitabina + 3-MA.

Finalmente las células MIAPaCa-2 fueron tratadas por 24 horas con 200 pM
gemcitabina o con 200 pM gemcitabina y 10 mM 3-MA. Luego las células se
levantaron y se agregé una mezcla con 50 pyg/ml Naranja de Acridina y 50 pg/ml
Bromuro de Etidio en PBS. Finalmente las células fueron visualizadas en un
microscopio de fluorescencia. En la Figura 16 se muestran evidencias morfologicas de
apoptosis. En el gréfico se observa el nUmero de células apoptoticas cada 100 células
observadas. Los resultados muestran que las células apoptéticas aumentan bajo el
tratamiento con gemcitabina, sin embargo este aumento no se observa cuando las

células son tratadas con gemcitabina mas el inhibidor de autofagia 3-MA. El conjunto
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de los resultados obtenidos mediante citometria de flujo, actividad de caspasas y
estudios morfolégicos demuestran que el efecto letal de la gemcitabina sobre las
células tumorales pancreaticas esta mediado por la induccion temprana de autofagia y
sugieren que la via de autofagia inducida por gemcitabina promueve la apoptosis en

células de cancer pancreatico.
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Figura 16

Determinaciéon del porcentaje de células apoptoéticas. Las células MIAPaCa-2 fueron tratadas
con 200 uM gemcitabina o con 200 uM gemcitabina y 10 mM 3-MA durante 24 hs, tefiidas con
Naranja de Acridina y Bromuro de Etidio y visualizadas en microscopio de fluorescencia. El
tratamiento con gemcitabina aumenta significativamente la morfologia apoptética comparado
con el control y con el tratamiento con gemcitabina + 3-MA. * P < 0.05 versus tratamiento
control y gemcitabina + 3-MA.
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3.5 Clonado en pCMS3-H1p-EGFP para el silenciamiento de VMP1

Con el objeto de evaluar la participacion de VMP1 durante el tratamiento con
gemcitabina en las células tumorales pancredticas, se silencié su expresion utilizando
la estrategia short harpin RNA. Para este fin utilizamos el plasmido pCMS3-H1p-EGFP
[Gomez TS y col.,, 2005]. El pldsmido posee un sito en donde fue clonada una
secuencia short hairpin RNA especifica para silenciar VMP1 (shRNA de VMP1) y
también contiene un cassette de transcripcidbn separado que expresa EGFP, para
poder identificar las células transfectadas. Por lo tanto las células transfectadas
expresan EGFP y el shRNA de VMP1, y de esta forma se puede identificar a las
células con VMPL1 silenciado por su fluorescencia verde. La secuencia de shRNA de
VMP1 esta formada por los sitios para las enzimas de restriccion Bglll y Hindlll, la
secuencia blanco de VMP1 y una secuencia loop para la formacion del shRNA. La
secuencia blanco elegida de VMP1 fue la misma que para el siRNA de VMP1 (ver
Materiales y Métodos). Para el clonado se compraron los oligos con la secuencia
shRNA de VMPL1 y luego se clonaron en el plasmido pCMS3-H1p-EGFP el cual fue
previamente cortado con las enzimas Bglll y Hindlll. Como control se utilizé6 una
secuencia inespecifica. En primer lugar se verificé la eficiencia del vector que contiene
el shRNA de VMP1 para disminuir la expresion de VMPL1. Se transfectaron células
MIAPaCa-2 con el vector control o el vector que contiene el shRNA de VMP1, luego de
24 horas las células fueron tratadas con 200 uM gemcitabina durante 8 horas y
posteriormente se lisaron en buffer de lisis con inhibidores de proteasas. Para realizar
el western blot se utilizé el anticuerpo primario anti VMP1 contra el fragmento COOH,
un anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa y se reveld por quimioluminiscencia
utilizando el kit ECL (Amersham Biosciences). El andlisis realizado por western blot
mostré una disminucién en la expresion de VMP1 en células transfectadas con el
shRNA de VMP1 durante el tratamiento con gemcitabina comparado con la expresiéon

en células transfectadas con el shRNA control con el mismo tratamiento (Fig. 17).
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Estos resultados confirman que la transfeccion con el plasmido que expresa el sShRNA

de VMP1 disminuye eficientemente la expresion de VMP1

VMP1 T -
shRNA control + -
shRNA VMP1 - +

Figura 17

Western blot de VMP1 en células MIAPaCa-2 transfectadas durante 24 hs con los vectores que
expresan shRNA control o shRNA de VMP1 y luego tratadas con 200 uM gemcitabina durante
8 hs. Se observa la disminucién en la expresion de VMP1 en las transfectadas con el plasmido
gue expresa el shRNA de VMP1 comparada con las células transfectadas con el plasmido

control.

3.6 La autofagia inducida por gemcitabina esta mediada por VMP1

Como hemos descripto previamente, la proteina VMP1 es una proteina de membrana
gue participa del proceso de autofagia en células de mamiferos. VMPL1 es una proteina
transmembrana cuya expresion gatilla la autofagia en diferentes células de mamiferos
y es necesaria para la formacion de autofagosomas. Por otro lado, como ya se
demostré anteriormente, la gemcitabina induce la expresion del mRNA de VMP1. Con
el objetivo de determinar si VMPL1 esta involucrada en la via de autofagia inducida por
gemcitabina, se evalud el reclutamiento de LC3 en células tratadas con gemcitabina
que poseen VMP1 silenciado. Las células MIAPaCa-2 fueron co-transfectadas con el
plasmido pRFP-LC3 y el plasmido pCMS3-H1p-EGFP que expresa el shRNA de VMP1
y, en forma separada, la proteina EGFP o el plasmido control. Luego de 24 horas las
células fueron tratadas con 200 uM gemcitabina durante 8 horas y luego visualizadas

en un microcopio de fluorescencia. Se observdé que en las células tratadas con
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gemcitabina y que expresan el shRNA de VMP1 (observado por la fluorescencia
verde), la distribucion de RFP-LC3 se encuentra difusa a diferencia de las células
tratadas con gemcitabina y que expresan el shRNA control, las cuales muestran un
patron agrupado de RFP-LC3 (Fig. 18). El punteado en la foto delimita una célula
tratada con gemcitabina pero que no esta transfectada con el plasmido que expresa el
shRNA de VMP1, ya que no se observa la expresion de EGFP. Por este motivo se
observa el patron punteado de RFP-LC3 a diferencia de la célula que se observa en la
misma foto que presenta el patrén difuso de RFP.LC3 por poseer VMP1 silenciado.
Luego se determiné el porcentaje de células con patréon punteado de RFP-LC3 en 100
células co-transfectadas, es decir en células que expresan RFP-LC3, shRNA de VMP1
y EGFP o el vector control. El andlisis determiné que el porcentaje de células con
patron agrupado de RFP-LC3 tratadas con gemcitabina que expresan el shRNA de
VMP1 es significativamente menor al que se obtiene en células con el mismo
tratamiento pero que expresan el shRNA control (Fig. 18). Estos resultados muestran
que durante el tratamiento con gemcitabina, VMP1 es necesaria para la formacién de
autofagosomas y, por lo tanto, que la expresion de VMP1 es necesaria para la

autofagia inducida por gemcitabina.

91



Resultados

VMP1-shRNA control-shRNA

o
<
o
@)
RFP-LC3 RFP-LC3
©
£
QO
S
‘o
E
&
RFP-LC3 RFP-LC3
80 - @ Control
- B Gemcitabina
I _
82 60
[7)
88
o M -
8o 40 *
[} -
Sa
SE 20
0 -
shRNA control shRNA VMP1
Figura 18

Microscopia de fluorescencia. Las células MIAPaCa-2 fueron co-transfectadas con pRFP-LC3 y
con los plasmidos que expresan shRNA control o shRNA de VMP1. Luego de 24 hs las células
fueron tratadas con 200 UM gemcitabina durante 8 hs. Determinacion del porcentaje de células
con punteado RFP-LC3 (media £ E.S.; n = 3). Se observa que en las células tratadas con
gemcitabina que expresan el shRNA de VMPL1 esta disminuida la agrupacién de RFP-LC3
comparada con las células transfectadas con el sh RNA control. * P < 0.05, versus células

transfectadas con shRNA control y tratadas con gemcitabina.
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Con el objetivo de determinar el rol de VMP1 en la apoptosis inducida por gemcitabina
se utiliz6 nuevamente el silenciamiento de VMPL1 en células tratadas con gemcitabina
y se analiz6 la apoptosis por citometria de flujo. Las células MIAPaCa-2 fueron
transfectadas con el plasmido que expresa el shRNA de VMPL1, que permite silenciar
VMP1, o el plasmido control y 24 horas mas tarde fueron tratadas con 200 uM
gemcitabina por otras 24 horas. Luego se analizaron por citometria de flujo las células
apoptéticas tempranas (anexina V positivas y 7AAD negativas) solo en las células
transfectadas, es decir en las células que poseen silenciado VMP1 y que expresan
EGFP. Por lo tanto para el analisis solo se consideraron a las células fluorescentes
verdes. Los datos fueron analizados en 3 experimentos independientes. Para cada
ensayo se contaron al menos 20.000 células. Se encontr6é una reduccién significativa
del nimero de células apoptéticas tempranas en células silenciadas para VMP1
tratadas con gemcitabina comparadas con las células que expresan el shRNA control
con el mismo tratamiento (Fig. 19). Estos resultados sugieren que la expresion de
VMP1 inducida por gemcitabina participa en la apoptosis de las células tumorales

pancreaticas en respuesta al tratamiento.
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Figura 19

Analisis por citometria de flujo. Las células MIAPaCa-2 fueron transfectadas durante 24 hs con
los vectores que expresan shRNA control o shRNA de VMP1 y luego tratadas con 200 puM
gemcitabina durante otras 24 hs. Se determiné el porcentaje de células apoptéticas tempranas
(células Anexina V positivas, 7AAD negativas) dentro del grupo de células EGFP positivas. Se
observo una disminucion significativa en el porcentaje de células apoptoticas tempranas en las
células tratadas con gemcitabina que expresan el shRNA de VMP1 comparado con las células
que expresan el shRNA control bajo el mismo tratamiento (media £ E.S.; n = 3). * P < 0.05

versus células transfectadas con shRNA control y tratadas con gemcitabina.

Para confirmar estos resultados se determind la actividad de las caspasas 3y 7
utilizando un siRNA especifico para silenciar VMP1. Las células MIAPaCa-2 fueron
transfectadas con siRNA de VMP1 o siRNA control y luego de 24 horas fueron
tratadas con 200 uM gemcitabina por otras 24 horas. Finalmente fueron levantadas en
el mismo medio de crecimiento mediante un pipeteo suave. Se sembraron 100 pl en
un multiwell de 96 y se agreg6 el reactivo para la medicion de la actividad de caspasas
3y 7. El resto fue utilizado para determinar la viabilidad celular por el método de

Tripan Blue. Para realizar el ensayo de caspasas se utilizé el kit Apo-ONE™
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Homogeneous Caspase-3/7 Assay (Promega). La actividad de las caspasas 3y 7 fue
normalizada por la viabilidad celular y se expresé relativa al siRNA control sin
tratamiento. La actividad de las caspasas 3 y 7 se redujo significativamente en células
tratadas con gemcitabina que expresan el siRNA de VMP1 comparada con las células
tratadas con gemcitabina que expresan el siRNA control (Fig. 20). Estos resultados
confirman los obtenidos por citometria de flujo En conjunto demuestran que VMP1

participa de la apoptosis inducida por el tratamiento con gemcitabina.

