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Definicién de una nueva clase de complejo transcrijonal: ErbB2 actla de

coactivador de Stat3 promoviendo la proliferacién e tumores mamarios

El receptor con actividad de tirosina quinasa ErlgB2 proteina transductora de
sefales y activadora de la transcripcion 3 (Sfa&jan un rol importante en el desarrollo
del cancer de mama. Distintas evidencias sugiereristencia de interacciones cruzadas
entre ErbB2 y Stat3. Sin embargo, los mecanismoeamares que subyacen a esta
interaccion en tumores mamarios permanecen pocodiaddbs. En este trabajo
identificamos un nuevo mecanismo de interaccioneeBtbB2 y Stat3 que involucra la
translocacion nuclear de ErbB2 y la formacion decamplejo en el que ErbB2 actia
como coactivador transcripcional de Stat3. Mostsamee la formacion de este complejo
es inducida tanto por el ligando de los receptd&dsBs, heregulina, como por los
progestagenos a través del receptor de progest@Pdt)a Demostramos también que la
funcion de ErbB2 como coactivador de Stat3 promuavactivacion del promotor de
ciclina D1. Cuando la formacion del complejo S&atBB2 es inducida por progestagenos,
encontramos al PR co-reclutado en el promotor dinai D1, revelando un nuevo
mecanismo de accién genomico no clasico del PR.dSeamos que la presencia de
ErbB2 en el nucleo celular ejerce un rol fundamesida proliferacionn vitro e in vivo
en tumores mamarios. Estos hallazgos revelan wibl@dntervencion terapéutica nueva
en tumores de mama que sobreexpresan ErbB2, nmeethanhibicion de la translocacion
nuclear de ErbB2, dado que esta estrategia esvafect células tumorales resistentes a las

terapias anti ErbB2 convencionales.

Palabras clave:Stat3, ErbB2, HRG, receptor de progestercaacer de mama.
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Defining a new class of transcriptional complex: HBoB2 acts as

coactivator of Stat3 inducing proliferation in breast tumors

ErbB2 tyrosine kinase receptor and Signal Transdumed Activator of
Transcription 3 (Stat3) have been unraveled as rivagor players in breast cancer
growth. In spite of all the accumulating evidenaggesting a crosstalk between ErbB2
and Stat3, the molecular mechanisms underlying Erdal Stat3 interaction in breast
tumor remain poorly explored. In this work, we ittBed a new mechanism of ErbB2
and Stat3 interaction, which involves ErbB2 nuclkeanslocation and the assembly of a
complex in which ErbB2 acts as a transcriptionaativator of Stat3. We showed that
the assembly of this complex is induced by hereguailigand of the ErbBs receptors,
as well as by ligand bound progesterone recep®y}. (We also highlighted that ErbB2
function as Stat3 coactivator drives cyclin D1 poden activation. When the assembly
of Stat3/ErbB2 complex is induced by progestins, faiend PR recruitment together
with Stat3 and ErbB2 to the cyclin D1 promoter, avaling a new nonclassical PR
genomic mechanism. We found that the nuclear FetB-2 transcriptional complex
plays a key role in vitro andin vivo proliferation of breast tumors. Our findings relvea
a novel therapeutic intervention in ErbB2-overespneg breast tumors, by inhibition of
ErbB2 nuclear translocation, since this strategy peoven effective in tumor cells
which are resistant to conventional anti ErbB2 dbess.

Key words: Stat3, ErbB2, HRG, progesterone receptoeast cancer.
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CANCER DE MAMA Y PROGESTERONA

El cancer de mama es la primera causa de muerteapoer en las mujeres y la
segunda a nivel mundial (sé6lo superada por el caieeoulmon). La incidencia del
cancer de mama ha ido aumentando de 1:20 mujer&86&ha 1:7 mujeres hoy. La
National Breast Cancer Foundati@stima que cada afo, alrededor de 200.000 mujeres
seran diagnosticadas con cancer de mama y mas @®04@noriran por esta
enfermedad. Aproximadamente, 1.700 hombres segiosticados y 450 moriran cada
afo. Por su parte, &lational Cancer InstitutdNCI) estima que a una de cada ocho
mujeres que viva hasta los 85 afios se le diagaost@@ncer de mama durante su vida.
En Argentina, como en otros paises, existe un gidgtre de mortalidad por cancer
debido a aquellos casos en los cuales la causaeqregyistra en el informe estadistico
de defuncion es imprecisa, como por ejemplo “pardliorespiratorio”, a pesar de que
el individuo haya fallecido por cancer u otro moti\§in embargo, se calcula entre
15.000 y 18.000 nuevos casos de cancer de mamaipaiendo la primera causa de
muerte por cancer en las mujeres de nuestro pag§dt al. 2003). Dada su altisima
incidencia, la investigacion en cancer de mamaesiderada prioritaria.

Segun datos epidemioldgicos la incidencia del acadeemama no sélo aumenta
con la edad sino que la mayor tasa de incrementweodurante los afios reproductivos
(Pike y Spicer 2000; Bernstein 2002) observandosmarcado pico de incidencia en la
etapa de la premenopausia. Este aumento en |lanutédestaria causado por los efectos
acumulativos provocados por la proliferacion queugmh los esteroides sexuales
ovaricos sobre el epitelio mamario (Henderson yéleon 2000). Con cada sucesivo
ciclo menstrual, la proliferacion de las células elgitelio mamario, dirigida por los
esteroides sexuales, puede resultar en la adduisiprogresiva de mutaciones
somaticas en el linaje celular, lo cual conducaida transformacion y progresion
neoplasica. Esta hipétesis esta avalada por lanaiisén de que una menarca tardia
(Apter y Vihko 1983; Apteret al. 1989) o una menopausia temprana (Trichopoatos
al. 1972; Pike y Ross 2000) se correlacionan con edaccion del riesgo de cancer de
mama. En ambas situaciones, se minimiza la exgdosidel epitelio mamario a los
esteroides sexuales a lo largo de la vida. De $tsr@des ovaricos, los estrogenos
fueron considerados tradicionalmente los princgpasteroides sexuales involucrados
en la proliferacion del epitelio mamario y por exd®n en la progresion de dicho linaje

al fenotipo neoplasico (Bernstein y Ross 1993; K&P9; Henderson y Feigelson
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2000). Basandose en el efecto antiproliferativo dmeprogesterona tiene en el
endometrio, en contraposicion a los estrégenoassmio que la progesterona ejerceria
similares efectos inhibitorios en el epitelio maimay, por lo tanto, no contribuiria
significativamente a la iniciacibn o progresion amal (Lydon et al. 2000). No
obstante, con estos indicios ha sido dificil exglipor qué el indice proliferativo del
epitelio mamario era mas alto durante la fase lutelaciclo menstrual dominada por la
progesterona (King 1993), por qué la inclusion dmgestagenos en los protocolos de
terapia de reemplazo hormondélofmone replacement thergpiiRT) incrementé la
densidad de las células epiteliales mamarias cepecto a la administracion de
estrogenos solos (Hofseth al. 1999; Haslanet al. 2002), por qué los progestagenos
combinados en anticonceptivos orales podian preeéoancer de ovario y endometrio
pero no el de mama (Pike y Spicer 2000), o poruugran niumero de ensayos clinicos
mostraron un leve pero significativo aumento eneslgo de cancer de mama cuando el
progestageno sintético acetato de medroxiprogeste(MPA) fue incluido en los
regimenes de HRT (Magnussenal. 1999; Rosst al. 2000; Chlebowsket al. 2003).
En particular, el ensay@/omen’s Health Initiative Randomized Trialiyo objetivo fue
determinar la relacion entre el uso de estrégenmegesterona y el cancer de mama en
mas de 16.000 mujeres postmenopausicas en EstadssiUdebié ser detenido antes
de la finalizacion del protocolo previsto. Estaedgtinacion se tomé debido a que las
estadisticas para cancer de mama invasivo, exoedies limites permitidos para este
efecto adverso (Chlebowskt al. 2003). Finalmente, los resultados del estudio adini
The Million Women Studyue investigaba la relacion entre distintos pegsode uso de
HRTs e incidencia de cancer de mama y mortalidachés de un millbn de mujeres
inglesas, permitio interpretar efectivamente queH&Ts que incluian progestagenos
estan asociadas a un aumento en el riesgo de cdacerama respecto a las que
incluyen solo estrogenos (Beral 2003).

Los efectos de la progesterona en la glandula marsan controversiales debido
a la complejidad estructural y funcional de estgado. Dependiendo del modelo
experimental, del contexto celular y de la duraai@h tratamiento, la progesterona
puede ejercer efectos proliferativos o antiprodifeos en el crecimiento del epitelio
mamario. Se ha hipotetizado que, luego de una rdedaroliferacion, el pulso inicial
de progesterona actia como un factor iniciador lparacciones de factores secundarios
involucrados en vias proliferativas, de diferendia® apoptoéticas. Entonces, serian los

multiples factores secundarios que regulan el griecito y desarrollo de un tumor de
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mama, en combinacién con la progesterona, los qo&ilsuyen con esta variedad de
efectos (Langet al. 1999).

El concepto primitivo que consideraba a los estégeinductores y a la
progesterona protectora en el carcinoma mamaregnseentra actualmente y, a la luz
de las explicaciones antes citadas, en proces@®wsidn. Los riesgos y beneficios
asociados con la progesterona y los progestagent&icos requieren una mejor
comprension de su funcién en la biologia de céldasmama normales y en la
desregulacion que ocurre en los tumores malignosaiea.

Muchos trabajos, incluyendo los del laboratoricudl pertenezco, demostraron
que existe una interaccion entre las hormonasoédéars y las vias de sefializacion de
los factores de crecimiento, las cuales en un ipimcse describian como procesos
independientes (Langs al.2000; Reakt al.2002; Labriolaet al.2003).

FACTORES DE CRECIMIENTO Y SUS RECEPTORES

Los factores de crecimiento constituyen un gruppagéptidos involucrados en
la regulacion de la proliferacién y de la diferewidn celular. Actian a través de
receptores de membrana con actividad de tirosiserioa-treonina quinasas. La union
del factor de crecimiento a su receptor inicia gaacada de activacion de quinasas
intracelulares que conduce a la regulacion dertesis del ADN por activacion de
factores de transcripcion o bien, pueden actuarsethismos como factores de
transcripcion. Los factores de crecimiento puedsnas como factores autocrinos (0
intracrinos), paracrinos y yuxtacrinos.

Entre las neoplasias malignas, el cancer de mamatitteye un modelo
extraordinariamente atractivo para el estudio dedeticipacion de los factores de
crecimiento en el proceso de transformacion nemalagn efecto, uno de los pilares
centrales de la accion de las hormonas esterogeds capacidad de estas hormonas
sistémicas de regular la produccion local de fastate crecimiento en la glandula
mamaria. La interaccion de estos factores con lodygtos de otros genes inducidos
hormonalmente dentro del contexto estructural dadema, regula la funcién glandular
y muchas veces participa en el desarrollo del cgiiekson y Lippman 1995).