600 T
T O siRNA control

500 1 _
O SiRNA VMP1

400 1

H

300 1

200 7

Actividad relativa
caspasas 3y 7

100 - =

Control Gemcitabina

Figura 20

Determinacién de la actividad de las caspasas 3 y 7. Las células MIAPaCa-2 fueron
transfectadas durante 24 hs con siRNA de VMP1 o siRNA control y luego tratadas con 200 uM
gemcitabina durante otras 24 hs. La actividad de las caspasas 3 y 7 estd normalizada por la
viabilidad celular y expresada relativa al siRNA control sin tratamiento. La actividad de las
caspasas 3y 7 disminuy6 en las células tratadas con gemcitabina y transfectadas con el siRNA
de VMP1 comparadas con las células con el siRNA control con el mismo tratamiento (media +
E.S.; n = 3). * P < 0.05, versus células transfectadas con siRNA control y tratadas con

gemcitabina.
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Finalmente para confirmar que la via de autofagia mediada por VMP1 promueve la
apoptosis en las células de cancer pancredticas, se determind en las células
MIAPaCa-2 el efecto de la sobreexpresion de VMP1. Las células MIAPaCa-2 fueron
transfectadas con el plasmido de expresion pEGFP-VMP1 o con el plasmido vacio
durante 48 hs y luego se analizaron por citometria de flujo las células apoptéticas
tempranas. Los resultados indican que las células que sobreexpresan VMP1 muestran
un aumento significativo en el porcentaje de células apoptoéticas tempranas respecto a

las células control (Fig. 21).
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Figura 21

Andlisis por citometria de flujo. Las células MIAPaCa-2 fueron transfectadas durante 48 hs con
el plasmido pEGPF-VMP1o pEGFP vacio como control. Se determiné el porcentaje de células
apoptéticas tempranas (células Anexina V positivas, 7AAD negativas). Se observd un aumento
en el nimero de células apoptéticas tempranas en las células que expresan VMP1-EGFP
respecto a las células transfectadas con el plasmido vacio (media = E.S.; n = 3). * P < 0.05,

versus control.

Los resultados obtenidos por citometria de flujo fueron validados mediante la

determinacion de la actividad de caspasas 3 y 7. Las células MIAPaCa-2 fueron
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transfectadas con el pldsmido pcDNA4-VMP1 que expresa la proteina de fusién
VMP1-V5 o con el plasmido vacio como control durante 48 hs. Luego se determiné la
viabilidad celular y la actividad de las caspasas 3 y 7 utilizando el kit Apo Live-Glo
Multiplex Assay (Promega). La actividad obtenida fue normalizada con la viabilidad
celular y fue expresada relativa al control (Fig. 22). La actividad relativa de las
caspasas 3 y 7 aument6 en las células que sobreexpresan a la proteina VMP1-V5,
estos resultados concuerdan con los obtenidos por citometria de flujo confirmando que
la sobreexpresion de VMP1 induce apoptosis en las células de cancer de pancreas. El
analisis en conjunto demuestra que la via de autofagia mediada por VMP1 promueve

la apoptosis inducida por gemcitabina en células de cancer pancreatico.
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Figura 22

Determinacién de la actividad de las caspasa 3 y 7. Las células MIAPaCa-2 fueron
transfectadas durante 48 hs con el plasmido pcDNA4-VMP1 que expresa la proteina de fusion
VMP1-V5 o transfectadas con el plasmido vacio como control. La actividad de las caspasas 3y
7 estd normalizada por la viabilidad celular y expresada relativa al control. Se observa que las
células sobreexpresando VMP1-V5 durante 48 hs aumentan la actividad de las caspasas 3y 7

comparadas con las células control. * P < 0.05, versus control.

97



Resultados

4.1. DETECCION DE NUEVAS PROTEINAS QUE INTERACCIONAN CON VMP1.

Los resultados antes descriptos plantearon la necesidad de conocer las proteinas que
interaccionan con VMP1 para profundizar la busqueda de las vias moleculares en las
que la autofagia mediada por VMP1 esta implicada, y en especial su relacion con la
resistencia a quimioterdpicos de las células tumorales pancreaticas.

La hipotesis de trabajo es que VMP1 debe interactuar con otras proteinas en la célula
y el andlisis de estas interacciones nos permitird conocer los caminos moleculares en
los que interviene. El objetivo fue determinar las proteinas que interaccionan con
VMP1 y evaluar el posible rol de esas interacciones en los modelos celulares de

autofagia y de resistencia al tratamiento de las células tumorales pancreaticas.

4.1 Clonado de los fragmentos de VMP1

Con el objetivo de hallar proteinas que interactien con VMP1 se utiliz6 la técnica de
doble hibrido (Stratagene). El sistema estd basado en proteinas de fusion, que al
interaccionar en el citoplasma de las levaduras activan la via de sefializacién de Ras
induciendo su crecimiento. Se utilizaron 2 proteinas de fusion, un fragmento de la
secuencia de VMPL1 fusionada a la proteina SOS (plasmido pSOS) y los cDNAs de la
biblioteca de células HelLa fusionadas a una secuencia de myristilacion (plasmido
pMyr). La proteina de fusion formada por un fragmento de VMP1 con SOS se
encuentra en citoplasma y se expresa constitutivamente. La proteina de fusion
formada por las proteinas de la biblioteca con Myr se encuentra anclada a la
membrana plasméatica y solo se expresa en presencia de galactosa. Los vectores
pSOS y pMyr también poseen los genes para la biosintesis en levaduras de LEU2 y
URA3, respectivamente, para poder seleccionar las levaduras transformadas

basandose en los requerimientos nutricionales de los aminodacidos leucina y uracilo.
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La cepa de levadura utilizada posee una mutacion termosensible, la cual le permite
crecer a 25°C, pero le impide crecer a 37°C. Cuando se produce la interaccion de una
proteina de la biblioteca con un fragmento de VMP1l, SOS es reclutada a la
membrana, activa la cascada de sefializacién de Ras y permite su crecimiento a 37C,

esto significa que solo se produce el crecimiento a 37<C cuando ocurre la interaccion

(Fig. 23).
Membrana celular |
Proteina GDP
Biblioteca — |
: GTP ﬂ
Figura 23

Diagrama esquematico de la activacion del camino de sefializacién de Ras utilizado en el
sistema de doble hibrido. La proteina de la biblioteca se expresa en presencia de galactosa y
se encuentra anclada a la membrana. El fragmento de VMP1 se encuentra fusionado a la
proteina SOS en el citoplasma. Cuando hay interaccion entre la proteina de la biblioteca y el
fragmento de VMP1, SOS es reclutada a la membrana donde activa a Ras. Este evento le

permite a la levadura crecer a 37<C.

Como VMP1 es una proteina de membrana el screening se realizé con distintos

fragmentos correspondientes a las regiones hidrofilicas.

VMP1 Fragmento NH2: del aminoéacido 1 al 75
Fra{?emo NH2 Fraimemo ¢ Fragmento B: del aminoacido 152 al 270
| | | [ T 171 Fragmento C: del aminoacido 324 al 366
A A

Fragmento B Fragmento CooH FEragmento COOH: del aminoacido 386

al 406
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Para cada fragmento se disefid6 un par de primers. Luego se realiz6 una PCR
utilizando como templado pcDNA4-VMP1. Los distintos fragmentos amplificados
fueron clonados en el plasmido pSOS con las enzimas BamHI y Sall. Todas las

construcciones fueron confirmadas por restriccion y secuenciacion.

4.2 Amplificaciéon de la biblioteca HelLa clonada en pMyr

Por otro lado se amplifico la biblioteca de células HelLa (Stratagene) que se encuentra
en la cepa E.Coli XL10-Gold KanR (Stratagene), clonada en el plasmido pMyr. Se
determinaron las unidades formadoras de colonias/ml (UFC/ml) obteniéndose 1,5 x 10°
UFC/ml. Sabiendo que la biblioteca posee 3,7 x 10° clones (dato provisto por
Stratagene), se decidié amplificar por duplicado la biblioteca, es decir obtener 7,4 x 10°
clones. Con este objetivo se plaquearon 185 placas de petri con 40.000 colonias cada
una. Una vez crecidas, se agregé a las placas medio LB liquido y se levantaron las
colonias con rastrillo. A continuacion se realizaron 3 maxi prep para purificar los
plasmidos amplificados. Se midi6 la absorbancia a 260 nm para obtener la
concentracion, y por ultimo se realizé una corrida en gel de agarosa para comprobar el

estado del DNA purificado.

4.3 Doble Hibrido de VMP1

Una vez terminada la amplificacién de la biblioteca y las construcciones de los
plasmidos se co-transformaron levaduras con el plasmido pMyr, que contiene la
biblioteca de células HelLa, y con el pldsmido pSOS, que contiene un fragmento de
VMP1. Se seleccionaron los clones transformados a 25C en medio con glucosa
utilizando medio sin uracilo ni leucina para seleccionar las levaduras transformadas
con ambos plasmidos. Una vez crecidos los clones transformados, se realizé una
réplica en placa en medio con galactosa y se cultivaron a 37°C para detectar cuales

eran los clones interactores. Esto se debe a que en medio con galactosa se expresa la
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proteina de la biblioteca, y como se encuentran a 37°C solo podran crecer cuando se
produzca una interaccion y se active la via de Ras. Posteriormente, a los clones que
crecieron en medio con galactosa a 37C, esto significa, los clones detectados como
positivos, se los sometié a una nueva ronda de seleccion para confirmar la interaccion.
Los clones de levaduras fueron resuspendidos en agua y luego 15 ul fueron
sembrados en la misma posicion en 2 placas a 37<C. Una de las placas posee medio
rico en glucosa y la otra medio con galactosa. En la Figura 24 se puede observar que
la mayoria de los clones crecieron en medio con galactosa, donde se inducen las
proteinas de la biblioteca, pero no crecieron en medio con glucosa ya que al no haber
expresion de las proteinas de la biblioteca no es posible la interaccion. Este resultado
indica una interaccion positiva, ya que el crecimiento diferencial en glucosa y galactosa
esta indicando la necesidad de la expresion de las proteinas de la biblioteca para que
se induzca la via de sefializacion de Ras y se permita el crecimiento. Esto significa que
estos clones expresaron una proteina de la biblioteca que se une al fragmento de
VMP1. Aquellos clones que crecen en ambas placas son clones revertantes, es decir,
clones gque por alguna mutacién adquirieron la capacidad de crecer a 37T sin
necesidad de interaccion con las proteinas de la biblioteca, por esa razon, poseen la
habilidad de crecer a 37T independientemente de la composicién del medio de
cultivo. Este procedimiento fue realizado dos veces con cada una de las
construcciones (Fragmento NH2, B y C). El fragmento COOH no pudo ser analizado
ya que no pas6 los controles experimentales. Al expresar el Fragmento COOH
fusionado a SOS los clones crecian a 37°C sin necesidad de interaccion con las

proteinas de la biblioteca.
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Galactosa 37°C Glucosa 37°C

Figura 24

Ultimo paso de seleccion. Los clones de levaduras se crecieron en medio con glucosa y
galactosa a 37T en la misma posicion en ambas placas y se determinaron los clones
interactores por su crecimiento diferencial. Los clones que crecieron en galactosa pero no en
glucosa fueron considerados positivos. Los clones que crecieron en ambas placas fueron

considerados revertantes.

Del screening se obtuvieron 94 clones positivos, todos pertenecientes al fragmento B
de VMP1. A cada una de las colonias positivas se la crecid y se le realizé una
miniprep. Luego, a cada miniprep obtenida se le realiz6 una PCR con primers que
flanquean el sitio de clonado de pMyr, con el objetivo de amplificar la secuencia de la
biblioteca con la que se obtuvo una interaccién positiva con el fragmento B de VMPL1.
Los productos de PCR se corrieron en un gel de agarosa. Se eligieron aquellos que
dieron una Unica banda como producto de PCR para enviar a secuenciar. Se envio el
producto de PCR para secuenciar de los primeros 20 clones que cumplieron con ese
requisito. En otros casos no dieron producto de amplificacién seguramente debido a
una baja eficiencia en la miniprep o dieron bandas mdltiples. De cada secuencia
obtenida se identifico la proteina interactora por medio del programa BLAST. En varios

casos se obtuvo la secuencia completa, o un fragmento de la proteina, y en algunos
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casos las secuencias resultaron ser péptidos muy pequefios producto de la expresion
de una secuencia fuera del marco de lectura correcto.

Como aproximadamente la mitad de los primeros 20 clones secuenciados
correspondieron a la proteina S100 calcium binding protein A10 (S100A10), se
disefiaron primers especificos para S100A10 y se realiz6 una PCR con los plasmidos
purificados de los clones positivos aun no enviados a secuenciar. Este procedimiento
se realizo con el objetivo de identificar el resto de los clones que posean la proteina
S100A10 ya que esta proteina tuvo una alta frecuencia de aparicion. Luego de
identificarlos por PCR se secuenciaron los clones restantes. En la siguiente lista
figuran todas las proteinas de la biblioteca de células HeLa que interaccionaron con el

Fragmento B de VMP1 en el doble hibrido.

S100A10: S100 calcium binding protein A10. Clones Secuenciados: 7, 10, 11, 13, 17,
19, 20, 21, 24. Obtenidos por PCR: 31, 32, 35, 59, 65, 67, 89, 90, 94

EEF1G: eukaryotic translation elongation factor 1 gamma. Clones secuenciados: 1, 16,
38, 48, 68, 85

EIF3S12: eukaryotic translation initiation factor 3, subunit 12. Clon secuenciado: 14
FADD: Fas (TNFRSF6)-associated via death domain. Clon secuenciado: 25

Alphal-1 Fucosidase: fucosidase, alpha-L-1, tissue. Clon secuenciado: 22

Ribosomal protein S10: ribosomal protein S10. Clon secuenciado: 23

BiP protein (HSPAS): heat shock protein 5. Clon secuenciado: 44

Kinesin 2 isoform 1: kinesin 2. Clon secuenciado: 49

TARBP2: Tar RNA binding protein 2. Clones secuenciados: 2, 74

LARP1: La ribonucleoprotein domain family, member 1. Clon secuenciado: 75

USP9X: ubiquitin specific peptidase 9, X-linked. Clon secuenciado: 63.
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Una vez obtenido los interactores positivos se procedié a una nueva confirmacion de la
interaccion en las levaduras. Se utilizaron los plasmidos purificados con la secuencia
de los 11 interactores positivos (plasmido pMyr obtenido de la miniprep utilizada para
la PCR). Luego se co-transform6é cada plasmido pMyr, con cada uno de los
interactores encontrados, con el pldsmido pSOS que contiene el fragmento B de
VMPL1. Las placas fueron crecidas inicialmente en glucosa a 25C en medio sin
Leucina ni Uracilo para seleccionar las transformadas y finalmente se realiz6 una
réplica en placa en medio con glucosa y galactosa y se crecieron a 37C. Los
resultados mostraron que los 11 clones crecen diferencialmente en glucosa y
galactosa confirmando la interaccién positiva con el fragmento B de VMPL1.

De cada uno de los interactores encontrados se tuvo en cuenta la frecuencia de
aparicion, sabiendo también que esto puede deberse a que se encuentra mas
representado en la biblioteca original. Para cada interactor encontrado se realizé una
basqueda bibliogréafica con el fin de conocer su funcion o el camino metabdlico en el
que esta involucrado. De los interactores encontrados seleccionamos S100A10 debido
a su alta frecuencia de aparicion en el doble hibrido, a que fue relacionada con el
transporte de vesiculas [Mayran N y col.,, 2003; Zobiack N y col., 2003] y a que,
interesantemente, se habia reportado su sobreexpresién en cancer de pancreas
[lacobuzio-Donahue CA'y col., 2003].

El siguiente objetivo fue entonces profundizar el estudio de la relacion entre VMP1 y
S100A10 y analizar su rol en la autofagia y en la resistencia de las células tumorales al

tratamiento con gemcitabina.
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5.2. CARACTERIZACION DE LA INTERACCION VMP1-S100A10 Y SU EFECTO ’

SOBRE LA FORMACION DE AUTOFAGOSOMAS Y LA MUERTE CELULAR.

5.12.1 Clonado de S100A10 ’
S100A10, también conocida como pll, es una proteina de 97 aminoacidos que
pertenece a la familia de proteinas S100. La mayoria de la proteina se encuentra
intracelularmente en el citoplasma o unida a la membrana plasmatica o0 a membranas
internas a través de otra proteina, aunque también se ha descripto en la region
extracelular donde se une al activador de plasmindgeno tisular [Zobiack N y col., 2003;
Kassam G y col., 1998]. Varios reportes relacionan la proteina S100A10 con
numerosos tipos de tumores. Se ha determinado la sobreexpresion del mRNA de
S100A10 en estudios de cancer de pancreas, cancer de pulmon, linfoma, carcinoma
de rifidbn, meduloblastoma y cancer gastrico [lacobuzio-Donahue CA y col., 2003; Liu J
y col., 2008; Lindsey JC y col., 2007; Domoto T y col., 2007; Rust R y col., 2005;
Remmelink M y col., 2005]. Aunque se ha determinado la sobreexpresion, aln no se
conoce cual es su participacion en la enfermedad.

Para expresar la proteina S100A10 en células eucariotas y luego detectarla con un tag
se realizé el clonado de la secuencia en los plasmidos pcDNA4, que produce una
proteina de fusidn con el epitope de V5 y Hisg y en el pEGFP que permite la expresion
de una proteina de fusion con EGPF. En primer lugar se confirmé que la secuencia de
S100A10 presente en los plasmidos obtenidos de los clones interactores del doble
hibrido estuviera completa y sin mutaciones. Se disefiaron primers especificos con
sitios de corte para las enzimas BamHI y Hindlll para amplificar la secuencia de
S100A10 de los clones aislados y poder insertarla en los plasmidos de expresion
eucariota. Para realizar la PCR se utilizé el plasmido purificado del clon interactor 24.
Luego se corrio el producto de PCR en un gel de agarosa y se visualizé por tincién con

bromuro de etidio, el producto amplificado se purificé con el kit “SV Gel and PCR
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Clean-Up System” (Promega). Luego se cort6 el fragmento amplificado por PCR y los
plasmidos antes descriptos con las enzimas BamHI y Hindlll y se dejé ligando
overnight (O.N.) a 4°C. Con el producto de ligacion fueron transformadas bacterias
competentes E.Coli IM109. Las bacterias transformadas fueron plagueadas en medio
LB Agar con el antibidtico correspondiente (ampicilina para pcDNA4 y kanamicina para
pPEGFP). Los clones obtenidos se crecieron y se realiz6 una miniprep. Se confirmo el
correcto clonado por restriccion y secuenciacion.

Por otro lado, con el fin de silenciar S100A10 se utiliz6 el plasmido pCMS3-H1p-EGFP,
el cual expresa un short hairpin RNA para silenciar S100A10 (shRNA de S100A10) y
también contiene un cassette de transcripcion separado que expresa EGFP para
poder identificar las células transfectadas. La secuencia shRNA de S100A10 clonada
dentro del pldsmido contiene el sitio para las enzimas de restriccion, la secuencia
blanco de S100A10 y una secuencia loop para la formaciéon del shRNA. La secuencia
blanco elegida de S100A10 fue publicada por Morel y se detalla en Materiales y
Métodos [Morel E y col., 2007]. Para el clonado se adquirieron los oligos con la
secuencia sShRNA de S100A10 y luego se clonaron en el plasmido pCMS3-H1p-EGFP
el cual fue previamente cortado con las enzimas Bglll y Hindlll. Se dejo6 ligando O.N. y
luego se transformaron bacterias competentes E.Coli JM109. Los clones obtenidos se
crecieron y se realiz6 una miniprep Se determiné el correcto clonado por restriccion y
secuenciacion. Luego se verifico la eficiencia del vector que expresa el shRNA de
S100A10 para disminuir la expresion de S100A10. Se transfectaron células MIAPaCa-
2 con el vector que expresa el shRNA de S100A10 o el vector control durante 48 hs.
Luego las células fueron tripsinizadas y sometidas a un sorting con el fin de separar
las células transfectadas (que expresan el shRNA de S100A10 o el control y EGFP) de
aquellas que no se transfectaron. Las células obtenidas EGFP positivas fueron lisadas
en buffer de lisis con inhibidores de proteasas. Para realizar el western blot se utiliz6 el

anticuerpo primario anti S100A10 (BD Transduction Laboratories), un anticuerpo
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secundario conjugado a peroxidasa y se revel6 por quimioluminiscencia utilizando el
kit ECL (Amersham Biosciences). El analisis por western blot mostré que la expresion
de S100A10 se encuentra disminuida en las células que expresan el shRNA de
S100A10 en comparacion con las células que expresan el shRNA control (Fig. 25).
Esto demuestra que el plasmido que expresa el shRNA de S100A10 disminuye

eficientemente la expresion de S100A10.

S100A10 S w

shRNA control - +

shRNA S100A10 + -

Figura 25

Western blot de S100A10 en células MIAPaCa-2 transfectadas durante 48 hs con los vectores
que expresan el shRNA de S100A10 o shRNA control. Las células EGFP positivas fueron
separadas por sorting y lisadas en buffer de lisis para western blot. La expresiéon de S100A10
disminuye en las células que expresan el shRNA de S100A10 comparado con las células

control.

5.2 Confirmacién de la interaccidon entre VMP1 y S100A10

Para confirmar la interaccion de VMP1 con S100A10 obtenida por el doble hibrido se
realizé un ensayo de pull-down y western blot. Se crecieron células 293T y se co-
transfectaron con pEGFP-VMP1 y pcDNA4-S100A10, o con los plasmidos vacios
como control. A las 24 hs se levantaron las células y se resuspendieron en buffer de
lisis con inhibidores de proteasas. Se utlizaron 100 pg de lisado celular y se incubaron
en una columna de Ni-NTA agarosa (que pega His y por lo tanto retiene a la proteina

de fusién S100A10-V5-Hise). Se realizaron 3 lavados y luego se eluyé la columna. Las
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fracciones obtenidas fueron corridas en un SDS-PAGE (electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio), y luego se realiz6 un western blot. Se
utilizaron los anticuerpos anti V5 para detectar S100A10 o anti EGFP para detectar
VMP1. Se utiliz6 un anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa y se revelé por
quimioluminiscencia utilizando Luminol (Santa Cruz). En la Figura 26 se muestra el
Western blot, en donde se observa que VMP1 eluyé junto con S100A10. De esta

forma se confirma por pulldown la interaccion entre VMP1 y S100A10 obtenida en el

doble hibrido.
Pull down
. TCL
Ni - Agarosa c
VMP1 - EGFP oo S B:anti EGFP
S100A10 - V5 - His, — S— @ B:anti V5
pCDNA4 - S100A10 + + - +
pPEGFP- VMP1 + - + +
PEGFP - vacio - + - -
pcDNA4 - vacio - - + -
Figura 26

Las células 293T se co-transfectaron con pEGFP-VMP1 y pcDNA4-S100A10 o con los
plasmidos vacios como control durante 24 hs. Luego se lisaron las células, se realizé el ensayo
de pull-down y el western blot. TCL: Lisado total celular, IB: inmunoblotting. Se observa que

VMP1 eluye junto a S100A10.