La mayoria de los factores de crecimiento implisado el desarrollo del cancer

de mama son polipéptidos mitogénicos como por eniplfactores de crecimiento
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que se unen a los receptores con actividad dan@agiinasa tipo lji) factores de
crecimiento semejantes a la insulina tipo | y GRH, IGF-11); iii) factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF)iw) factores de crecimiento de fibroblastos (FGF)
(Dickson y Lippman 1995).

Muchas de las evidencias mas convincentes queiaedac los factores de
crecimiento y el cancer han sido proporcionadas lpogran cantidad de trabajos
experimentales en los que se asocian factoresedertento y oncogenes. En efecto, la
clase | de protooncogenes codifica para factorex@@miento, mientras que entre los
oncogenes de clase Il, se encuentran los que cadifiara receptores de factores de
crecimiento con actividad de tirosina quinasa, @&npnte relacionados con la
etiologia del cancer de mama (Dickson y Lippmarbl99

Familia de receptores con actividad de tirosina quasa

Los receptores con actividad de tirosina quinaseeptor tyrosine kinaseRTK)
forman una familia numerosa de receptores de meralados que se une la mayoria de
los factores de crecimiento y la insulina. Estaepéores participan en la regulacion
normal del crecimiento celular, la morfogénesisaydiferenciacién. El analisis de la
estructura de los RTKs ha revelado que todos paseelominio extracelular altamente
glicosilado donde estéa localizado el sitio de urdéhligando (extremo amino terminal),
un dominio hidrofobico anclado a la membrana plag@ad un dominio citosélico, en
el cual se localiza el sitio catalitico con actaddde tirosina quinasa (extremo carboxi
terminal).

En base a la similitud en sus secuencias y difesecdracteristicas estructurales,
se clasifican en al menos 19 subclases (UllriclehieSsinger 1990). De todas ellas, las
de mayor interés con relacion al cancer, son alosenatro y se esquematizan en la
figura 1: la subclase de tipo | esta constituidagiaeceptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR/ErbB1/HER1), ErbB2 (HERZ2/neu), E3b (HER3) y ErbB4
(HER4); a la subclase Il pertenecen, entre otrbgeeeptor de insulina (IR) y el
receptor del factor de crecimiento semejante adalina tipo | (IGF-IR); uno de los
miembros mas importantes de la subclase Ill ega@ptor del factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGFR A y B); mientras qu& subclase IV pertenecen los

receptores de los factores de crecimiento fibrololagFGFR).
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Figura 1. Familia de los RTKsSe esquematizan los 4 subtipos mas importantssRIK tipo | incluyen
a los ErbBs (1-4), los RTK tipo Il incluyen a IR@F-IR, los tipo Ill a PDGFRy ), mientras que al
subtipo IV pertenecen los FG-R (1-4). En azul,spuematizan los dominios de tirosina quinasa; gn ro
los dominios ricos en cisteina y en gris, la filmcima. Tomado de (Blume-Jensen y Hunter 2001).

La regulacion alostérica de la activacion del rémeyp las sefiales de transduccion
que desencadena, cobra importancia por el hecljo@se encontré una gran variedad
de alteraciones estructurales en oncogenes desdglestos receptores que lleva a su
activacion constitutiva y a la consecuente desemiiith de los mecanismos de control

del crecimiento celular y las sefiales del recejptmreciendo el desarrollo del cancer.

Familia de receptores ErbBs y sus ligandos

Los receptores con actividad de tirosina quinaga ti (RTKs-1) o ErbBs se
expresan en una gran variedad de tejidos de odpgelial, mesenquimal y neuronal,
donde ejercen sus efectos sobre la embriogénesasfdo, proliferacion y
diferenciacion. La desregulacion de la expresiorestes receptores, en particular de
ErbBl y ErbB2, ha sido implicada en el desarrolla ggresividad de numerosos tipos
de canceres humanos (Hynes y Lane 2005).

Los miembros de la familia RTKs-I comparten unauestira molecular comun
gue incluye un dominio extracelular de unién ahtigo glicosilado con dos dominios
ricos en cisteina, una extension simple transmembrg una larga extension
citoplasmatica que contiene los sitios tirosinangsa y de autofosforilacion. Los
miembros de la familia de ligandos del EGF se uaedominio extracelular de los
ErbBs llevando a la formacion de homo o heterodimerConsecuentemente, la
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dimerizacion estimula la actividad tirosina quinagdrinseca de los receptores
disparando la autofosforilacion de residuos tirasiespecificos en el dominio
citoplasmatico. Estos residuos sirven de sitiosngaje para moléculas que activan
cascadas de sefalizacion intracelulares. Dos @erleipales vias activadas por estos
receptores son la de las proteinas quinasas aatiyaat mitogenos (MAPKS) y la de
fosfatidil inositol 3 quinasa (PI3K)/Akt. Otras peinas efectoras importantes de la
sefalizacion de los ErbBs son: la tirosina quirsadable Src; la serina-treonina quinasa
MTOR (mammalian target of rapamyginque es activada por la via PI3K/Akt y por
otros reguladores del crecimiento; y las protefreassductoras de sefales y activadoras
de la transcripcion (Stats) que, en cancer, han se@uentemente asociadas con la
activacion de EGFR. Por ultimo, los efectos riojalsabre la expresion génica (como
las Stats) determinan la respuesta bioldgica (Oyaet al. 2000). De esta manera, los
receptores ErbBs activados regulan multiples akdokes celulares, y la respuesta
bioldgica especifica desencadenada depende datdaadciones cruzadas entre las vias
de sefializacion.

Los ligandos de los RTKs-I se caracterizan porrtenesu estructura un dominio
semejante al factor de crecimiento epidérmiE&K-like motij. Este dominio esta
definido por seis residuos de cisteina espaciadoacteristicamente dentro de una
secuencia de 35-50 aminoéacidos formando tres muatiseilfuro. De acuerdo a su
especificidad de union, se clasifican en tres fashidie ligandos. El primer grupo se une
a EGFR e incluye a EGF, el factor transformante affa (TGFt) y anfiregulina. El
segundo esta formado por betacelulina, un EGF adgpanirse a heparina (HB-EGF), y
epiregulina; los tres factores de crecimiento s& waeto a ErbB1 como a ErbB4 (Riese
et al. 1996). Por ultimo, la bausqueda de ligandos capdeeactivar a ErbB2 llevo al
aislamiento del factor de crecimiento heregulinaR@] también denominada
neuregulina, NRG, o gp30) del medio de célulasateer de mama humano (Peles y
Yarden 1993). Luego, se encontré que HRG activakab82 de manera indirecta a
través de la union a ErbB3 o ErbB4. Se aislaronbi&mdos factores neuronales
relacionados llamados “factor de crecimiento gli@EGF) (Goodearkt al. 1993) e
“inductor de la actividad del receptor de acetiltal (ARIA) (Falls et al. 1993). Todos
estos factores son distintas isoformas de una m@oi@ina generadas psplicing
alternativo de un Unico gen ubicado en el cromosboraano 8 (Orr-Urtregeet al.
1993) y constituyen la familia de heregulinas lu¥as receptores son ErbB3 y ErbB4.

Ninguno de los ligandos de estas familias se urexztdimente a ErbB2. A pesar de ser
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un receptor huérfano, la funcion principal de Erts®ia la de correceptor. De hecho,
ErbB2 es el compariero preferido para heterodinrecaa los demas ErbBs (figura 2)
(Graus-Portat al. 1997; Olayioyeet al.2000; Marmoret al.2004).

EGF ETC
TGFa HE-EGF MNRG MRGE3
AR EFR NRGZ2 MRE4

S0OBREEXFREEION DE EREE2

Figura 2. Ligandos y dimeros de los ErbRss ligandos de los ErbBs son los miembros dertalita del
EGF. La unién del ligando a los receptores indacttmacion de homo y heterodimeros y la activacion
del dominio quinasa intrinseco resultando en lfofdacion de residuos tirosina especificos enaghihio
citoplasmatico. Estos residuos fosforilados sirgtersitios de anclaje para una variedad de protefisis
reclutamiento lleva a la activacion de vias inthaleees de transduccion. Ninguno de los ligandosreea
ErbB2 pero ErbB2 es la pareja preferida de los defdBs para heterodimerizar. ErbB3 adquiere
actividad de sefalizacién s6lo cuando dimeriza aioo ErbB. La sobreexpresion de ErbB2 en tumores
conduce a su activacion constitutiva, posiblemeleteido a la alta cantidad de receptor en la membran
plasmatica. AR: anfiregulina, BTC: betacelulina, -BBF: EGF capaz de unirse a heparina, EPR:
epiregulina, NRG: neuregulina (o heregulina, HR®mado de (Hynes y Lane 2005).

A pesar de que la estructura primaria esta bastamservada, cada uno de los
cuatro receptores tiene rasgos funcionales Unkilasids importante es la potencia y la
especificidad de sustrato de la actividad tirosioaasa. ErbB3, a diferencia de los
demds, carece de esta actividad pero es capazid@&Th (Guy et al. 1994). Las
secuencias de aminoacidos linderas a los sitiogautlefosforilacion de cada receptor
también son notablemente diferentes, ya que estgenes determinan la identidad de
las proteinas con homologtac 2 (SH2) o con dominios fosfotirosina de unién (PTB)
gue se asocian con cada receptor; esta diversmhatlice a la especificidad en la via de
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sefalizacion (Shoelson 1997; Sudol 1998). ErbB8l émico miembro de esta familia
gue posee la capacidad de unirse a la subunidathtega de PI3K (p85) (Carraway y
Cantley 1994; Fedt al. 1994).

Luego de la union del ligando, la ruta celular deac receptor constituye otra
diferencia funcional; aunque ErbB1l sufre una rapidarnalizacion, los otros ErbBs
son internalizados lentamente y pueden ser redslpdra volver a la membrana celular
sin degradacion significativa del ligando endocitg@aulida et al. 1996; Pinkas-
Kramarskiet al. 1996). Los diferentes patrones de expresion caiaah a los cuatro
receptores. ErbB2 es el mas ampliamente expresaidatras que ErbB3 se encuentra
expresado en varios tipos de células epitelialEshB4 esta mayormente expresado en
células nerviosas, musculares y de la glia. Erb8Jxpresado por las células del
parénquima del higado, fibroblastos y células &pits de todo tipo.