5.3 Localizacion intracelular de S100A10-EGFP en células Hela

Se utilizé el plasmido pS100A10-EGFP que expresa la proteina S100A10 fusionada a

la proteina fluorescente verde, de forma tal de poder visualizar su distribucién
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intracelular por fluorescencia directa. Se utilizaron células HelLa las cuales fueron
transfectadas durante 24 hs con el plasmido de expresion. Luego fueron fijadas en 4%
paraformaldehido y observadas al microscopio de fluorescencia. Las imagenes
mostraron una distribucion pareja en toda la célula. La proteina S100A10 es una
proteina citoplasmética que también se encuentra en membrana a través de su
interaccion directa con proteinas que se unen a membrana. Por lo tanto, pensamos
que al sobreexpresarse la proteina en citoplasma impedia ver la proteina asociada a
membrana. Por ese motivo nuevamente se transfectaron células HelLa con el plasmido
de expresion durante 24 hs y, previamente a la fijacion, se trataron las células con un
buffer de lavado que permite lavar la proteina citoplasmatica y dejar la proteina
asociada a membrana [Morel E y col., 2007]. Como se puede observar en la Figura 27,
luego del lavado se observa la distribucion de S100A10 en estructuras punteadas
caracteristica de la union a membranas internas y también se observa la localizacion

en la membrana plasmaética (flechas).

Buffer
Lavado citosol

+

S100A10-EGFP S100A10-EGFP

Figura 27

Microscopia de fluorescencia. Las células HelLa fueron transfectadas con el plasmido de
expresion pS100A10-EGFP durante 24 hs y tratadas o no con buffer de lavado previo a la
fijacion. Luego del lavado se observa a S100A10 unida a membrana formando parte de
estructuras punteadas. La flecha indica la marca de S100A10-EGFP en la membrana

plasmatica.
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5.4 Expresion de S100A10 en células HeLa y MIAPaCa-2

Se determind como varia la expresion de S100A10 en las células tumorales ante
distintos tratamientos quimioterapicos y ante condiciones de ayuno. Se cuantifico el
nivel de expresion del mRNA de S100A10 relativo al de las células sin tratamiento.
Como control interno se utilizé la amplificacién de la B-actina. Se utilizaron células
HelLa y células MIAPaCa-2 y se les realizaron 3 tratamientos diferentes. El primer
tratamiento consistio en el tratamiento con 200 pM gemcitabina durante 8 hs. El
segundo tratamiento fue la incubacion con 5 pg/ml rapamicina durante 8 hs. En el
tercer tratamiento las células fueron ayunadas utilizando el medio de cultivo EBSS.
Luego las células se levantaron con TRIzol. Se purifico el RNA y se realizé una RT-
PCR Real Time. Como se muestra en la Figura 28A, en las células HelLa se observa
un aumento en la expresion del mMRNA de S100A10 en respuesta a los tratamientos
con gemcitabina y ayuno mientras que no se observa una variacion significativa de la
expresion por el tratamiento con rapamicina. Al analizar la expresion en las células
MIAPaCa-2 no se observan variaciones respecto al control. Este resultado nos
condujo a pensar que la expresion de S100A10 podria estar desregulada en las
células de cancer de pancreas, por lo tanto a continuaciéon se evalud la expresion
basal en ambas lineas celulares. Como puede observarse en la Figura 28B la
expresion basal en las células MIAPaCa-2 esta significativamente aumentada respecto
a la expresion en las células HelLa. Este resultado coincide con los datos observados
por lacobuzio-Donahue donde demuestra la sobreexpresion del mMRNA de S100A10 en
estudios en células de cancer de pancreas [lacobuzio-Donahue CA y col., 2003] y
sugiere que en la linea celular de cancer de pancreas estan alterados los mecanismos

de regulacion de la expresion de S100A10.
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(A) Las células HeLa y MIAPaCa-2 fueron tratadas con gemcitabina, rapamicina y ayuno
durante 8 hs. y el mMRNA de S100A10 fue medido por RT-PCR Real time. Se observa un

aumento del mRNA de S100A10 en las células Hela tratadas con gemcitabina y ayuno

respecto al control y no se observa diferencia con el tratamiento de rapamicina. En las células

MIAPaCa-2 no hay aumento del mMRNA de S100A10 en ninguno de los tratamientos respecto al

control. * P < 0.05, ** P < 0.01 versus control. (B) Comparacion de la expresion basal de mRNA

de S100A10. Se observa un aumento en la expresion basal de S100A10 en células MIAPaCa-2

respecto a las células HelLa. * P < 0.05, versus células Hela.
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5.5 La sobreexpresion de S100A10 modifica la distribucion intracelular de VMP1

Las células MIAPaCa-2 fueron co-transfectadas con los plasmidos pEGFP-VMP1 y
pcDNA4-S100A10 o el plasmido vacio como control durante 24 hs. Luego las células
fueron fijadas y observadas al microscopio de fluorescencia. La distribucion intracelular
de VMP1-EGFP se observa principalmente en un patrén punteado, polarizada hacia
un lado alrededor del nucleo formando una figura que asemeja un cometa. Al
sobreexpresar a S100A10-V5 se produce una alteracion del patrén de VMP1 y se
observa un patron reticulado que se distribuye alrededor del nucleo (Fig. 29A). Para
cuantificar se contaron 100 células expresando VMP1l-EGFP y se determino la
distribucion punteada o reticulada. Como se muestra en la Figura 29B la
sobreexpresién de S100A10 modificéd la distribucion de la proteina VMP1-EGFP. La
distribucion de VMP1-EGFP se observa principalmente en forma punteada pero al
estar sobreexpresada la proteina S100A10-V5 disminuye el patrén punteado y se
observa un aumento en la distribucion reticulada de un poco mas del 20 %.

Diversos estudios describen la participacién de S100A10 en la expresion de canales
en la membrana plasmética, sin embargo no todos los datos son coincidentes. Algunos
trabajos plantean que la unibn de S100A10 a un dominio citosélico de proteinas
integrales de membrana es necesaria para una eficiente presentacion en la membrana
plasmética, sin embargo, Renigunta y colaboradores demostraron que la interaccién
de S100A10 con el canal de potasio TASK1 actiia como un factor de retencion en el
reticulo endoplasmico. Los resultados muestran que al silenciar S100A10 o mutar el
sitio de union de S100A10 en TASK-1 hay una mayor cantidad de canales en
membrana [Renigunta V y col., 2006]. Nuestro resultado parece coincidir con esta
descripcion y sugiere que S100A10 podria estar reteniendo a VMP1 en el reticulo

endoplasmico.
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Figura 29

Microscopia de fluorescencia. A) Las células MIAPaCa-2 fueron co-transfectadas con pEGFP-
VMP1 y con los plasmidos pcDNA4-S100A10 o el plasmido vacio como control. Luego de 24 hs
las células fueron fijadas y observadas al microscopio de fluorescencia. B) Determinacién del
porcentaje de células VMP1-EGFP con distribucion punteada o reticulada (media £ E.S.; n = 3).
Se observa que la sobreexpresion de S100A10-V5 aumenta la distribucion reticulada de VMP1-

EGFP. * P < 0.05, versus células control con la misma distribucion.

5.6 La sobreexpresion de VMP1 induce la expresiéon de S100A10

Como ya fue demostrado anteriormente, VMP1 esta involucrada en el proceso de
autofagia y su sobreexpresion induce la autofagia en diferentes lineas celulares. Para

determinar si la expresion de VMP1 modifica la expresion de S100A10 se
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transfectaron células MIAPaCa-2 con el plasmido pEGFP-VMP1 o con el plasmido
vacio como control. A las 24 hs de transfeccion las células se lavaron y levantaron en
TRIzol. Se purific6 el RNA y se realiz6 una RT-PCR Real Time. La Figura 30A muestra
gue al sobreexpresar VMP1 aumenta la expresion del mRNA de S100A10 respecto al
control. Estudiamos entonces si la expresién de VMP1 se modifica con el aumento de
la expresion de S100A10 en las células tumorales pancreaticas. Con este objetivo se
transfectaron células MIAPaCa-2 con el plasmido pEGFP-S100A10 o con el plasmido
vacio como control y se realizé una RT-PCR Real Time de mRNA de VMPL. En la
Figura 30B se observa que la expresion de VMP1 no se modifica significativamente al
sobreexpresar S100A10, indicando que la expresion de VMP1 no es regulada por la

expresion de S100A10.
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Figura 30

(A) Las células MIAPaCa-2 fueron transfectadas con pEGFP-VMP1 y el mMRNA de S100A10 fue
medido por RT-PCR Real Time, o (B) fueron transfectadas con pEGFP-S100A10 y el mRNA de
VMP1 fue medido por RT-PCR Real Time. En ambos casos el plasmido vacio fue utilizado
como control. Se observo que la sobreexpresion de VMP1 aumenta la expresion del mRNA de
S100A10. Por el contrario la sobreexpresion de S100A10 no modificéd la expresion del mMRNA
de VMP1.* P < 0.05 versus control.
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En conjunto, estos resultados indican que la expresion de S100A10 constituye un
cambio fenotipico en respuesta a la sobreexpresion de VMP1l y sugieren la
participacion de S100A10 en los mecanismos moleculares mediados por VMPL.
Nuestro siguiente objetivo entonces fue analizar el efecto de la expresion de S100A10

sobre la formacion de autofagosomas

5.7 La expresion de S100A10 disminuye la formacion de autofagosomas

Como se demostr6 en los resultados anteriores VMP1 induce la formacion de
autofagosomas. Teniendo en cuenta que S100A10 interactia con VMP1, que la
sobreexpresion de VMPL1 induce la expresion de S100A10, y que la sobreexpresion de
S100A10 modifica el patrén de distribucion de VMP1, se estudio el efecto de S100A10
sobre la formacion de autofagosomas inducida por el tratamiento con gemcitabina y
por la sobreexpresion de VMP1. Se utiliz6 como marcador el reclutamiento de la
proteina de fusion fluorescente roja RFP-LC3. Se crecieron células MIAPaCa-2 en
medio rico en nutrientes. Para el tratamiento con gemcitabina se transfectaron las
células con los plasmidos pRFP-LC3 y pEGFP-S100A10 o con el plasmido vacio
PEGFP. A las 24 hs las células se trataron con 200 uM gemcitabina durante 8 hs. Para
el tratamiento con VMP1 se transfectaron con los plasmidos pcDNA4-VMP1, pRFP-
LC3 y pEGFP-S100A10 o con el plasmido vacio pEGFP como control. A las 24 hs se
fijaron las células en paraformaldehido 4% y se contaron las células con punteado de
RFP-LC3 mediante microscopia de fluorescencia. Los resultados muestran que las
células tratadas con gemcitabina o transfectadas con VMP1 que sobreexpresan
S100A10 presentan una distribucion difusa de la proteina de fusion RFP-LC3, a
diferencia de las células transfectadas con el plasmido vacio, en las cuales se observa
el patrén agrupado durante los dos tratamientos. Al analizar el porcentaje de células
con RFP-LC3 agrupado en ambos tratamientos se observa que en las células que

expresan S100A10-EGFP el porcentaje de agrupaciéon esta disminuido en
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comparacion con las células transfectadas con el plasmido control (Fig. 31). Estos
hallazgos indican que la sobreexpresion de S100A10 disminuyo significativamente la
formacion de autofagosomas inducida por el tratamiento con gemcitabina y por la
sobreexpresion de VMP1-V5. Los resultados obtenidos muestran que S100A10
disminuye la formacién de autofagosomas y sefialan a S100A10 como un posible
regulador de la magnitud de la respuesta autofagica de las células tumorales

pancreaticas ante el tratamiento con gemcitabina.
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Figura 31

Microscopia de fluorescencia de RFP-LC3. A las células MIAPaCa-2 se les realizaron 2
tratamientos. Para el tratamiento con gemcitabina las células fueron transfectadas con los
plasmidos pRFP-LC3 y pEGFP-S100A10 o con el plasmido pEGFP vacio durante 24 hs y luego
fueron tratadas con 200 uM gemcitabina durante 8 hs. Para el tratamiento con VMP1 las
células fueron transfectadas con pRFP-LC3, pcDNA4-VMP1 y pEGFP-S100A10 o con el
plasmido pEGFP vacio durante 24 hs. Las células control fueron transfectadas con los
plasmidos pRFP-LC3 y pEGFP-S100A10 o con el plasmido pEGFP vacio durante 24 hs.
Determinacion del porcentaje de células con RFP-LC3 agrupado. Se observa que las células
tratadas con gemcitabina o transfectadas con pcDNA4-VMP1 que sobreexpresan S100A10-
EGFP poseen disminuida la agrupacion de RFP-LC3 comparada con las células control. * P <