La region extracelular de los ErbBs consiste ercuwdominios (I-1V) (figura 3).
Los dominios | y Il estan involucrados en la uniah ligando, y el brazo de
dimerizacion del dominio Il promueve la interaccréaeptor-receptor, en la que no esta
involucrado el ligando (Burgesst al. 2003). Cuando los receptores ErbB1, ErbB3 y
ErbB4 no se encuentran unidos al ligando, asumarestiuctura plegada, en la que el
dominio Il de dimerizacion es bloqueada por intei@wes moleculares entre los
dominios Il, Il y IV (Cho y Leahy 2002; Fergusoet al. 2003). La estructura
extracelular de ErbB2 es radicalmente diferentadie los demas ErbBs, porque posee
una composicion fija que se asemeja al estado dotipar ligando: los dominios I, Il
y IV no interactdan y el lazo de dimerizacién demido Il se ve expuesto (figura 3)
(Batraet al. 1995; Garretet al.2002). Esto explica por qué ErbB2 es la parejepda
para los demas ErbBs activados y siempre esta rnadgpgara interactuar con otro
receptor unido a ligando. Ademas, esta estructyphca por qué no se encontré ningin
ligando soluble: ErbB2 posee un unico subdominidanéieraccion, que es inaccesible

para la interaccion con un ligando (Hynes y Lan@520
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Figura 3. Estructura de los receptores ErbBa Cada receptor esta compuesto por tres dominios
funcionales: un dominio extracelular donde se urigando; el segmento transmembrana (tipeélice);

y el dominio intracelular con actividad de tiroso@inasa que contiene motivos y residuos que mddian
interaccion con moléculas de sefializacion intrdasda. A su vez, la region extracelular consistelen
dominios (I-1V). EGFR, ErbB3 y ErbB4 tienen una tmmacion plegada o cerrada en la que el dominio
de dimerizacion no se encuentra disponible parxanotuar con otros ErbBs en ausencia de ligando.
ErbB2 tiene una conformacién fija extendida que ejanel estado activado por ligando de los otros
ErbBs, y estd permanentemente disponible para dianetb. Los dominios | y Il de la regién
extracelular del receptor participan en la uniéhgaindo, lo que induce un cambio conformacionasgn
estructura plegada y expone el brazo de dimerimad& dominio Il. Este paso es necesario para la
formacién de dimeros y activacion funcional de EGERB3 y ErbB4. La interaccién entre los dominios
con actividad de tirosina quinasa de dos ErbBssasédrica: el I6bulo amino terminal de una tirosina
quinasa interactia con el I6bulo carboxi termirealadotra. Tomado de (Baselga y Swain 2009).
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Receptores ErbBs en el nucleo celular

Si bien esta aceptado ampliamente que la familibosld&eErbBs funcionan como
iniciadores de la sefializacion en la membrana aelidu localizacion nuclear es
también conocida y esta bien documentada (Wells aytiN2002; Carpenter 2003;
Linggi y Carpenter 2006; Planque 2006). De los nbira de la familia de los ErbBs,
EGFR (Martiet al. 1991; Linet al.2001), ErbB2 (Xie y Hung 1994; Wareg al. 2004)

y ErbB3 (Offterdingeet al.2002) fueron detectados en el nicleo de numetgsmsde
lineas celulares y tejidos, tanto normales comootalas. En todos esos reportes, se
encontrd la forma entera del receptor, sin cli&rmecanismo de internalizacion de
ErbB4 desde la membrana plasmatica hacia el nuolgre a través de un
procesamiento proteolitico secuencial que produceaminio intracelular que luego
transloca al nucleo, donde funciona como factortrdascripcion (Niet al. 2001;
Carpenter 2003). La localizacién del receptor ErteBdero en el nucleo de células
normales también fue reportada (Buetr al. 2006). Asimismo, se detecté la
localizacion nuclear de fragmentos carboxi terng@galderivados de ErbB2 por
truncamiento del extremo amino terminal o por sittes inicio de la traduccion
alternativos en células cancerosas (Aretlal. 2006; Scaltritiet al.2007). A diferencia
de los fragmentos derivados de ErbB4, los derivatto€rbB2 retienen el dominio
transmembrana, por lo tanto, su translocacién auaebe superar la misma barrera
energeética con la que se enfrenta el receptorenter

Tras la activacién por estimulacién con el ligankbs receptores de membrana
son internalizados principalmente mediante endasitaependiente de clatrina,
mecanismo por el cual el ErbB activado es captudida superficie celular por la
formacion de vesiculas recubiertas de clatrina.bi@mse mostro que la internalizacion
de EGFR y otros receptores puede ocurrir por rdiéerentes, como endocitosis
independiente de clatrina (Mayor y Pagano 2007¢gbude la endocitosis, las vesiculas
que transportan los RTKs se fusionan con los emdasaempranos. El destino del
receptor internalizado es decidido en el endos@mgtano: puede ser reciclado para
volver a la superficie celular, degradado en dalslisna, o bien translocado hacia el
nucleo (figura 4) (Wangt al.2010).

23



Tesis Doctoral Lic. Wendy Béguelin

Introduccion

Endocitosis independiente de clatrina Endocitosis dependiente de clatrina
——

2
(&)
\ EV
Citosol @
N

DECED-e

LEI

]
1
]
(]
]
1
|
L)
L
L]
f ]
]
]
]
]
1\
]
]

Lisosoma

]
)

MWANE Nucleo

¥ : clatrina

* ! ligando
T * receptor

Figura 4. Transporte nuclear de los receptores ErbRas vesiculas endociticas que transportan el

receptor ErbB proveniente de la endocitosis depenelio independiente de clatrina se fusionan cen lo
endosomas tempranos. El receptor puede ser rezipk@ volver a la superficie celular por un regeel

rapido o a través de los endosomas de reciclajpbiem puede ser degradado en el lisosoma pasando
previamente por endosomas tardios. La tercera ipdaib es que sea transportado hacia el nucleo

mediante distintos mecanismos probables. Por egerapteceptor puede ubicarse en el ER a travésmde
transporte retrégrado desde los endosomas tempheis el Golgi y luego al ER. Luego, el receptor

localizado en el ER es extraido hacia el citoplagnehreceptor citoplasmatico es transportado hekia
nacleo a través del complejo del poro nuclear.r&hgporte nuclear también podria ocurrir desde las

endosomas de reciclaje o desde los endosomassapdim no esta estudiado. EV: vesicula endocitica,

EE: endosoma temprano, LE: endosoma tardio, RExsemda de reciclaje, ER: reticulo endoplasmatico,
NPC: complejo del poro nuclear. Tomado de (Weangl.2010).

Se propusieron diversos mecanismos para el traespaclear de proteinas de
membrana, pero todos siguen bajo estudio. Estoamsagos incluyen la actividad de
chaperonas que se unen al dominio transmembranegnislocacion nuclear mediada
por endosomas, y la retro-translocacion mediadalgponaquinaria de transporte del
reticulo endoplasmético (ER) (Wells y Marti 200Bntre ellos, los dos ultimos

mecanismos constan de mayor cantidad de evidenexg@erimentales. En la
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translocacion nuclear mediada por endosomas, a@lsenth internalizado es dirigido
directamente hacia el complejo del poro nuclear lpsr proteinas transportadoras
nucleares importinas, que reconocen la sefial daizacion nuclear (NLS) en los
ErbBs. En el modelo de transporte nuclear mediggite-translocacion, el endosoma
que transporta el ErbB se fusiona con el Golgiyggb el receptor sufre un transporte
retrogrado hacia el ER. Del ER el receptor es @dranediante el sistema de
degradacion asociada al ER (ERAD), que funciona gatectar proteinas mal plegadas
en el ER y enviar esas proteinas intactas had#oglasma, donde son ubiquitinizadas
y degradadas (Tsat al. 2002). Pero en lugar de ser degradado, el ErtiBarsportado
hacia el nacleo a través del poro nuclear inteeacta con las importinas (figura 4)
(Carpenter 2003; Wanrgf al.2010).

Cualquiera sea el mecanismo de transporte nuaéaeceptor debe poseer una
sefal de localizacion nuclear para atravesar eb poclear. EGFR posee una NLS
tripartita, que contiene tres grupos de aminoacidasicos (RRRHIVRKRTLRR),
localizada en la region carboxi terminal intracatukentre el dominio transmembrana y
la actividad de tirosina quinasa; y esta NLS esté&servada entre los miembros de la
familia de los ErbBs (Hsu y Hung 2007). El grupd e Hung demostré que la NLS
tanto de EGFR como de ErbB2 interactta con la itmeop (Giri et al. 2005; Loet al.
2006). En el caso de ErbB2, demostraron que lartmagf1l colocaliza con ErbB2 en
los endosomas, y que la importigi, ErbB2 y Nup358, una nucleoporina localizada en
los filamentos citoplasmaticos del complejo delgpouclear, forman un complejo
ternario que colocaliza cerca de la envoltura rauc{&iri et al. 2005). Estos estudios
son consistentes con un modelo de translocacidearumediada por endosomas.

Se describieron diversas funciones de los ErbBglemicleo. Son capaces de
regular una variedad de funciones celulares, c@anpdliferacion celular, la reparacion
de dafios al ADN, la replicacion del ADN vy la tramgcion, tanto en tejidos normales
como en células de cdncer humanas. También sedaswolucrados en la progresion
del cancer [revisado en (Wang y Hung 2009)]. Enig@dar, se describi6 la funcion de
ErbB2 como factor de transcripcion sobre el promat gen de la ciclooxigenasa 2
(COX-2), en el que se une a través de una secuenaapromotor denominada HAS,
por HER2 associated sequen@anget al. 2004). COX-2 es un factor importante para
el desarrollo del cancer, porque promueve la supemeia, la proliferacion, la
metastasis y la angiogénesis, y su expresion estalacionada con la de ErbB2 en

tejidos de canceres primarios (Waetcal.2004).
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Respuestas bioldgicas a heregulina (HRG)

Las respuestas bioldgicas a HRG dependen detdiodar, la concentracion y la
identidad de la isoforma. Ciertas isoformas de HRdaicen diferenciacion fenotipica
de células de mama en cultivo derivadas tantojaisenormales como malignos (Falls
et al. 1993). La diferenciacién fenotipica incluye aroestel crecimiento, sintesis y
secrecion de los componentes de la leche y exprasifentada de varias moléculas de
adhesion. En la glandula mamaria, HRG estimula shmello lobuloalveolar y la
produccion de las proteinas de la leche durantgrdéez (Yanget al. 1995). En el
sistema nervioso, HRG actia como mediador parac@n@ltas concentraciones,
promueve la proliferacion de células maduras dev8oh y a bajas concentraciones,
aumenta su movilidad y previene la apoptosis (Teatidrg y Thompson 1996). Por
otro lado, actla sobre las sinapsis neuromuscufameiciendo efectos mas bien de
diferenciacion celular que proliferativos. Debiddoa multiples roles biologicos de
HRG, la inactivacion del gen en ratones lleva amlaerte del embrion (Meyer y
Birchmeier 1995).

ErbBs, HRG y cancer de mama

ErbB2 estéa criticamente involucrado en el crecitoigrdiferenciacion del cancer de
mama humano. La amplificacion y sobreexpresion i E encontrada en el 18-25%
de los tumores de mama humanos, tiene valor pricodgtredictivo y relevancia
terapéutica. Su sobreexpresion se asocia a mal girom@Slamoret al. 2001; Baselga
y Swain 2009). La participacion de ErbB2 en la icagenesis mamaria ha sido
establecida en estudios en los cuales se altengpseasion enddgena o en experimentos de
transfeccion que han conducido a un aumento derlarigénesis (Pinkas-Kramarskial.
1997). La sobreexpresion dispara la activacionntigaindependiente del dominio
quinasa como resultado de la dimerizacion espoatdfigura 2). Si bien los
homodimeros de ErbB2 contribuyen por si solos radlgnizacion, ErbB2 cooperaria
con otros ErbBs durante el desarrollo tumoral (Slaet al. 2001). Contrariamente a
EGFR, ErbB2 se expresa a niveles muy bajos enotgjidormales y lesiones
hiperproliferativas benignas. Esto sugiere quexguesion esta bajo estricta regulacion
en la mama normal. En el cancer de mama metastdai@xpresion de ErbB2 esta

asociada con un alto indice mitdtico y una respuelhica pobre a ciertos agentes
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quimioterapéuticos (Hynes y Stern 1994). Los resials del la Dra. Hynes demostraron
gue la sobreexpresion y activacion de ErbB2 solgarosuficientes para promover la
division de células tumorales mamarias (Holbtal. 2003). Identificaron que el papel
de ErbB3 es el de unir a ErbB2 activando la vial@&MRkt. De esta manera, el dimero
ErbB2/ErbB3 funciona como una unidad oncogénica djuge la proliferacion de
células tumorales mamarias.