0.05, versus células control con el mismo tratamiento.
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5.8 Efecto _de la expresion de S100A10 sobre la apoptosis inducida por

gemcitabina

Como anteriormente observamos que la autofagia mediada por VMP1 esta involucrada
en la muerte celular por apoptosis durante el tratamiento con gemcitabina, y luego
determinamos que la sobreexpresion de S100A10 disminuy6é la formacion de
autofagosomas, se evalud si la expresion de este gen afecta la muerte celular por
apoptosis ante el tratamiento con gemcitabina. Las células MIAPaCa-2 fueron
transfectadas con el plasmido que expresa shRNA de S100A10 para silenciar
S100A10 o el plasmido control y 24 hs mas tarde fueron tratadas con 200 uM
gemcitabina por otras 24 horas. Luego se analizaron por citometria de flujo las células
apoptéticas tempranas (anexina V positivas y 7AAD negativas) solo en las células
transfectadas. Con esté finalidad el andlisis se realizd seleccionando solo las células
EGFP positivas, 0 sea las que fueron transfectadas con el plasmido que expresa el
SshRNA de S100A10 (que silencia S100A10) o el shRNA control. Se encontré un
aumento significativo del numero de células apoptéticas tempranas en células
silenciadas para S100A10 tratadas con gemcitabina, comparadas con las células que
expresan el shRNA control con el mismo tratamiento (Fig. 32). Este resultado sugiere
que la expresion de S100A10 permite la sobrevida de las células de cancer de
pancreas al tratamiento con gemcitabina ya que su silenciamiento lleva a una mayor

apoptosis.
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Figura 32

Andlisis por citometria de flujo. Las células MIAPaCa-2 fueron transfectadas durante 24 hs con
los vectores que expresan shRNA control o shRNA de S100A10 y luego tratadas con 200 puM
gemcitabina durante otras 24 hs. Se determiné el porcentaje de células apoptéticas tempranas
(células Anexina V positivas, 7AAD negativas) (media * E.S.; n = 3). Se observé un aumento
en el numero de células apoptoticas tempranas en las células que expresan shRNA de
S100A10 respecto a las células transfectadas con el plasmido control * P < 0.05 versus células

transfectadas con shRNA control y tratadas con gemcitabina.

Los resultados obtenidos por citometria de flujo fueron confirmados mediante la
determinacion de la actividad de las caspasas 3 y 7. Las células MIAPaCa-2 fueron
transfectadas con el plasmido que expresa el shRNA de S100A10 o con el shRNA
control durante 24hs. Luego las células fueron tripsinizadas y sometidas a un sorting
para separar las células EGFP positivas, con el fin de obtener solamente las células
transfectadas que expresan el shRNA de S100A10 o el control. Luego del sorting las

células EGFP positivas fueron crecidas 24 hs y luego tratadas con 200 uM
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gemcitabina durante otras 24 hs. A continuacion se determind la viabilidad celular y la
actividad de las caspasas 3 y 7 utilizando el kit Apo Live-Glo Multiplex Assay
(Promega). La actividad obtenida fue normalizada con la viabilidad celular y fue
expresada relativa al control (Fig. 33). La actividad relativa de las caspasa 3y 7
aumenté en las células con S100A10 silenciado. Estos resultados confirman los
obtenidos por citometria de flujo, demostrando que la expresion de S100A10 esta
implicada en la sobrevida de las células MIAPaCa-2 ante el tratamiento con

gemcitabina.

500 7
O shRNA control

* OshRNA S100A10
T

D

o

o
1

w

o

o
1

Actividad relativa
caspasas 3y 7
N
8

100 T

0 T 1
control Gemcitabina

Figura 33

Determinacién de la actividad de las caspasas 3 y 7. Las células MIAPaCa-2 fueron
transfectadas durante 24 hs con shRNA de S100A10 o shRNA control. Primero fueron
separadas por sorting las células EGFP positivas y a las 24 hs fueron tratadas con 200 puM
gemcitabina durante otras 24 hs. La actividad de las caspasas 3 y 7 esta normalizada por la
viabilidad celular y expresada relativa al sShRNA control sin tratamiento (media £ E.S.; n = 3). Se
observa que las células expresando shRNA de S100A10 aumentan la actividad de las
caspasas 3 y 7 comparadas con las células expresando el shRNA control. * P < 0.05, versus

células transfectadas con shRNA control y tratadas con gemcitabina.
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Como demostramos previamente, la gemcitabina induce autofagia mediada por la
expresion de VMP1 que finalmente conduce a la apoptosis de las células de cancer de
pancreas. Demostramos también que la expresién de S100A10 disminuye la formacion
de autofagosomas inducidos por VMP1 y por el tratamiento con gemcitabina. Por otro
lado, el silenciamiento de S100A10 aumenta la apoptosis en las células tratadas con
gemcitabina. Estos resultados sugieren que bajo el tratamiento con gemcitabina la
expresion de S100A10 regula negativamente la respuesta autofagica mediada por
VMP1 disminuyendo la apoptosis y permitiendo la sobrevida de las células tumorales

pancreaticas en respuesta al tratamiento con gemcitabina.
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El objetivo de nuestro laboratorio es investigar la respuesta de la célula pancreética a
la enfermedad. En trabajos previos se estudio la respuesta de la célula pancreética a
la enfermedad causada por la pancreatitis aguda experimental. El andlisis de la
expresion diferencial mediante la técnica de microarrays permitio detectar 96 nuevos
genes activados o reprimidos en respuesta a la pancreatitis [Dusetti NJ y col., 2000].
Nuestro interés se centro en el estudio de aquellos que se sobreexpresan. Los genes
identificados y caracterizados hasta el momento se encuentran en diferentes etapas
de estudio [Samir AA y col., 2000; Tomasini R y col., 2001; Dusetti NJ y col., 2002;
Ropolo Ay col., 2004; Hoffmeister A y col., 2002; Vaccaro Ml y col., 2003].

El gen VMP1 fue caracterizado por su rapida y alta expresion en células pancreaticas
en respuesta a la enfermedad. Los primeros estudios sobre VMP1 determinaron que
codifica para una proteina tedrica de 406 aminoacidos, cuya estructura teérica indica
que es una proteina transmembrana con 6 dominios hidrofébicos. Estudios realizados
en cortes de tejido, mediante hibridaciéon in situ del RNA mensajero para VMPL1,
permitieron demostrar que la expresion de VMP1 se restringe a las células acinares
tempranamente durante el desarrollo de la pancreatitis experimental. El analisis de la
localizacion intracelular de la proteina VMPL1, a través de la visualizacion de la proteina
de fusion VMP1-EGFP, evidencié que VMP1 se ubica en la regién del aparato de
golgi. Es interesante destacar que las células transfectadas con el plasmido de
expresion de VMP1l sufren modificaciones intracelulares, formando vacuolas
citoplasmaticas. Como la proteina de fusidn fluorescente se detecté en la membrana
de esas vacuolas a este nuevo gen se lo llamé VMP1 (Vacuole Membrane Protein 1).
Llamativamente, las células transfectadas que sobreexpresan VMP1 mueren a las 48
horas. Se estudid entonces si la expresion de VMPL1 in vivo se relaciona con la
formacion de vacuolas. Se determiné que, tanto en pancreatitis aguda como en
pancreatitis crénica, la formacién de vacuolas citoplasmaticas es uno de los eventos

celulares iniciales, y que en ambos casos la expresion in vivo de VMP1 se correlaciona
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positivamente con la formacién de vacuolas y precede a la muerte celular. Ademas se
comprobé mediante RT-PCR e hibridacion in situ que el tratamiento con L-arginina

induce la expresion de VMP1 [Vaccaro Ml y col., 2003; Jiang PH y col., 2004].

El hallazgo de la capacidad de VMP1l de inducir la formacion de vacuolas
citoplasméticas y posteriormente la muerte celular, nos condujo a postular que la
expresion de VMP1 induce la formacion de vacuolas autofagicas. Por lo tanto nuestro
primer objetivo fue comprobar esta hipotesis. Se desarrollaron entonces los métodos
para evaluar autofagia aceptados en la bibliografia para demostrar que la expresion de
VMP1 induce autofagia en células de mamifero. Debido a que cada vez mas trabajos
relacionan a la autofagia con la fisiopatologia humana, el interés para detectar este
proceso se ha incrementado. Las 3 principales metodologias para monitorear
autofagia son, la microscopia, los métodos bioquimicos y el estudio de las
modificaciones de proteinas observadas mediante la técnica de western blot. Dentro
de los métodos de microscopia se incluyen los ensayos de naranja de acridina,
monodansylcadaverina (MDC), localizacion de GFP-LC3, LysoTracker Red (para
detectar compartimentos acidicos) y microscopia electronica, que permite detectar
ultraestructuras caracteristicas de autofagia. Dentro de los métodos bioquimicos se
encuentra el secuestro y degradacién de marcadores citosélicos, pero si bien en
principio puede utilizarse, se debe tener en cuenta que la degradacion de las proteinas
citoplasmaticas no ocurre solamente por autofagia, y en realidad se estaran incluyendo
también otros métodos de degradacidén de proteinas. Sin embargo la degradacién de
proteinas de vida media-larga es mas especifica, ya que son preferencialmente
degradadas por autofagia. La estrategia general es utilizar la técnica de pulso para
marcar las proteinas y luego monitorear su degradacién. La utilizacién del inhibidor 3-
MA confirma si la degradacion observada es producto del proceso autofagico.

Finalmente, pueden detectarse modificaciones de proteinas que ocurren durante la
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autofagia, como el procesamiento de LC3-l a LC3-Il, el cual puede ser detectado por

western blot y, por lo tanto, ser utilizado como marcador de autofagia

En este trabajo encontramos que las vacuolas inducidas por VMP1 se tifieron con el
trazador fluorescente MDC y que la sobreexpresién de VMPL1 en células HelLa indujo
la formacién de estructuras MDC positivas como las vacuolas autofagicas. Por otro
lado se confirmé la presencia de ultraestructura autofagica, ya que células
sobreexpresando VMP1 cultivadas en condiciones ricas en nutrientes presentan
ultraestructuras caracteristicas de autofagia, incluyendo estructuras en forma de copa,
y estructuras tipo autofagosomas y autolisosomas. Ademéas, VMP1 indujo la
agrupacion de la proteina fluorescente RFP-LC3. En todos los experimentos con
lineas celulares en los cuales se sobreexpres6 VMP1 al menos el 85 % de las células
se encontraron agrupadas. Resultados similares fueron obtenidos con la agrupacién
de LC3 end6geno. Mas aun, VMP1 indujo el procesamiento de LC3 end6geno de LC3-
| a LC3-Il, el que se incrementd en presencia del inhibidor de hydrolasa E64d. Ha sido
reportado que, cuando se co-transfecta con otro plasmido, la sobreexpresion
transiente de la proteina LC3 puede resultar en su agregacion independientemente de
la autofagia. Por esa razdn la concentracion de pladsmido para la transfeccion fue
puesta a punto previamente. Sin embargo, el procesamiento del LC3 enddgeno de
LC3-1 a LC3-ll no es afectado por la co-transfeccién, por lo que es ampliamente
utilizado como método para detectar autofagia [Yoshimori T, 2004; Kuma A y col.,
2007].