La sobreexpresion de EGFR y de ErbB3 ha sido aa@asitivamente con alto
indice de metastasis y mal prondstico (Nicholsbl. 2001; Yarden 2001; Wittoet
al. 2003). Por el contrario, ErbB4 mediaria efectdfpanliferativos en cancer de mama
y Su expresién se asocia con buen pronéstico (Mtal. 2003).

Multiples evidencias experimentales han demostiga® HRG esta involucrada
en la carcinogénesis mamaria. Se ha detectado esgdn en tumores primarios
humanos (Fallet al. 1993; Atlaset al. 2003). La isoformd3 de HRG y, en menor
medida, laad son mitogénicas para algunas lineas de canceragdgarhumano y para
lineas mamarias epiteliales no transformadas (Beléarden 1993; Mincioneet al.
1996). El bloqueo de la expresion de HRG inhibtitaorigenicidad y las metastasis en
células de cancer de mama (Teiaal. 2003).

Los receptores ErbBs se encuentran con frecuestimaudados constitutivamente en
cancer debido a la presencia de los ligandos denidia de EGF en los tumores, y la
estimulacion autocrina es un mecanismo muy conquada promover la proliferacion de

células tumorales (Salometal. 1995).

Debido a la participacion de ErbB2 en la tumorigénese desarrollaron dos
clases principales de terapias anti ErbB2: loscaatpos dirigidos contra el dominio
extracelular del receptor, como el trastuzumabggupfias moléculas inhibidoras de
tirosina quinasas, como el lapatinib, que inhib@dtvidad tirosina quinasa tanto de
ErbB2 como de EGFR, compitiendo con el ATP (Basglrton 2002). Sin embargo,
durante el proceso de desarrollo del cancer, lasaséadquieren multiples mutaciones
gue contribuyen a la malignidad del tumor, genevatel esta manera, resistencia a las
terapias dirigidas contra los ErbBs (Hynes y Lan@s20
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EL RECEPTOR DE PROGESTERONA

La progesterona difunde a través de la bicapaidipide una célula blanco para
unirse y activar su receptor. El receptor de primgesa (PR) es un miembro de la
superfamilia de receptores nucleares de hormonesikeas con actividad de factores
de transcripcién dependientes de ligando y mediailersos efectos bioldgicos de la
progesterona. Es una proteina modular que presemtires dominios estructurales
caracteristicos de los receptores nucleares: elinlmnamino terminal, el dominio
central de unién al ADN (DBD, por sus siglas enl@sgDNA binding domaipy el
dominio carboxilo terminal de unién al ligando (LBpor sus siglas en inglégand
binding domaii. Dentro de estos mddulos hay por lo menos dosrdosnde activacion
de la transcripcion (AFs). El dominio de activaciigando independiente AF-1 se
encuentra en el dominio amino terminal y el domike2 dependiente de ligando esta
presente en el LBD (figura 5). El DBD contiene aiésicas estructuras de dedos de
zinc que le permiten la unién al ADN vy la interagticon ciertas proteinas. Tanto el
LBD como el DBD se encuentran altamente conservambe los miembros de la
familia de receptores nucleares, mientras que elirdoramino terminal presenta una
gran variabilidad en la longitud y en la secuelfceonhardtet al.2003).

El PR se expresa en dos isoformas mediante lactipo®n a partir de dos
promotores presentes en el mismo gen (Kaséteal. 1990) o con el inicio de la
traduccion a partir de sitios alternativos preserg@ un mismo ARN mensajero
(Conneelyet al. 1987). El receptor de progesterona B, PR-B (128)kPresenta en el
extremo amino terminal 164 aminoacidos mas queReAR94 kDa). A pesar de que
ambas isoformas poseen DBD y LBD similares, se @scripto que regulan la
expresion de diferentes genes, que tienen activedadascripcionales distintas y que
reclutan correguladores diferentes (Ricéeal. 2002).

La isoforma B presenta un tercer dominio de ackbrade la transcripcion (AF-3)
en los primeros 164 aminoacidos, siendo asi ukaaldr transcripcional diez veces mas
fuerte que la isoforma A (figura 5) (Beatb al. 1996; Leonhardet al. 2003; Sartorius
et al. 2003). En determinados tipos celulares, el PR-Ac&saz de actuar como
dominante negativo ligando-dependiente de receptesteroideos, como el PR-B vy el
receptor de estrégenos, inhibiendo la transcripd@mliversos genes (Leonhasdtal.
2003; Sartoriugt al.2003).
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1 933

PR-B NH; — DBD | h LBD — COOH

AF-3 IF AF-1 AF-2
165

PR-A NHz — DBD |h LBD — COOH
IF AF-1 AF-2

PR-C NHz — h LBD — COOH
AF-2

Figura 5. Esquemas de los dominios de las isoformas A, Blgl ER humanolLa isoforma B posee 164

aminoacidos mas que la isoforma A y en el domimuna terminal contiene un tercer dominio de
activacion (AF-3) que le confiere una mayor actddranscripcional. DBD: dominio de unién al ADN,
LBD: dominio de unién al ligando, AF-1 y AF-2: damos de activacion transcripcional, IF: dominio de
inhibicién, h: bisagra.

En la glandula mamaria, la expresion de ambas is@®en iguales proporciones
es necesaria para su correcto desarrollo y difexeida (Mote et al. 2002). Las
cantidades relativas del PR-A y PR-B se encuerditaradas en la mayoria de los
tumores mamarios. Numerosos trabajos demostrarondigh@s alteraciones son un
evento temprano en el proceso de carcinogénesiarnzgaumentan con el progreso
de la enfermedad (Mot al.2002; Hoppet al.2004).

Existe también una tercera isoforma del receptbiPR-C, identificado en el
miometrio (Condoret al. 2006) y placenta humana (Taylketral. 2006). Se trata de una
isoforma truncada en el extremo amino terminali&gb), con un peso molecular de 60
kDa, y permanece en el citosol de las células quexpresan. EI PR-C carece del
primer dedo de zinc del DBD pero une progestertviai et al. 1996). Poco se conoce
de la funcion de esta isoforma, pero se postulé spueuede unir a la isoforma B
reduciendo la capacidad del PR-B de transactivassofactores de transcripcion
(Condonet al.2006).
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Mecanismos de accion del receptor de progesterona

Efectos gendmicos

En ausencia de ligando, el PR se encuentra asoaiatiocomplejo de proteinas
chaperonas como las proteinas de shock térmico0Hspisp90. En el modelo clasico,
la unidén de la progesterona al PR induce un carobidormacional del receptor, su
fosforilacion, disociacion de las proteinas chapasprseguido de la dimerizacion,
translocacién al nucleo, donde se fosforila nuevdeneen varios residuos, y la
localizacion en elementos respondedores a progestéPRE, por sus siglas en inglés)
en los promotores o regioneshancerde los genes blanco, para activar o silenciar la
transcripcion de aquellos genes que regula, lodgueomo resultado la elaboracién de
la respuesta fisioldgica de la célula blanco (&g6y).

El mecanismo por el cual los receptores de hormestsoideas unidos a sus
ligandos afectan la velocidad de transcripciongdia por la RNA polimerasa I
involucra la interaccion de los receptores con cmmeptes del complejo de
preiniciacion. Esta interaccién ocurre de manenacth e indirecta a través del
reclutamiento secuencial de varios coactivador@s toactivadores constituyen un
grupo diverso de moléculas que otorgan multiplesitunes estructurales y enzimaticas
al promotor (Rowan y O'Malley 2000). Son reclutadbsomplejo PR-ligando y tienen
la capacidad de facilitar el ensamblado del coropde preiniciacion y de aumentar la
transactivacion dependiente del receptor (figurdLbgt al.2003).

RMAMm

Exstracelular

Citoplasma

Figura 6. Modelo de accion del receptor de progesterdilaPR esta presente en un complejo inactivo
con proteinas chaperonas (Hsp 70 y 90). Al unifsetermona (Prog), el PR se fosforila y se disdea
las proteinas chaperonas. Transloca del citoplamacleo, se fosforila nuevamente en varios residu
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dimeriza y tras el reclutamiento de las proteinesesarias, se une a los elementos respondedores a
hormonas (HRE) presentes en los promotores deeloassgcuya transcripcion regula. SRC: coactivador de
receptores de esteroides, CBP: proteina de uni@mesaiento respondedor de unién a cAMP (CREB),
P/CAF: p300/factor de asociacion a CBP. Tomaddridevan y O'Malley 2000).

Ademas de contactar directamente el ADN, el PR @u@drse a otros factores de
transcripcion, incluyendo a Spdpecificity protein ), Stats y AP1 dctivator protein )
para regular promotores de genes que no poseearsggsi canonicas PRE, como p21,
B-caseina y ciclina D1 (Owest al. 1998; Stoeckliret al. 1999; Cicatielloet al. 2004),
en un llamado mecanismo “genémico no clasico”. Balquier caso, para activar la
transcripcion de los genes blanco, el PR activamlosp ligando recluta las enzimas
remodeladoras de la cromatina y el aparato trgsorial de la RNA polimerasa Il
Paraddéjicamente, muchos de los genes blanco d@v@Ricrados en el ciclo celular o
la proliferacién, no contienen PREs candnicos &rsgiones promotoras y por lo tanto
estarian regulados por estos mecanismos no clagt®R independientes de su union
directa al ADN (Faivreet al. 2008). El PR puede también mediar la transcripgion
represion de genes de manera independiente deldéigdacobsert al. 2002; Buseket
al. 2007).

El PR presenta un nivel basal de fosforilacion quenenta sensiblemente en
presencia del ligando. Numerosos trabajos demostrgue su fosforilacion es un
importante mecanismo de regulacion de su funcidn.pBrticular, la fosforilacion
inducida por ligando en la serina 294 esta medataaccion de p42/p44 MAPKS,
siendo necesaria para su actividad transcripcignal posterior exportacion nuclear,
ubiquitinacion y degradacion citoplasmatica, demamsto la participacion de las
MAPKSs tanto en la estabilidad como en la funciatedi del receptor (Langet al.
2000; Sheret al.2001; Qiu y Lange 2003).