Nuestros resultados mostraron que el reclutamiento de LC3 inducido por VMP1
disminuy6 al agregar el inhibidor 3-MA. La 3-MA fue reportada por tener efectos
laterales aparte de inhibir la autofagia [Levine B y col., 2005], sin embargo la inhibicion
del reclutamiento de LC3 es debido a su habilidad para inhibir la autofagia. Por lo tanto

se observo que las vacuolas inducidas por la expresion de VMPL1 se tifien con MDC,
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presentan ultraestructura de organelas autofagicas, reclutan LC3-1l y esta
caracteristica es inhibida por un inhibidor especifico de autofagia. Por otro lado, se
confirmé que el proceso inducido por VMP1 mantiene el flujo autofagico, ya que al
inhibir enzimas lisosomales se promueve la acumulacion de LC3-1l. En conjunto, estos
hallazgos confirman que la expresion de VMP1 induce autofagia, y sugieren que VMP1

esta implicada en la formacion de autofagosomas.

Para poder profundizar el estudio de VMP1 y verificar si su expresibn media la
formacion de autofagosomas, desarrollamos dos anticuerpos policlonales especificos
contra la proteina en estudio. El primer anticuerpo se desarrollé contra los uGltimos 20
aminoacidos de la proteina y el segundo contra el fragmento central, que contiene
desde el aminoacido 187 al 247. Estos 2 fragmentos fueron seleccionados mediante
estudios informaticos que permiten predecir las caracteristicas de las secuencias, con
el objetivo de seleccionar los fragmentos con mejores caracteristicas antigénicas. Las
pruebas realizadas con los anticuerpos obtenidos demostraron su funcionalidad en

estudios de western blot, inmunohistoquimica e inmunocitoquimica.

Postulamos entonces que si VMP1 esta implicada en la formaciéon de autofagosomas
su expresion debia estar activada por los tratamientos que favorecen la autofagia, y
también debia ser necesaria para el desarrollo de autofagia en respuesta al estimulo.
Nuestros resultados demostraron que tratamientos actualmente utilizados para gatillar
autofagia, como el ayuno, e inhibidores farmacol6gicos de mTOR, como la rapamicina,
indujeron la expresion de VMP1. Esto fue evidenciado por el aumento de mRNA de
VMP1 analizado por RT-PCR y por el aumento de la proteina VMP1 observado por
western blot. Mas aun, el silenciamiento de VMP1 inhibié la formaciéon de
autofagosomas inducida por el tratamiento con ayuno o rapamicina, sugiriendo que

VMP1 esta involucrada en la autofagia inducida por estos dos estimulos y que su
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expresion es necesaria para que la autofagia se desarrolle. Se comprob6 asi que la
expresion de VMP1 es necesaria para la formacion de autofagosomas inducida por

estos 2 estimulos autofagicos.

Estos resultados se complementan con otros resultados obtenidos en nuestro
laboratorio, los cuales no fueron desarrollados en estad tesis. Estos resultados
demuestran la triple localizacion de VMP1, Beclina 1 y LC3 en las vacuolas inducidas
por VMP1, sugiriendo a VMP1 como una proteina integral de la membrana del
autofagosoma [A. Ropolo y col., 2007]. También se demuestra la interaccion de VMP1
con Beclina 1, indicando que, en células de mamiferos, VMP1 funciona como una
proteina transmembrana que interactia con Beclina 1 y que podria permitir la
localizacion de otras proteinas de autofagia en la membrana del autofagosoma. Hasta
ahora, solo 2 proteinas de membrana relacionadas con la autofagia han sido
descriptas en levaduras, ATG9 [Reggiori F y col., 2005] y ATG27 [Yen WL y col., 2007,
Legakis JE y col., 2007]. Sin embargo no ha sido descripto que ninguna de estas
proteinas transmembrana induzca autofagia ni que interactie con Beclina 1.

La proteina VMP1 no tiene homélogo conocidos en levaduras y es la primer proteina
transmembrana descripta que induce un proceso autofagico en células de mamiferos.
Estos hallazgos, sostienen la hipotesis que las células de mamiferos regulan el

proceso de autofagia en forma diferente.

La autofagia juega un rol importante en la salud y enfermedad humana. Este proceso
catabdlico mantiene el control de calidad de componentes celulares esenciales, sin
embargo, la desregulacion o excesiva autofagia ha sido relacionada con diversas
patologias como enfermedades neurodegenerativas y cancer [Mizushima N y col.,

2008].
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El rol de la autofagia en el cancer ha sido descripto como una espada de doble filo
debido a que se encuentra relacionado tanto con la sobrevida como con la muerte
celular [Shintani T y col.,, 2004]. Esta decision depende del estado de la
carcinogénesis, del contexto célula/tejido, de las caracteristicas moleculares de la
célula target y de la naturaleza del estrés [Ogier-Denis E y col., 2003]. Algunos
estudios demuestran que las células de cancer en general tienen desregulado el
proceso de autofagia y reducida su capacidad autofagica comparada con las células
no tumorales [T6th S y col., 2002; Gozuacik A y col., 2004]. También se ha descripto
gue la mutacion en un alelo del gen de autofagia Beclina 1 aumenta la frecuencia de
malignidad espontanea y acelera el desarrollo de lesiones premalignas inducidas por
virus [Qu X y col., 2003], sugiriendo que la regulacion defectuosa de la autofagia
promueve la tumorigénesis. Por otro lado, la autofagia puede permitir la sobrevida de
las células cancerosas permitiendo el crecimiento en condiciones de bajo suplemento
de oxigeno y estrés metabdlico [Levine B, 2007]. Se ha propuesto que la autofagia
juega un rol importante tanto en la promocién como en la muerte de las células de
cancer [Mathew R y col., 2007a], aunque los mecanismos moleculares responsables

de esta accion dual todavia no han sido determinados.

Si bién se han hecho muchos progresos en el tratamiento de los tumores soélidos, el
pronéstico del cancer de pancreas sigue siendo pobre. Una de las razones es la
resistencia de las células de cancer de pancreas a los tratamientos como
quimioterapia, radioterapia, inmunoterapia y terapia hormonal [DiMagno EP y col.,
1999; Bichler M y col., 1991; Friess H y col., 1992]. La gemcitabina es el agente
quimioterapico estdndar para el tratamiento del cancer de pancreas. Han sido
descriptos dos mecanismos de accion que contribuyen a la citotoxicidad de la
gemcitabina. En el primero la gemcitabina compite con el dCTP por su incorporacion al

DNA causando la terminacién de la cadena, en el segundo el difosfato de gemcitabina
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(dFACDP) sirve como sustrato alternativo inhibitorio para la ribonucledtido reductasa,
inactivando esta enzima clave y llevando a la disminucion del pool de deoxinucleotidos

[Baker CH y col., 1991; van der Donk WA y col., 1998; Wang J y col., 2007].

Se sabe muy poco acerca del rol de la autofagia en el cancer de pancreas. Los
resultados obtenidos hasta el momento indican que la autofagia podria actuar como
protector de la célula tumoral, permitiéndole proliferar en un ambiente hostil, pero a la
vez podria ser un mecanismo de muerte celular activado por los agentes
guimioterapéuticos. Algunos resultados revelan que en tejido de cancer de pancreas
resecado se observa una mayor expresion de LC3-Il en el &rea periférica, la cual
incluye el borde invasivo, y que este resultado se asocia a un peor pronéstico [Fujii S.
y col., 2008]. Estos hallazgos proponen a la autofagia como un proceso que permite a
las células cancerosas sobrevivir en el ambiente tumoral. En otro trabajo se relaciona
a la autofagia con la inflamacién. Se ha visto una sobreexpresion del receptor inducido
por inflamacibn RAGE (receptor for advanced glycation end product) en
adenocarcinomas pancreaticos humanos y murinos. La expresion de RAGE se
correlaciona con la habilidad de lineas celulares de cancer de pancreas de sobrevivir a
insultos citotdxicos [Abe Ry col., 2008]. Por otro lado la sobreexpresion de RAGE esta
asociada con el aumento de la autofagia, la disminucién de la apoptosis y la sobrevida
celular [Kang R y col., 2009]. Estas observaciones sugieren que la expresion de RAGE
esta implicada en la respuesta de la célula del cancer al estrés del ambiente tumoral a
través de la induccion de la autofagia. Sin embargo, otras evidencias experimentales
en modelos animales mostraron que las células de adenocarcinoma pancreatico tienen
reducida su capacidad autofagica en comparacién con las células premalignas,
sugiriendo que la disminucion de la autofagia podria proveer resistencia al tratamiento

[Téth S y col., 2002]. Otro estudio demuestra que en lineas celulares de cancer de
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pancreas el aumento de la autofagia lleva a una menor sobrevida de las células [Akar
U. y col, 2007]. En estos casos la autofagia parece actuar como un tipo de muerte
celular. Estos datos coinciden con lo observado en este trabajo de tesis, aportando
mayor evidencia de que la autofagia podria actuar como un proceso supresor de

tumor.

Los datos presentes demostraron que en las lineas de cancer de pancreas PANC-1y
MIAPaCa-2 la induccién temprana de la autofagia por el tratamiento con gemcitabina
lleva a la apoptosis de las células, y que este proceso estd mediado por la activaciéon
de VMPL1. La gemcitabina es el Unico quimioterapico relativamente efectivo para el
tratamiento del cancer de pancreas. Entre las células de cancer pancreético, PANC-1
y MIAPaCa-2 son las células mas resistentes y la DL50 para el tratamiento con
gemcitabina es 4 6rdenes de magnitud mayor comparado con otras lineas celulares
[Giroux V y col., 2006]. Sin embargo, PANC-1 y MIAPaCa-2 responden al tratamiento
con gemcitabina incrementando la apoptosis.

En nuestros estudios, con el objetivo de caracterizar el mecanismo de respuesta
celular temprana a la gemcitabina, se utiliz6 200 puM gemcitabina, que llevo,
aproximadamente, al 80% de sobrevida luego de 24 hs de tratamiento. Los
experimentos realizados en PANC-1 y MIAPaCa-2 mostraron que el tratamiento con
gemcitabina indujo autofagia, evidenciada por la acumulacion de vesiculas acidicas
detectadas con naranja de acridina, el reclutamiento de LC3 en estructuras punteadas,
la deteccion de LC3-11 por western blot y por la presencia de ultraestructura autofagica
detectada por microscopia electrénica. No han sido dilucidados todos los mecanismos
involucrados en la resistencia de la célula de cancer de pancreas al tratamiento, sin
embargo, nuestros resultados nos permiten proponer que la induccién de la autofagia

podria incrementar la sensibilidad del cancer a la quimioterapia.
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Otros trabajos también demuestran la induccién de autofagia durante el tratamiento
quimiotergpico en células de cancer de péancreas. Los inhibidores de
farnesyltransferasa (FTIs) son drogas anticancer que se encuentran en desarrollo
clinico. Los mecanismos de accién de los FTls involucran a Rheb y a la via de PI3-K/
Akt/ mTOR. También se ha demostrado que los FTIs inducen autofagia en la linea de
cancer pancreatico PANC-1 de forma dosis dependiente. Sin embargo, a difererencia
de nuestros resultados, el tratamiento con el inhibidor de autofagia 3-MA no disminuy6
la muerte celular [Wong HH y col., 2008]. Por otro lado, el oleandrin, el principal
componente citotéxico de Nerium oleander, es un glicésido cardiaco que media la
muerte de las células tumorales a través de multiples mecanismos. El tratamiento con
oleandrin en células PANC-1 desencadena la muerte celular asociada con la
formacion de autofagosomas. En este caso las vias de Akt y ERK parecen estar
involucradas en la muerte celular por autofagia inducida por oleandrin [Newman RA y

col., 2007; Vivanco | y col., 2002].

Al profundizar el estudio de la autofagia inducida por gemcitabina demostramos que,
luego de 8 hs de tratamiento con gemcitabina, las células de cancer de pancreas
MIAPaCa-2 activaron la via de la autofagia y que esta condujo a la apoptosis. Luego
de 24 hs de tratamiento con gemcitabina las células tumorales mostraron evidencias
de apoptosis. El fosfolipido fosfatidilserina se encuentra en la cara interna de la
membrana plasmatica y es expuesto en la cara externa de dicha membrana cuando
comienza el proceso de apoptosis. La anexina-V es una proteina que se une
especificamente a la fosfatidilserina permitiendo su deteccién. Mediante citometria de
flujo evaluamos las células apoptéticas tempranas a través de la marcacion con
anexina V-PE y 7AAD que permite diferenciar entre las células vivas y muertas y los

resultados obtenidos fueron confirmados midiendo la actividad de las caspasas
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efectoras 3 y 7. Los resultados demostraron que la gemcitabina llevé a la muerte
celular por apoptosis, sin embargo la inhibicion de la autofagia con 3-MA redujo
significativamente el porcentaje de células apoptéticas en respuesta a la gemcitabina,
lo que indica que la autofagia en este caso esta actuando a favor de la apoptosis
llevando a la muerte celular. Estos resultados concuerdan con el trabajo de
Bommareddy en el cual el tratamiento con fenetil isotiocianato (PEITC), un compuesto
natural con efectos quimiopreventivos, induce autofagia y apoptosis en células de
cancer de prostata. En este caso se prob6 que la via de autofagia activada por PEITC
es dependiente de ATG5 [Bommareddy A y col., 2009]. Asimismo, un estudio también
probd que la induccién de la autofagia se encuentra involucrada en el mecanismo por
el cual los cannabinoides promueven la apoptosis via mitocondrial de las células de
glioma [Salazar M y col., 2009]. Sin embargo, estudios en lineas célulares de cancer
de pancreas muestran que la induccion de autofagia inhibe el crecimiento pero no se
encontraron evidencias de apoptosis. En este caso la expresion de la transglutaminasa
de tejido (TG2) confiere proteccidén contra la autofagia. Al silenciar TG2 se induce la
autofagia y se inhibe el crecimiento celular sin evidencias de apoptosis, lo cual parece
estar sefalando a la autofagia como un mecanismo independiente de muerte celular

[Akar Uy col., 2007].

A pesar de los diferentes roles reportados para la autofagia en células de cancer, es
interesante notar que en células de cancer de pancreas no se han descripto drogas
quimiotergpicas que maten a las células a través de la inhibicion de la autofagia.
Nuestros resultados demostraron que la induccibn de autofagia inducida por
gemcitabina llevé a la muerte celular por apoptosis y sugieren a la induccion de
autofagia como una herramienta terapéutica para el tratamiento de cancer de

pancreas.
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Durante el estudio de la participacion de VMP1 en la respuesta tumoral al tratamiento,
demostramos que en ambas lineas de cancer de pancreas la gemcitabina indujo la
expresion temprana del mRNA de VMP1 detectada por Real Time PCR. Al igual que en
las células Hela, se observd un aumento en la expresion por el tratamiento con
rapamicina. Se ha probado que en la linea celular de cancer de pancreas MDA-
Panc28 la rapamicina no induce autofagia [Akar U y col., 2007]. Si bien nosostros
utlizamos lineas diferentes de cancer de pancreas, observamos un aumento del
MRNA de VMP1 bajo el tratamiento con rapamicina, aunque la capacidad de inducir
autofagia no fue evaluada.

Para poder evaluar la participacién de VMP1 en la autofagia y apoptosis inducida por
gemcitabina se utilizd el silenciamiento de VMP1. Una estrategia consistio en la
transfeccion con el plasmido que expresa el shRNA de VMP1 y la proteina EGFP, ya
que de esta forma se pudieron identificar las células con VMPL1 silenciado a través de
la fluorescencia verde y de este modo analizar la agrupacion de LC3 solo en este
grupo de células. Solo en el ensayo de actividad de caspasas 3y 7 se utilizé un siRNA
VMP1, ya que como en este caso no podemos diferenciar las transfectadas el siRNA
resulta una mejor opcion por la mayor eficiencia de transfeccion obtenida.

Se determin6 que VMP1 participa de la autofagia inducida por gemcitabina ya que el
silenciamiento de VMP1 disminuy6 la autofagia evaluada por la agrupacion del
marcador RFP-LC3. Mas aun, de acuerdo con los resultados anteriores donde se
observo que la inhibicién de la autofagia por 3-MA también disminuia la apoptosis, el
silenciamiento de VMP1, que disminuye la autofagia, también disminuyé la apoptosis.
Estos resultados relacionan nuevamente a VMP1 con apoptosis.

En trabajos anteriores ya se habia observado que otras lineas celulares
sobreexpresando VMP1-EGFP mueren a las 48 hs con evidencias morfol6gicas de
apoptosis [Dusetti NJ y col.,, 2002]. Nuestros resultados confirmaron, mediante

citometria de flujo y actividad de caspasa 3 y 7, que la sobreexpresion de VMP1
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aumento la apoptosis a las 48 hs. Se puede concluir que la via de autofagia mediada
por VMP1 esta involucrada en la muerte celular por apoptosis inducida por
gemcitabina. La eficacia moderada de la gemcitabina en el tratamiento del cancer de
pancreas podria explicarse en parte por la autofagia mediada por VMPL1. Por lo tanto
una mayor induccion de la via de autofagia mediada por VMP1 podria ser un
complemento interesante para mejorar la respuesta a la gemcitabina en los

tratamientos de cancer pancreatico.

Como ya fue discutido, VMP1 se une a Beclina 1 y colocaliza con LC3 [Ropolo A 'y
col., 2007], lo que hace a VMP1 necesaria para la induccién de la autofagia. Por otro
lado al ser VMP1 una proteina transmembrana que forma parte del autofagosoma es
posible que funcione como una proteina de anclaje para que diversos complejos
interactlen. La participacion de VMP1 en la muerte celular podria deberse a que al
sobreexpresar VMP1 se produce una gran cantidad de vacuolas, lo que podria inducir
estrés celular por la acumulacién de vacuolas, desencadenando la respuesta
apoptética. Es posible también que otros complejos de proteinas puedan formarse
induciendo la sefalizacion que lleva a la muerte por apoptosis.

Una estrategia para comprobar esta hipotesis es determinar que otras proteinas
pueden interaccionar con VMP1 y formar parte de nuevos complejos de sefializacion.
Utilizamos entonces la técnica de doble hibrido con el fin de hallar proteinas que se
unan a VMP1l. Se detectaron 11 proteinas que interaccionaron in vivo con el
Fragmento B de VMP1, 8 de ellas se obtuvieron de un solo clon positivo, mientras que
las 3 restantes fueron encontradas con una mayor frecuencia. Las proteinas
identificadas fueron: EEF1G, EIF3S12, Ribosomal protein S10, LARP1, TARBP2,
HSPADS5, Kinesin 2 isoform 1, AlphalL-1 Fucosidase, USP9X, FADD y S100A10.

Se hallaron 3 proteinas relacionadas con la traduccion de proteinas, EEF1G, EIF3S12

y Ribosomal protein S10. La proteina EEF1G (eukaryotic translation elongation factor 1
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gamma) fue encontrada en 6 clones positivos y también ha sido relacionada con
carcinoma gastrico y adenocarcinoma de colon, donde se comprobd su
sobreexpresion [Mimori K y col., 1995; Chi K y col., 1992]. La proteina LARP1 posee
un dominio de unién a mRNA y ha sido relacionada con el trafico de mRNA entre
diferentes compartimientos nucleares y también con la regulacién de los mMRNAs en
los P-bodies [Nykamp K y col., 2008; Horke S y col., 2004]. La proteina TARBP2
también esta relacionada con el RNA y fue encontrada en 2 clones positivos. Junto
con Dicer y Ago2, TARBP2 forma parte del complejo silenciador inducido por RNA
(RISC). TARBP2 es una proteina de unién a RNA doble cadena que lleva los siRNA
dentro del RISC y se une directamente a Dicer a través de su dominio c-terminal.
[Daniels SM y col., 2009]. La proteina de heat shock HSPAS5, es una chaperona del
reticulo endoplasmico, y su principal funcion involucra el remodelado de polipéptidos
[Wisniewska M y col., 2010]. Otra proteina relacionada con el reticulo endoplasmico es
la Kinesin 2 isoform 1. El reticulo endopldsmico es una red dindmica de membranas
interconectadas. Las kinesinas y los microtubulos son esenciales en el mantenimiento
de su estructura, ya que estan involucrados en la expansion de las membranas
[Vedrenne C y col.,, 2006]. También fueron encontradas la proteina Alphal-1
Fucosidase, una glicosidasa lisosomal involucrada en la degradacion de
fucoglicoconjugados [Johnson SW y col., 1991], y la proteina USP9X, que remueve las
ubiquitinas de diversas proteinas. Uno de sus sustratos es la proteina MCL 1, la cual al
no ser degradada contribuye a la quimioresistencia y al avance de la enfermedad en
linfomas [Schwickart M y col., 2010]. Una reconocida proteina relacionada con la
muerte celular fue obtenida en el doble hibrido, el dominio de muerte asociado a Fas
(FADD). Es una proteina adaptadora que se une a diferentes receptores luego de
haber sido activados por sus ligandos. La unién de FADD permite la union de caspasa
8 a través de su dominio de muerte formando el complejo DISC y desencadenando la

via de sefializacion de apoptosis. Aunque también FADD puede participar en otras
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respuestas como la activacion de genes. [Walczak H y col., 2008; Wilson NS y col.,
2009].

Luego del screening se seleccion6 a la proteina S100A10, ya que la misma fue
encontrada en 18 clones positivos y varios reportes la relacionan con numerosos tipos
de tumores. Mas aln, se ha determinado la sobreexpresion del mMRNA de S100A10 en
estudios de cancer de pancreas, lo que nos motivé a continuar nuestros estudios
analizando si esta interaccion tiene relacion con la resistencia al tratamiento de las
células tumorales pancreaticas. Otros estudios también Ila encontraron
sobreexpresada en cancer de pulmén, linfoma, carcinoma de rifion, meduloblastoma y
cancer gastrico [lacobuzio-Donahue CA y col., 2003: Liu J y col., 2008; Lindsey JC y
col., 2007; Domoto T y col., 2007; Rust R y col., 2005; Remmelink M y col., 2005]. Es
interesante destacar que si bien S100A10 se ha encontrado aumentada en cancer de
pancreas, su participacion en el desarrollo o progresion del tumor no ha sido
dilucidada. Por otro lado, esta proteina fue relacionada con el transporte de vesiculas.
S100A10 fue descripta originalmente en un complejo con la proteina anexina A2
[Gerke V y col., 1984; Gerke V y col., 1985; Glenney JR Jr y col., 1985]. Se ha
establecido la asociacion del complejo anexina A2-S100A10 con endosomas [Rescher
Uy col., 2004a y 2004b]. La deplecién de S100A10 y anexina A2 afecta la distribucion
intracelular y la morfologia de los endosomas reciclados y también tiene impacto en la
formacion de endosomas multivesiculares [Mayran N y col., 2003; Zobiack N y col.,
2003]. Recientemente se han encontrado nuevas interacciones con proteinas de
membrana, sugiriendo que S100A10 puede acoplarse en multiples interacciones
independientes de su unién a Anexina A2 [Rescher U y col., 2008]. Se ha determinado
su interaccion con numerosos canales de membrana. Los resultados de estos estudios
plantean que la union de S100A10 a un dominio citosélico de proteinas integrales de
membrana es necesaria para una eficiente presentaciéon en la membrana y por lo tanto

para su actividad. También fueron descriptas interacciones con complejos citosélicos y
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proteinas asociadas a membranas periféricas [Benaud C y col., 2004; De Seranno S'y
col., 2006, Beaton AR y col., 2002].

En primer lugar entonces, decidimos confirmar la interaccion VMP1-S100A10. En los
estudios utilizando la estrategia de doble hibrido, es indispensable confirmar las
interacciones, ya que la interaccion positiva en un experimento de doble hibrido no
asegura que esa interaccion se mantenga en otro modelo de estudio. Mas aun en
nuestro caso en que se utlizoé solo un fragmento de VMP1. El estudio mediante pull-
down permitié confirmar la interaccion de S100A10 con VMP1 obtenida en el doble
hibrido.