Efectos no genémicos

La regulacion transcripcional mediada por el PRrabavarios niveles de
complejidad y mecanismos intrincados involucrandwicnes genomicas (efectos
transcripcionales directos) y efectos rapidos ogeadémicos. Estos ultimos fueron
descubiertos a partir del hallazgo de vias de et génica mediadas por el PR pero

gue no son dependientes de la union del receptdDBl. Auricchio y colaboradores
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demostraron por primera vez que los progestagecidsm en forma rapida la via
Src/p21*IMAPKs a través del PR clasico ubicado en el citosotercano a la
membrana plasmatica, en células de carcinoma mam4&riD (Migliaccioet al. 1998).
Luego se demostré que la activacion de la tirogimaasa c-Src por el PR ocurre en
forma indirecta, mediante la interaccion de dosid@as presentes en el dominio amino
terminal del PR con el LBD del receptor de estrogefBallareet al. 2003). A su vez,
este Ultimo interactla con c-Src mediante la udi®os dominios SH2 de la quinasa y
el residuo tirosina 537 del receptor de estrogeBimsembargo, los trabajos de Edwards
y colaboradores determinaron una interaccion diresitre el PR y la familia de
quinasas Src (Boonyaratanakorngital. 2001). La presencia del sitio rico en prolinas,
PPPPLPPR, presente entre los aminoacidos 421-42®uénio amino terminal del PR
le permite interactuar con dominios SH3 de proteite la familia Src activando en
forma rapida la via Src/MAPKSs luego del tratamiecom progesterona. Tras la union
del ligando al PR o receptor de estrégenos, laaotédn proteina-proteina con c-Src,
libera una conformacion inhibitoria intermolecuparmitiendo la auto-activacién de c-
Src. c¢-Src activa inicia la cascada de transducdénsefiales de Ras/Raf/MAPK
(Migliaccio et al. 1998; Boonyaratanakornkét al. 2001). Esta activacion ocurre fuera
del nudcleo y seria inducida solo por la isoformalé@ PR debido a la distribucion
principalmente nuclear que presenta la isoform@dofiyaratanakornkiet al. 2007).
Las discrepancias observadas podrian explicarse lgpdiormacion de diferentes
complejos dependiendo de la presencia de diversakculas adaptadoras y
transductoras de sefiales (Lange 2004). La isof@meal PR, pero no la A, ademas de
activar rapidamente la sefalizacion en el cito8aofyaratanakornkiet al. 2001),
media las acciones proliferativas de los proges@gé€Faivre y Lange 2007) y es la
isoforma clave requerida para el desarrollo dddadyla mamaria (Mulac-Jericevet

al. 2003).

Receptor de progesterona y cancer de mama

A pesar de los significativos avances logrados respecto a la funcionalidad y
estructura del Pk vitro, el progreso con respecto a la respuesta fisicddagiribuible a
este receptor nuclear ha estado bastante retrakdzdo a la superposicion con las
funciones de los estrogenos, muchas de las cugtenden de la activacion del PR.

Los experimentos realizados utilizando ratonesock-out y knock-in del PR
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demostraron que la sefal proliferativa de la priagesa no sélo es esencial en la
morfogénesis y funcion normal de la glandula maaaino también en el aumento de
incidencia de tumores mamarios (Isnetilal. 2003). En estos experimentos, se observo
que ratones normales para la expresion de PR pergagseian una alta cantidad de
progesterona circulante, tenian una mayor incidem& tumores mamarios, al ser
tratados con el carcinégeno dimetil-benzantracdd@lBA), en comparacién a los
ratones kock-out del PR. Este estudio no sélo manifiestdé la impoitarde la
progesterona como un mitdgeno endocrino mamariop diambién avalé las
conclusiones obtenidas de aquellos estudios emuesse discute la relacion riesgo-
beneficio asociada a los regimenes de HRTs posbpadaisicos que incluyen a la
progesterona.

Los progestagenos son mitogénicos para célulaartecde mama y las protegen
de la apoptosis (Mooret al. 2000; Faivre y Lange 2007). A pesar de que estingli®s
aportan conocimientos sobre las ventajas proliferatgue confieren los progestagenos
a los tumores de mama humanos, no estan claramdoanismos por los cuales los
progestagenos median la proliferacion.

En cuanto a la participacion de los efectos no gecas de los progestagenos en
la regulacion del desarrollo del cancer de mamamaeece muy poco investigada. Los
trabajos pioneros de Auricchio y Edwards menciosadateriormente abrieron el

camino a la exploracion en este campo.

PROTEINAS TRANSDUCTORAS DE SENALES Y ACTIVADORAS DE LA
TRANSCRIPCION (STATS)

Existen numerosas evidencias que demuestran quanleergencia entre las vias
de sefializacidon de los progestagenos y de losréactie crecimiento media los efectos
proliferativos de los progestagenos en las céltuasorales mamarias (Langs al.
1998; Migliaccio et al. 1998; Balana et al. 1999; Balana et al. 2001,
Boonyaratanakornkiiet al. 2001; Labriolaet al. 2003; Salatinoet al. 2004). Los
miembros de la familia de proteinas transductorassef@les y activadoras de la
transcripcion (Stats) han sido involucrados enifdsracciones entre las vias de las

hormonas esteroideas y de los factores de crecimiBitho tipo de regulacion podria
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constituir un mecanismo adecuado para que protei@asnplia expresion resulten en
funciones fisiologicas especificas en tipos ce@idandividuales.

Se han identificado 7 genes codificantes para Smatmamiferos: Statl, Stat2,
Stat3, Stat4, Statba, Statbb y Stat6 (Bromberg mé&ka2000). Ademas, reacciones de
splicingalternativo o de protedlisis generan formas adidemnde Statl (Stailo p91y
StatP o p84) y Stat3 (Statly StatP). Las proteinas resultantes contienen entre 750 y
850 aminoacidos y pesan 93 kDa. La estructura de6sdsminios es altamente

homologa y conservada (figura 7).

N-term  Ceiled-coil Uniéin al ADN 5H2 Transactivacion
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Figura 7. Representacion esquematica de los dominios estaletude los miembros de la familia de
proteinas StatsEl dominio amino (N) terminal esta involucradolas interacciones proteina-proteina. El
dominio de union al ADN hace contacto directo ciios consenso TT(N4-6)AA en los promotores de
los genes regulados. La interaccion entre el dan@hi2 de un mondémero y el residuo fosfotirosina)(pY
de otro media la formacion del dimero activo. Emituio de transactivacion esta involucrado en la
activacion transcripcional de los genes blancaeés de interacciones con correguladores. El domini
carboxi terminal contiene un sitio de fosforilaciém serina que estimula la activacién transcripdiem
algunos miembros de la familia. Tomado de (Yu yeJ2004).

Mecanismos de accion de las Stats
Las Stats funcionan como moléculas sefalizadoragl esitoplasma y como

factores de transcripcion luego de su translocaglidnicleo (Bromberg y Darnell 2000;

Yu y Jove 2004). La unién de factores de crecimief8ilvennoinenet al. 1993;
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Olayioye et al. 1999; Ren y Schaefer 2002) o de citoquinas (péptgblubles que
estimulan distintas respuestas de células quecipanri en la inmunidad y la
inflamacion) a sus receptores resulta en la agtivade la actividad tirosina quinasa
intrinseca del receptor o de las quinasas intrarelsilasociadas al receptor, como
quinasas de la familia de Janus (Jaks) o de SmnéD&t al. 1994; Taga y Kishimoto
1997). Estas quinasas fosforilan las colas citopédieas de los receptores en residuos
tirosina especificos, que proveen sitios de angaja el reclutamiento de monémeros
de Stats por sus dominios SH2. Las Stats reclusmagosforiladas en residuos tirosina
especificos en el dominio carboxi terminal y fornmammo o heterodimeros activos por
interaccion reciproca a través del residuo fosfsiira y del dominio SH2, que deben
ser mutuamente compatibles. Las Stats pueden tambiéosforiladas en serina en el
dominio de transactivacion. Las Stats fosforiladaserizan y translocan al ndcleo,
donde a través de su dominio de unién al ADN, recen su secuencia especifica en el
ADN vy regulan la transcripcion génica (figura 8)eliido a que las Stats pueden
conservar la habilidad de unirse a la misma secaealtamente conservada, hay una
notable superposicion en el sitio de reconocimientel ADN entre Statl, Stat3 y Stat5
(Decker y Kovarik 2000).

Receptores de factores Receptores de ‘
de crecimiento Citopquinas Proteinas no receptoras con
actividad tirosina quinasa
Extracelular

Citoplasma

Transcripcion

Figura 8. Vias de sefializacién que convergen en la activadié las StatsLa union de factores de
crecimiento o de citoquinas a sus receptores eesultla activacion de la actividad tirosina quindsh
receptor o de las quinasas Jaks o Src. Las Stftwifadas dimerizan, translocan al nicleo y seuale
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ADN resultando en la transcripcion génica. Depamttiedel contexto celular y de las condiciones de
crecimiento de las células, la activacion de lastsSpuede producir proliferacion, diferenciacién o
apoptosis. Las flechas discontinuas indican ektl&jei de las Stats desde el nlcleo hacia el ckoma
Tomado de (Yu y Jove 2004).

El patron de activacion de las Stats suele sercégmedel ligando y del tipo
celular. Ademas, su actividad esta finamente relgulen términos de la duracion e
intensidad por varias familias de proteinas (SR20&0). Dado que la actividad de las
Stats esta regulada por varias modificaciones tpadticcionales y por interacciones
proteina-proteina, estos factores de transcrips@m capaces de integrar sefiales de
multiples redes de sefalizacion. Debido a la gramesgad de ligandos y factores de
crecimiento capaces de activarlas, las Stats @stéhucradas en un gran espectro de
eventos celulares incluyendo diferenciacion, peodi€ion, apoptosis, angiogénesis y
respuesta inmune (Ren y Schaefer 2002; Silva 2004).

Stat3 como reguladora de la transformacion celular

Stat3 regula una serie de vias importantes en lartgémesis. Se han encontrado
sitios de union de Stat3 en los promotores de gemgss productos estan involucrados
en la progresion del ciclo celular y la apoptosi$os, c-Myc, ciclina D1) (Brombergt
al. 1999; Leslieet al.2006) y en la angiogénesis tumoral (VEGF) (Kial. 2002). Se
probé ademas que Stat3 participa en los procesasvesion y metastasis y evasion
tumoral del sistema inmune (Grandisal 2000; Yu y Jove, 2004; Wargg al 2004).
Los mecanismos a través de los cuales las Statsupk@n eventos protumorigénicos
constituyen un area de activa investigacion. Léofdacion de las Stats esta finamente
regulada y perturbar el delicado balance de lass $tetivas en las células podria
predisponer a la malignizacion mediante la desemjiih de la apoptosis o la
proliferacion.

Se ha encontrado activacion constitutiva y pensistale Stat3 en una gran
variedad de tumores humanos, entre ellos de mamalipeas celulares establecidas a
partir de tumores humanos (Bowman y Jove 1999). particular, Stat3 esta
constitutivamente activa en el 69% de canceresatear(Dolled-Filharet al.2003), en
el 82% de canceres de préstata (Metral. 2002), en el 82% al 100% de carcinomas de
cabeza y cuello (Nagpat al.2002) y en el 71% de carcinomas nasofaringeos¢tési

al. 2003). Ademas, se ha demostrado que Stat3 esricdmpara la transformacion de
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los fibroblastos NIH 3T3 por una serie de oncogdBesmberget al. 1998) y para la
proliferacion tumoral. De hecho, una forma mutargastitutivamente activa de Stat3,
Stat3-C, (que dimeriza espontaneamente por pueigtsina-cisteina en vez de por
interacciones fosfotirosina-SH2) es suficiente paducir la formacion tumoral en
ratonesnude cuando se inoculan células transfectadas con StgBromberget al.
1999). Tales hallazgos reafirman la concepcion t&3Scomo un mediador en el
proceso de transformacién maligna.

Los efectos de Stat3 activa son muy diferentes seltipo celular. En particular,
Stat3 puede ser una sefial de muerte para las <élpitzliales secretoras de la mama
normal (Watson 2001) en comparacion con los efempogstos de Stat3 en carcinomas
mamarios. Una de las razones de estos efectos peoadpuede deberse a que,
mientras que la activacion de las Stats es un pootansiente y modulado finamente
en células normales, la sobreexpresion o activgoedsistente de tirosina quinasas en
cancer puede provocar la activacion constitutivéadeStats. De hecho, hasta ahora, no
se han reportado mutaciones naturales de Statfeguken en su activacion persistente.
Por lo cual, es probable que la generalizada ax@made Stat3 en lineas celulares de
cancer y en tejidos sea debido a un malfuncionamiga los eventos de sefializacion
rio arriba de Stat3. Esto produce cambios permasesn la expresion de genes que
controlan procesos biolégicos fundamentales, qeelgm estar desregulados en células

cancerosas y cambiar el fenotipo celular (Yu y RO@4).

CICLINA D1 Y CANCER DE MAMA

Ciclina D1 pertenece a la familia de ciclinas tipajue regulan la progresion del
ciclo celular en G1-S (Quellet al. 1993). Ciclina D1 actia mediante la activacion de
quinasas dependientes de ciclinas (Cdks) que flzsfoe inactivan la proteina
retinoblastoma. Sin embargo, algunos hallazgosamdgue ciclina D1 podria promover
la progresion del ciclo celular a través de meecaossindependientes de Cdk, como la
interaccion y modulacion de la actividad de factode transcripcion (Arnold y
Papanikolaou 2005). Ciclina D1 es un conocido oanogue se encuentra amplificado
y/o sobreexpresado en una gran proporcion de asmbemanos, incluyendo cancer de
colon, linfoma, melanoma, cancer de préstata yerade mama (Ewen y Lamb 2004).

Especificamente ciclina D1 es uno de los genesamdminmente sobreexpresados en
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cancer de mama humano (hasta el 50% de adenocassnmamarios) (Arnold y
Papanikolaou 2005). La actividad oncogénica dénaidD1 en la glandula mamaria fue
confrmada por modelos en ratones modificados gmmente, donde la
sobreexpresion de ciclina D1 provoco el desarméacarcinomas mamarios (Waat
al. 1994), mientras que la ablacion de ciclina D1 téseh la resistencia al cancer de
mama inducido por varios oncogenes en ratones{¥l 2001).

En células epiteliales mamarias la expresiéon dénaicD1 es inducida por
estrogenos y progesterona (Sutherlabhdhl. 1998), actuando a través del receptor de
estrogenoso(y B) y el PR (A y B). La amplificacion del gen de @iel D1 se encuentra
s6lo en una minoria de canceres de mama que spbesar ciclina D1, indicando que
la activacion transcripcional patogénica de este per factores como el PR o el
receptor de estrogenos podria ser un mecanismo tamp®r para inducir su
sobreexpresion.

Experimentos de silenciamiento de ciclina D1 eruleél de cancer de mama
confirmaron la correlacion que existe entre los lewale expresion de ciclina D1 y la
proliferacion celular, sugiriendo a ciclina D1 comm blanco potencialmente

terapéutico para el cancer de mama (Arnold y Papkadu 2005; Grillcet al.2006).

Por todo lo expuesto, se desprende que tanto ErBB#t3, el receptor de
progesterona y ciclina D1 son moléculas claveslatesarrollo del cancer de mama.
Por este motivo decidimos estudiar su relacionsta enfermedad. Los Resultados de
esta Tesis se presentan divididos en dos partdsdi@®os la existencia, la
funcionalidad y la relevancia biologica de la iat@ion nuclear entre Stat3 y ErbB2 en
células de cancer de mama inducida por heregutiia Brimera Parte, e inducida por
progestagenos en la Segunda Parte.
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El objetivo generalde este trabajo fuestudiar la existencia, la funcionalidad
y la relevancia biologica de la interaccion nucleaentre Stat3 y ErbB2 inducida

por heregulina y por progestagenos en células dercZer de mama.

Los objetivos especificopropuestos fueron:

Objetivo 1: evaluar la capacidad de heregulina y progesté&get® inducir la
localizacion de ErbB2 en el nucleo de células deeade mama y su interaccion con
Stat3.

Objetivo 2: evaluar la capacidad de heregulina y progestageeopromover la
formacion de un complejo transcripcional en el pstonde ciclina D1, compuesto por

Stat3 y ErbB2, capaz de regular la expresion dmai®©1.

Objetivo 3: estudiar si ErbB2 actia de coactivador transmnad de Stat3 en células

de cancer de mama.
Objetivo 4: explorar la importancia del complejo transcripebnuclear Stat3/ErbB2

en la proliferacion de células de cancer de mamaitro e in vivo inducida por

heregulina y por progestagenos.

40



M ATERIALES
Y
METODOS



Tesis Doctoral Lic. Wendy Béguelin Materiales y Métodos

Animales

Se utilizaron hembras virgenes de las cepas BABItH (S)nudede dos meses
de edad criadas en el bioterio del Instituto dedgi@ y Medicina Experimental. Las
hembras provenian de reproductores sanos y fueamas en un ambiente controlado y
de entrada restringida, con agua y conaddibitum con doce horas de luz y doce de
oscuridad. Todos los estudios se realizaron derdmiee los estandares de cuidado de
animales de laboratorio del NIH y fueron, a su \&rpbados por el comité de ética del

Instituto.

Tumores C4HD

Se utiliz6 el adenocarcinoma mamario murino C4HDtgmeciente al modelo
experimental desarrollado por la Dra. Lanari (Laretr al. 1986). Los tumores se
originaron en ratones hembra virgenes de la cepBBBRAtratados con 40 mg del
progestageno sintético acetato de medroxiprogestMRA) cada 3 meses durante 1
afio y han sido mantenidos por pasajes singenecaganes tratados con MPA (Lanari
et al. 1986). EI MPA se administra en formadkpot(40 mg) en el flanco contralateral
al inoculo tumoral. El adenocarcinoma mamario C4+4le histologia ductal, con muy
baja capacidad metastasica, de crecimiento horrdependiente, requiriendo MPA
para proliferar tantan vivo como in vitro (Molinolo et al. 1987). En cuanto a la
expresion de receptores, el tumor C4HD expresapteas de progesterona y de
estrogeno, expresa altos niveles de ErbB2 y ErbB{®s niveles de ErbB4 y carece de
receptores de glucocorticoides y de EGF (Baktred. 1999; Labriolaet al.2003).

Reactivos

La heregulina (HRGJ1 recombinante humana utilizada en los medios deaul
fue de R&D Systems. Esta HRG no es la proteinambotante entera sino el dominio
EGF de 8 kDa. Se prepar6 una solucion madre dep®@l disolviendo la HRG
liofilizada en PBS, y se utilizd en una concentiacde 40 ng/ml. Solamente para el
experimento de coinmunoprecipitacion de ErbB2 y HR&empled para estimular las
células la HRGA1 de Thermo Scientific, que pesa 44 kDa porqueasa tle la proteina
entera. En este caso se utilizé esa HRG para mectarla poMWestern Bloten el
peso de 44 kDa.

El acetato de medroxiprogesterona, MPA a-(Getil-17a-hidroxi-acetato-

progesterona) que se utilizdo en los medios deveuliie de Sigma. Se preparé una
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solucion madre 10 mM (1000X de la solucion de u€bnM) en etanol absoluto, para
su posterior dilucién en medio de cultivo. La cartcacion final de etanol no excedié el
0,1 % v/v y no afectd ni el crecimiento ni la mdofgia celular (Draret al. 1995). En
los tratamientosn vivo, se utilizo6 MPA (Medrosterona, Gador) en formadeégot (40
mg/ratén) gentilmente donado por laboratorios Gador

El antagonista del receptor de progesterona, RJa#@pristona), fue comprado
a Sigma y se utilizé en una concentracién de 1Qdidelto en etanol. Para bloquear la
activacion de la quinasa Src se empled 4-Amino-8h{drophenyl)-7-(tbutyl)
pyrazolo[3,4-d]pyrimidine (PP2) de Calbiochem, emauconcentracion de 10M,
disuelto 1/2000 en DMSO. Para bloquear la activacié ErbB2 se utilizé tirfostina
AG825 de Calbiochem disuelto en DMSO, en una cdraeion de 100uM para
tratamientos por tiempos cortos y M para tratamientos por tiempos mayores a 24
hs. Para bloquear la activacion de Stat3 por meelia inhibicion de las quinasas Jakl,
Jak2 y Jak3, se utilizd Jak inhibitor | (piridona2(1,1-Dimethylethyl)-9-fluoro-3,6-
dihydro-7H-benz[h]-imidaz[4,5-flisoquinolin-7-one)de Calbiochem, disuelto en
DMSO, en una concentracion de {18l para tratamientos por tiempos cortos yM
para tratamientos por tiempos mayores a 24 hse&@earon los controles pertinentes
para verificar que el DMSO (1/2000) no modificddaforilacion de Src, ni de ErbB-2,
ni de Stat3 inducidas por MPA o HRG.

El anticuerpo monoclonal humanizado contra ErbBsttizumab, utilizado en el
experimentoin vivo fue Herceptin® de Genentech. Se prepar6é una solude 20

mg/ml en PBS para inyectar 1AD(=400pug) por raton.

Soluciones utilizadas para los cultivos

Buffer fosfato salino (PBS): Na ClI 8 g/l; KCI 0,A;Na,HPO, 1,44 g/l; KHPO,
0,24 g/l

Solucién enzimatica para disgregar los tumorepsitia (Invitrogen) 0,25% p/v;
colagenasa tipo Il (Invitrogen) 0,25% p/v o tipo (Sigma) (AE: 485 U/mg); albumina
sérica bovina (Sigma) 0,5% p/v; buffer fosfatorsal{PBS). Se esterilizo por filtracion.