A continuacion se analizo la distribucion intracelular de S100A10 mediante la
construccion de un plasmido de expresion de S100A10-EGFP que permite visualizar la
proteina de fusién por fluorescencia directa. Los resultados obtenidos en células HelLa
mostraron una distribucion uniforme de S100A10. Esto se debe a que es una proteina
citosolica que puede unirse a membrana a través de su interaccion con una proteina
transmembrana o una proteina que tenga la capacidad de unirse en forma periférica a
la membrana. Asi, puede estar unida a membrana o libre en citosol, por lo tanto no es
extrafio que al estar sobreexpresada se observe un patron uniforme en toda la célula,
salvo el nacleo que se observa menos marcado. Para poder detectar la fraccion de
S100A10 unida a membrana se utilizé un buffer que lava la proteina citoplasmatica. Se
obtuvo un patrén punteado distribuido por el citoplasma, donde se pudo observar
también la localizacion en la membrana plasmatica ya que presentd un patrén
punteado delimitando algunas partes de la célula. Estos resultados coinciden con los
trabajos previos donde obtienen el mismo patrén de distribucion de S100A10 [Zobiack
N y col., 2003; Morel E y col., 2007], confirmando que S100A10-EGFP se distribuye
como ya fue descripto previamente en la literatura.

Al estar VMPL1 involucrada en el proceso de autofagia, resulta interesante analizar la

expresion del mMRNA de S100A10 bajo tratamientos inductores de autofagia para
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determinar si S100A10 esté participando de la respuesta autofagica y si la interaccion
entre VMP1 y S100A10 se produce durante este proceso. Los resultados evaluados
por la técnica de Real Time PCR en las células HeLa mostraron que el mRNA de
S100A10 aument6 su expresion por ayuno o por el tratamiento con gemcitabina, lo
que sugirié que esta proteina estd involucrada en la respuesta a estos inductores de
autofagia. Sorprendentemente, el andlisis en las células MIAPaCa-2 no mostro
diferencias en la expresién del mRNA S100A10 en respuesta a estos tratamientos.
Estos resultados pueden indicar que la expresion esta desregulada en las células de
cancer de pancreas. Cuando se analizo la expresion basal en las células HelLa y las
MIAPaCa-2 se observd que las células de cancer de pancreas expresan 2 veces y
medio mas mMRNA de S100A10 que las células HelLa. Este resultado coincide con los
obtenidos por [lacobuzio-Donahue CA y col., 2003], que demuestran la activacién del
MRNA de S100A10 estudiando la expresién diferencial por microarrays en 14 lineas
celulares de cancer de pancreas, 17 muestras de cancer de pancreas y 5 muestras de

pancreas normal.

La distribucion intracelular de VMP1 muestra siempre un patron punteado alrededor
del ndcleo, polarizada hacia un lado formando una figura que asemeja un cometa. Por
otro lado la participacién de S100A10 en la distribucion de membranas ya ha sido
descripta. Diversos estudios describen la participacion de S100A10 en la expresion de
canales en la membrana plasmatica, sin embargo no todos los datos son coincidentes.
Algunos trabajos plantean que la union de S100A10 a un dominio citosdlico de
proteinas integrales de membrana es necesaria para una eficiente presentacion en la
membrana plasmatica, sin embargo, Renigunta y colaboradores demostraron que la
interaccion de S100A10 con el canal de potasio TASK1 actla como un factor de

retencion en el reticulo endoplasmico [Renigunta V y col., 2006]. Al silenciar S100A10
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o mutar el sitio de union de S100A10 en TASK-1 se observa una mayor cantidad de
canales en membrana plasmatica, modificAndose el patron de distribucién célular.
Nuestros resultados mostraron que la sobreexpresién de S100A10 modifico el patron
de VMP1 y se observdé un mayor porcentaje de distribucion reticulada alrededor del
nacleo, semejante al reticulo endoplasmico, lo que sugiere que S100A10 podria estar
reteniendo a VMP1 en el reticulo endopldsmico, coincidiendo con lo observado por
Renigunta y colaboradores [Renigunta V y col., 2006].

En los resultados anteriores se demostré que ambas proteinas, S100A10 y VMP1 se
encuentran sobreexpresadas en las lineas de cancer de pancreas. Cuando
analizamos como afecta la expresion de VMPL1 a la expresion de S100A10 se observo
gue la sobreexpresiéon de VMP1 producida por la transfeccibn con pEGFP-VMP1
indujo la expresion del mMRNA de S100A10, sugiriendo que S100A10 forma parte de la
respuesta celular mediada por VMPL1. Por el contrario, no se observaron cambios de la
expresion del mMRNA de VMP1 durante la sobreexpresion de S100A10.

Si VMP1 induce la formacion de autofagosomas y S100A10 estd involucrada en la
respuesta mediada por VMP1, entonces determinar cual es la participacion de
S100A10 en la formacion de autofagosomas nos permite analizar la funcién de
S100A10 en la respuesta mediada por VMPL1l. Utilizando el marcador de
autofagosomas RFP-LC3, observamos que la sobreexpresion de S100A10 disminuy6
la formacién de autofagosomas inducida por VMP1, sugiriendo que la expresion de
S100A10 puede estar regulando la magnitud de la respuesta autofagica. Mas audn, los
resultados de la formacion de autofagosomas en respuesta a la gemcitabina también
mostraron que la sobreexpresion de S100A10 disminuy0 la autofagia corroborando los
resultados obtenidos por la expresion de VMP1, ya que, como fue discutido

previamente, la autofagia inducida por gemcitabina esta mediada por VMPL1.
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Aun no se conoce el origen de la membrana del autofagosoma, aunque estudios
recientes sugieren que podria derivar del reticulo endoplasmico [Axe EL y col., 2008].
Por otro lado, como ya fue discutido, Renigunta y colaboradores demostraron que la
interaccion de S100A10 con TASK1 actia como un factor de retencion en el reticulo
endoplasmico. Una explicacion posible es que S100A10 se une a VMPL1 en el reticulo
endoplasmico formando un complejo que impide la unién de las proteinas necesarias
para la formacién de autofagosomas y de esta forma estaria regulando negativamente
la autofagia. Esta explicacion también es respaldada por nuestros resultados sobre la
redistribucion intracelular de VMP1 al sobreexpresarse S100A10.

Como previamente se determind la participacion de S100A10 en la autofagia, quisimos
analizar la participacion de S100A10 en la muerte celular inducida por gemcitabina.
Los resultados demostraron que el silenciamiento de S100A10 aumenté la apoptosis
en células tratadas con gemcitabina, indicando que la expresion de S100A10 participa
en la sobrevida celular en respuesta al quimioterapico. Estos resultados sugieren a
S100A10 como un regulador negativo de la autofagia y la apoptosis en las células de

cancer de pancreas que favorece la resistencia al tratamiento.

El analisis en conjunto de los resultados obtenidos demuestra que bajo el tratamiento
con gemcitabina se induce la expresion de VMP1l en las células tumorales
pancreaticas y esta via molecular conduce a la autofagia y finalmente a la muerte por
apoptosis. Sin embargo, la expresion de VMP1 induce a S100A10, la cual esta
regulando negativamente la respuesta al disminuir la autofagia y la apoptosis
permitiendo la sobrevida de las células de cancer de pancreas. Esto puede deberse en
parte a que la unién de S100A10 con VMP1 permitiria la formaciéon de un complejo
que desplaza a las proteinas necesarias para la autofagia. EI modelo molecular
propuesto, representado en la siguiente figura, esquematiza las vias de sensibilidad y

de resistencia al tratamiento con gemcitabina que actuarian en las células tumorales
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pancreaticas, y la posible relacién entre ambas mediante la interaccion de VMP1 con

S100A10.

Gemcitabina

!

o) ~ Giom)
|4

| 3-MA I — | Autofagia

!

Apoptosis

Modelo de respuesta al tratamiento con gemcitabina en las células tumorales pancreaticas

En verde se sefialan las vias de sensibilidad a la gemcitabina y en rojo las vias de resistencia

Otros resultados de nuestro laboratorio apoyan el modelo propuesto. En un estudio
hecho en muestras humanas de cancer pancreatico se determiné que los pacientes
gue presentaron mayor expresion de VMPL1 en el tejido tumoral tuvieron una mayor
sobrevida (datos aun no publicados). Otros resultados, obtenidos por lacobuzio-
Donahue [2003] comprueban la sobreexpresion de S100A10 en cancer de pancreas,
y nos permiten especular sobre el posible rol de la interaccion VMP1-S100A10 en la
resistencia del cancer de pancreas al tratamiento.

Aungue los mecanismos precisos de resistencia de la célula de cancer de pancreas al
tratamiento no son bien comprendidos, la promocion de la autofagia puede
incrementar la sensibilidad a la quimioterapia. Los resultados obtenidos en esta tesis
contribuyen a esclarecer el rol de la autofagia en el cAncer de pancreas, demostrando

que la autofagia, a través de la expresién de VMP1, lleva a la muerte celular por
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apoptosis. Sin embargo, las células tumorales pancreéticas disparan mecanismos
mediados en parte a través de la expresion de S100A10, que permiten la sobrevida de
las células tumorales en respuesta al tratamiento. Los hallazgos descriptos en este
trabajo proponen que la via de autofagia mediada por VMP1 es un posible blanco de
estudio en el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas para el cancer de
pancreas.

Futuros estudios centrados en los mecanismos moleculares que median la resistencia
al tratamiento de las células tumorales pancreaticas y en los que posiblemente
participe la interaccion VMP1-S100A10, asi como su relacién con los procesos de
autofagia y apoptosis, permitiran una mejor comprension de la biologia de la célula

tumoral pancreatica y tendran potencial relevancia clinica.
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La evidencia experimental obtenida con el fin de comprobar la hipotesis propuesta

puede resumirse en las siguientes conclusiones:

o La sobreexpresion de VMP1 es suficiente para inducir autofagia en células de

mamiferos sin la necesidad de otro estimulo.

e Los estimulos inductores de autofagia, como el ayuno o el tratamiento con el

inhibidor farmacolégico de mTOR (Rapamicina), inducen la expresion de VMP1.

« La expresién de VMP1 es necesaria para el desarrollo de la autofagia inducida por

ayuno y rapamicina.

« El tratamiento con gemcitabina induce autofagia en lineas celulares de cancer de

pancreas.

« La autofagia inducida por el tratamiento con gemcitabina conduce a la muerte

celular por apoptosis.

« EI tratamiento con gemcitabina induce la expresion de VMP1 en las células

tumorales pancreaticas.

« La expresion de VMPL1 es necesaria para la autofagia inducida por gemcitabina.

« La via de autofagia mediada por VMP1 lleva a la muerte celular por apoptosis ante

el tratamiento con gemcitabina.

o La sobreexpresion de VMPL1 lleva a la muerte celular por apoptosis.

« VMPL1 interactta con la proteina S100A10.

o La sobreexpresion de VMP1 induce la expresién del mRNA de S100A10.

142



Conclusiones

o La sobreexpresién de S100A10 disminuye la formacion de autofagosomas inducida

por gemcitabina y por la sobreexpresion de VMP1.

« S100A10 disminuye la muerte por apoptosis de las células tumorales mediante la
inhibicion del proceso autofagico mediado por VMP1, aumentando asi la resistencia

de las células tumorales al tratamiento.

Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis ampliaron el conocimiento de la
funcion de VMP1 en el proceso de autofagia. También contribuyeron en el
esclarecimiento del rol de la autofagia inducida por gemcitabina en la célula tumoral
pancredtica y nos permitieron ampliar el conocimiento sobre la participacion de las
proteinas VMP1 y S100A10 en respuesta a este tratamiento. Finalmente, proponemos
a la autofagia mediada por la expresion de VMP1 como candidato de estudio para el

desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas en cancer de pancreas.
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