Solucion de tripsina-EDTA: para obtener célulassaspension a partir de los
cultivos primarios o para el repique de las lineglsilares, se utilizé6 una solucion de
tripsina (Invitrogen) 0,25% p/v mas EDTA 0,02% pn PBS. Se esterilizé por

filtracion.
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Cultivos primarios de tumores C4HD

Para realizar los cultivos primarios de célulagatipies, los tumores C4HD se
extirparon de los ratones en flujo laminar aproxdaraente a los 30 dias de haber sido
inoculados. Luego de una disgregacion mecanicagpoiy enzimatica después (2 ml de
solucion enzimatica por tumor), agitando durantend@utos a 37°C y agregando al
final DMEM-F12 + 10% de suero fetal bovino (SFBE ebtuvo una suspension
compuesta por una poblacion de estirpe epiteliatry fibroblastica, que se separaron
segun la técnica de Pandis y colaboradores (Paedisl. 1992) con algunas
modificaciones. Brevemente, esta técnica se basaeia velocidad de sedimentacion
de las células epiteliales que forman agregadoslace es mayor que la de los
fibroblastos, permitiendo su separacion luego deasadecantaciones diferenciales.
Para comenzar la purificacion, las células obtenileego de la disgregacion se
centrifugaron a 400 x g durante 10 minutos. Se atgs®| sobrenadante y pellet
celular se resuspendié en una solucion de DMEM-F13FB 2 % v/v dejando
sedimentar durante 20 minutos, el sedimento cagstita fraccion enriquecida en
células epiteliales que se encuentran habitualmemtagregados. El sobrenadante se
descarté luego de cada decantacion. Este procedonige repitio varias veces,
aproximadamente 10, hasta que el sobrenadante @ t@sllicido. En la dltima
decantacion, las células epiteliales se resuspemdén DMEM-F12 + SFB 10 % v/v y
se sembraron en placas de cultivo. Las célulazliggits de los cultivos primarios
mantuvieron las caracteristicas del tumor paremtaluanto a expresion de receptores y
crecimiento progestageno dependiente (Batdrad. 1999).

Los cultivos primarios de células epiteliales sgm@ adherir durante 48 hs en
DMEM-F12 + SFB 10% v/v luego de lo cual se reemplapr DMEM-F12 + SFB
charcolizado (ch) 2,5% v/v + MPA 10 nM dejando s ¢&lulas proliferar por otras 48
hs. Este medio de cultivo se cambio6 luego por DMEN-para ayunar las células y se
dej6 48 hs més. Los tratamientos de las célulaligpes C4HD se realizaron en
DMEM-F12.

Lineas celulares y tratamientos

Las lineas celulares de cancer de mama humano ™MCPB;7, BT-474, JIMT-1
y SK-BR-3 fueron adquiridas de Femerican Type Culture Collectioha linea celular
T47D expresa niveles muy altos de PR y altos d8Erhas células BT-474 y SK-BR-

3 sobreexpresan fuertes niveles de ErbB2 y expneggnbajos niveles o carecen de
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PR, respectivamente. Las células BT-474 expresgos baiveles de los demas
receptores ErbBs, mientras que las SK-BR-3 expremdemas, muy altos niveles de
EGFR. La linea JIMT-1 expresa altos niveles de Brbo® expresa PR y es resistente al
tratamiento con trastuzumab; y las células MCFqatesan bajos niveles de ErbB2 y de
PR, y altos niveles de receptor de estrégenos.

La linea celular T47D-Y, que no expresa PR (Sarsat al. 1994), fue donada
por la Dra. Horwitz (University of Colorado, Deny&O, USA) y se obtuvo mediante
clonacion por dilucion limite a partir de la lin@d7D (Keydaret al. 1979). La linea
celular T47D-Y-PR-B es el resultado de la trangtecestable de las células T47D-Y
con la isoforma B del PR (Sartorigs al. 1994), y fue también donada por la Dra.
Horwitz. La linea T47D-Y-PR-BmPro, donada por laaDC. Lange (University of
Minnesota Cancer Center, Minneapolis, MN, USA) bauwo por transfeccion estable
de las células T47D-Y con una mutante de la isacoBndel PR que tiene las tres
prolinas 422, 423 y 427, ubicadas en el dominio @n prolinas del PR, convertidas a
alanina. Este dominio del receptor fue definido ccabsolutamente requerido para su
interaccion con todos los dominios SH3, impidiepdo lo tanto la interaccion con Src
y la consecuente activacion rapida de cascadasfiddizacion (Boonyaratanakornlet
al. 2001; Carnevalet al. 2007). La linea celular T47D-Y-C587A-PR, donadali&n
por la Dra. Lange, se logré transfectando estabiéankas células T47D-Y con una
mutante de la isoforma B del PR que contiene unagtan puntual en una cisteina
conservada en el primer dedo de zinc del dominiordén al ADN (Tunget al. 1993).
Esta mutante no es capaz de unirse al ADN ni driteese a otros factores de
transcripcion unidos al ADN, pero es totalmente Ihgddiia inducir la activacion de Src,
p42/44 MAPKs y Akt en respuesta a progestagenosri{@ratanakornkiet al. 2001,
Carnevaleet al.2007).

La linea celular T47D-Y vy las derivadas de ellardmecultivadas en las mismas
condiciones que la linea T47D. Para mantener tes$i T47D-Y-PR-B, T47D-Y-PR-
BmPro y T47D-Y-C587A-PR se agrego6 al medio de wolél antibiético analogo de la
neomicina G418 (500 pg/ml, Sigma).

Las células T47D, T47D-Y y sus derivadas y lasan®CF-7 y JIMT-1 se
mantuvieron por repiques sucesivos una vez llegada80-90% de confluencia
aproximadamente. En cambio, las células SK-BR-3Iy4B4 se repicaban al llegar al
50% de confluencia. Para repicarlas, las célulangegaron con solucion de tripsina-

EDTA estéril y se incubaron durante 2-10 minutd378C con la cantidad de tripsina
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necesaria para cubrir el fondo. Cuando se despggsedas paso a un tubo con 10 ml
de medio + 10% SFB que se centrifugd a 400 x grderd0 minutos. Se descarto el
sobrenadante y se resuspendié el precipitado emonseglementado con 10% SFB.
Finalmente, se sembraron en las placas correspuasie

Las lineas celulares se ayunaron durante 48 hs gxperimentos se llevaron a
cabo en el medio respectivo de cada tipo celutassero, excepto en el caso de la linea
BT-474, que se suplementé con SFBch 1%. En losscasolos que se utilizd
inhibidores, los mismos fueron preincubados dur@6teninutos antes del tratamiento

con HRG o MPA y luego se mantuvieron en el mediouvo junto con el mitdgeno.

Medios de cultivo y suero fetal bovino

Para el cultivo de células epiteliales C4HD vy deliaeas celulares MCF-7, JIMT-
1, T47D, T47D-Y y sus derivadas, se utilizo DMEM2RDulbecco's modified Eagle's
medium: Ham's F121:1) (Sigma) sin rojo fenol con el agregado de atalfde
gentamicina en una concentracion de 50 mg/l y baaato de sodio 1,2 g/l. En el caso
de la linea celular SK-BR-3, se utilizo el medio Koy’s 5A (Sigma) y para la linea
BT-474, RPMI 1640 (Invitrogen). Todos los mediosatétivo se prepararon segun las
instrucciones del fabricante con agua hexadestil&#a esterilizaron por presion
negativa utilizando filtros de acetato de celulds®,22um de poro (Corning).

El suero fetal bovino (SFB) fue adquirido en GeA.Sy se decomplementd
calentandolo a 56°C durante 30 minutos. Para obt#n®FB adsorbido de hormonas
esteroideas o “charcolizado” (SFBch), se incub8EB ya decomplementado con 5%
p/v de carbdn activado durante 1 hora a 4°C en ge@mnie agitacion. Luego de la
adsorcion, el suero se centrifugd 2 veces a 12@00 durante 20 minutos. Al
sobrenadante se le adicion6d 5% p/v de carbon dcijvee lo incubd durante toda la
noche (O.N.) a 4°C con agitacion y se realizarontrfagaciones sucesivas hasta
eliminar completamente el carbon. Una vez diluitléQ% v/v en el medio de cultivo,

se esterilizé por filtracion.

Preparacion de extractos proteicos totales

Las células tratadas como se indica en cada exgetdmse recolectaron de las
placas de cultivo utilizando wstrappery se homogeneizaron en presencia del buffer de
extraccion (Tris-HCI 50 mM [pH 7,4], NaCl 150 mMDEA 1 M, EGTA 1 mM,
glicerol 10% v/v, NP-40 1% v/v, Mggll mM, SDS, 0,1% v/v, e inhibidores de
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proteasas y fosfatasas: PMSF 0,4 mM, NaF 25 mMpeletina 5 pg/ml, pepstatina 5
png/ml, aprotinina 5 pug/ml, espermina 0,15 mM, espdina 0,5 mM,(3-glicerofosfato
10 mM). El lisado celular se completé mediante utgtfisica con una jeringa 25G
(Terumo) en frio. EI homogenato celular se cergdfa 13400 x g a 4°C durante 30
minutos. Se descarto pellety el contenido proteico del sobrenadante fue deterdo

por ensayos de Bradford (BioRad), siguiendo lasunsiones del fabricante.

Preparacion de extractos citosoélicos y nucleares

Las células C4HD o T47D tratadas como se indicaagla experimento, fueron
recolectadas de las placas de cultivo utilizandsarapper Se utilizé el kit NE-PER
para la obtencion de las fracciones nuclearesopleismaticas segun las indicaciones
del fabricante (Pierce Biotechnology). La cuandifién proteica fue determinada por

ensayos de Bradford (BioRad).

Ensayos déNestern Blot

Los extractos proteicos se corrieron en geles diegotamida desnaturalizante
con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). El extraptoteico (25 a 5Qug de
proteinas) se diluyé en buffer de siembra 3X (H@&-60 mM [pH 6,8], SDS 2% plv,
glicerol 10% v/v, 0,7 M Pmercaptoetanol y azul de bromofenol 0,1% p/v) hisao
durante 5 minutos. Las muestras se corrieron eesgde 7,5-15% acrilamida-
bisacrilamida segun el peso molecular de la proteingevelar. Las proteinas se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa |2 BioRad) y se bloquearon O.N. a
4°C con leche descremada 5% p/v 0 BSA 5% o 3% pgdrsel caso, en PBS+tween
20 0,1% v/v. Las membranas se incubaron con lasesites anticuerpos diluidos en
PBS+tween 20 0,1% v/v durante 2 hs a temperatubgeste con agitacion o bien O.N.
con BSA 5% o 1% p/v con agitacion, segun el antjmote
Stat3 policlonal de conejo (C-20, Santa Cruz Biotechng)dig15000
Fosfotirosina Stat3 (Y705) monoclonal de ratén (B-7, Santa Cruz Biotexdbgy)
1/1000
ErbB2 policlonal de conejo (C-18, Santa Cruz Biotechng)ofy2000, reconoce el
extremo carboxi terminal de ErbB2
ErbB2 monoclonal de ratén (9G6, Santa Cruz Biotechnolayf000, reconoce el

extremo amino terminal de ErbB2
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Fosfotirosina ErbB2 (Y877) policlonal de conejo (Cell Signaling) 1/500
Fosfotirosina ErbB2 (Y1221/1222) policlonal de conejo (Cell Signalirig) 000
Ciclina D1 policlonal de conejo (Thermo Scientific) 1/2000rgpaélulas humanas,
1/50000 para células murinas
Jak1 policlonal de conejo (HR-785, Santa Cruz Biotecbgyg) 1/1000
Fosfotirosina Jakl (Y1022/1023) policlonal de cabra (Santa Cruz Bibtexdogy)
1/700
Jak?2 policlonal de conejo (C-20, Santa Cruz Biotechgg)dl/1200
Fosfotirosina Jak2(Y1007/1008) policlonal de conejo (Cell Signalirig)200
ErbB3 policlonal de conejo (C-17, Santa Cruz Biotechng)dg500
HRG monoclonal de raton (Ab-1, Thermo Scientific) 1/500
Fosfotirosina total monoclonal de raton (PY-99, Santa Cruz Biotechngldg200
Src monoclonal de conejo (36D10, Cell Signaling) 14800
Fosfotirosina Src(Y416) policlonal de conejo (Cell Signaling) 1/4000
p42/p44 MAPK policlonal de conejo (C-14, Santa Cruz Biotechgg)dl/2000
Fosfo p42/p44 MAPKmonoclonal de raton (E-4, Santa Cruz Biotechngldgy000
PR monoclonal de raton (Ab-7, Thermo Scientific) 1/700
Fosfoserina 294 PRmonoclonal de raton (Affinity BioReagents) 1/1000
Akt policlonal de conejo (Cell Signaling) 1/2000
Fosfoserina 473 Aktpoliclonal de conejo (Cell Signaling) 1/2000
Actina monoclonal de raton (Ab-5, Thermo Scientific) 108
B tubulina monoclonal de raton (Sigma) 1/70000
Histona H3 policlonal de conejo (Abcam) 1/5000
GFP policlonal de conejo (Abcam) 1/5000

Luego de 3 lavados de 10 minutos en PBS+tweera0nembranas se incubaron
con los anticuerpos secundarios conjugados conxipasa (HRP) anti ratén, anti
conejo 0 anti cabra, todos de Vector Laboratorlass membranas se revelaron
utilizando el reactivo de quimioluminiscencia EQugp(General Electric) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Después de la printesselada, las membranas se
incubaron 30 minutos a 50°C con solucionstigpping (2-pmercaptoetanol 100 mM,
SDS 2% vlv, Tris-HCI 62,5 mM pH 6,7) en agitacioarg extraer los anticuerpos
unidos a la misma. Luego de dos lavados con PB&Atwas membranas se bloquearon
O.N. en leche 5% p/v y se incubaron al dia sigeienh el anticuerpo contra la proteina

total correspondiente.
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Analisis estadistico

Las bandas obtenidas se scanearon, y se midionkidde de cada una con el
programa Image J (National Institutes of HealthAlJS.as formas fosforiladas de las
proteinas fueron normalizadas con sus respectiadsipas totales. En los casos en que
se evaluaron niveles de expresion, las bandasletieina en cuestion se normalizaron
con las bandas de actingddubulina corrida en el mismo gel. La significandi las
diferencias de intensidad entre dos tratamientoansdizd realizando un “t test” de

muestras apareadas.

Inmunoprecipitaciones

A partir de extractos nucleares obtenidos de Idtsvos de células C4HD o T47D
al final de cada tratamiento, se inmunoprecipitéB2, Stat3 o ErbB3 (C-18, C-20y C-
17, respectivamente, de Santa Cruz Biotechnologig® de conejo (Sigma) como
control negativo, para determinar por co-inmunoipiazion el efecto del tratamiento
sobre la formacion de un complejo multimérico. Destos cincuentag de proteina se
inmunoprecipitaron con gg del anticuerpo correspondiente incubando 2 HCacdn
agitacion, y los inmunocomplejos se capturaron gagrdo bolitas de agarosa
conjugadas a proteina A (Santa Cruz Biotechnologg)tando 1 hora mas. Para
capturar las particulas de agarosa, la suspensiéargrifugé 10 minutos a 13400 x g.
El pelletse lavd tres veces con buffer de extraccion, seéht minutos en buffer de
siembra y luego de una breve centrifugacion se geellinmunoprecipitado en un gel
siguiendo el protocolo d&/estern Blofpreviamente descripto. Después de la primera
revelada de las formas fosforiladas de las prageil@ membranas se sometieron a
stripping Luego, las membranas se revelaron con los anpicsecontra las proteinas

totales.

Plasmidos

La construccion del promotor de ciclina D1 humancl@é5 pares de bases de
longitud ubicado rio arriba del gen de la lucifer&sl 745 ciclina D1-luc), el plasmido
vacio pA3 Luc y las construcciones truncadas enpl@sciones -963, -261 y -141
fueron donadas por el Dr. R. Pestell (Northwestelmversity Medical School,
Chicago, IL). Estas construcciones fueron generpdasortes del promotor de 1745 pb
de manera de excluir regiones secuenciales delersatr5’ del promotor. La

construccion -963 ciclina D1-luc excluye un sitidA& (-984), el vector -261 ciclina
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D1-luc excluye tres sitios GAS (-984, -568 y -47Ap)a construccion -141 ciclina D1-
luc excluye cuatro sitios GAS (-984, -568, -47289). El plasmiddAGAS2/3/4 ciclina
D1-luc fue un obsequio de la Dra J. Bromberg (Tbhekfeller University, New York,
NY) y fue generado por mutagénesis dirigida, parual los sitios GAS -568, -475 y -
239 fueron mutados de TEANA a AANsAA. El plasmido reportero de luciferasa que
contiene cuatro copias del sitio de unién a Statalth afinidad “m67” (p4xm67-tk-luc)
y el plasmido vacio pTATA-tk-Luc fueron donados pelr Dr J. Darnell (The
Rockefeller University, New York, NY). El plasmidiz expresion de luciferagenilla
RL-CMV fue comprado a Promega. El vector de expresie la forma dominante
negativa de Stat3, Stat3Y705F, posee una mutadidhugl en el codén 705, una
sustitucién de la tirosina por fenilalanina, quevarca la reduccion de la fosforilacion
en tirosina de la proteina Stat3 salvaje enddggmar Yo tanto inhibe la dimerizacion y
la unién de Stat3 al ADN (Brombermgf al. 1998; Bromberget al. 1999; Li y Shaw
2002). Este vector, al igual que el plasmido vaadbNA3.1, fueron provistos por el
Dr. J. Darnell. El vector de expresion de ErbBZ/&al humano (hErbB2WT) y su
plasmido vacio pMel8SM fueron un obsequio del DrYamamoto (Universidad de
Tokio, Japdén) (Akiyamaet al. 1991). La mutante de ErbB2 humano etiquetada con
GFP, incapaz de translocar al nucleo porque tieelectbnada la secuencia de
localizacion nuclear (aminoacidos 676-KRRQQKIRKYTRR89) (hErbBANLS)
(Giri et al. 2005) fue donada por el Dr. M.C. Hung (The Uniitgref Texas M.D.
Anderson Cancer Center, Houston, TX). El vectori’oggEGFP-N1 fue comprado a

Becton Dickinson Biosciences.

Transfecciones transientes

En los experimentos en los que se estudio la cd@dcle HRG o MPA de inducir
la actividad transcripcional de Stat3, células C4MDI47D fueron transfectadas
transientemente durante 48 o 24 hs, respectivamente 1 pg/ml del plasmido
reportero -1745 ciclina D1-luc o las construcciotragcadas o con 1 pg/ml del vector
4xm67-tk-luc y cotransfectadas con 10 ng/ml de RMMCutilizado para corregir
variaciones internas en las eficiencias de trangjac Como control, las células fueron
transfectadas con 1 pg/ml de pA3 Luc o pTATA-tk-LUEn los experimentos
indicados, las células se cotransfectaron con ludé Stat3Y705F. Las cantidades
totales de ADN transfectado fueron estandarizadgegando el plasmido vacio

pcDNA3.1. En los experimentos en los que se evaludl de ErbB2 en la actividad
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transcripcional de Stat3, las células fueron cofemtadas con 0,5, 1 0 2 pug/ml de
hErbB2WT o hErbBANLS. Las cantidades totales de ADN fueron estanddas
agregando los plasmidos vacios pMel8SM y pEGFPeN&ndo estos vectores fueron
cotransfectados con p4xm67-tk-luc, se utilizarona5®00 ng/ml en lugar de 0,5 a 2
png/ml. Después de las 24-48 hs de transfecciorcélatas fueron ayunadas durante 24
hs en DMEM-F12 y se trataron o no con HRG o MPAZDbhs.

Las células C4HD fueron transfectadas en DMEM-FEBFBch 2,5% v/iv + MPA
10nM, y las células T47D fueron transfectadas erEDMMF12 + SFB 10% v/v con el
reactivo de transfeccion Fugene HD (Roche Biochalsiicsiguiendo las indicaciones
del fabricante. La eficiencia de transfeccion fueleada utilizando el vector de
expresion pEGFP-N1 y determinada por el porcerdajecélulas que exhibieron la
expresion de GFP 4 dias después de la transfecgiérvario entre el 60 y 70%.

En los casos de los ensayos de actividad del georteeo, las células fueron
lavadas con PBS, lisadas con la soludi@sive Lysis BuffefPromega) y con un ciclo
de congelado-descongelado en nitrégeno liquido. datividad luciferasa fue
determinada empleando el ual-Luciferase Reporter Assay SystéPmomega), de
acuerdo a las instrucciones del fabricante, y aoumindémetro 20n/20 (Turner Bio
Systems). La actividad luciferasa se inform6 conmeseale induccién de la razén entre
la actividadFirefly luciferasa y la actividadRenilla luciferasa con respecto al grupo
control. Se realizaron triplicados para cada trégaton. Las diferencias entre los grupos

experimentales fueron analizadas por ANOVA segueldast de Tukey.

Transfecciones con ARN de interferencia (SIRNA)
Los siRNAs dirigidos contra ErbB2, Stat3 y PR fuergintetizados por
Dharmacon. Las secuencias de siRNAs fueron |lasesitps:
SiRNA contra ErbB2: 5’GAUGGUGCUUACUCAUUGAS’, disedla para silenciar
especificamente ErbB2 murino y no humano.
siRNA contra Stat3 murino: 5-GGUCAAAUUUCCUGAGUUGUSB
SsiRNA contra Stat3 humano: 5’-GAGCAGAGAUGUGGGAAUGLR)
siRNA contra PR murino: 5’-AUAGGCGAGACUACAGACGUU-3’
Como siRNA control, se utilizé un siRNA no silerais, que no corresponde a ninguna

secuencia conocida de genes de mamiferos, tamtnigorado a Dharmacon.
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Las células fueron transfectadas durante 72 h26@100 nM de siRNAs, segun
el experimento, con el reactivo de transfeccionrBla&kECT (Dharmacon) siguiendo
las indicaciones del fabricante.

Para los experimentos de cotransfeccion de siRMAsptasmidos, se utilizaron
25 nM de siRNAs mas g del vector de expresion, y se empled el reaati®o

transfeccion DharmaFECT Duo (Dharmacon) segumktsuicciones del fabricante.

Ensayos de inmunofluorescencia y microscopia confic

Las células C4HD y T47D crecidas sobre cubreobjeteon transfectadas o no,
segun el experimento, y luego incubadas en DMEM-€d2 los tratamientos que se
indican en cada ensayo. Las células fueron fijggermeabilizadas en metanol a -20°C
y luego bloqueadas con PBS + BSA 1% a temperatunbgeate durante 30 minutos. La
incubacion con los anticuerpos primarios se lleealao en PBS + BSA 1% O.N. a 4°C,
utilizando una dilucion del anticuerpo de 1/100. bogicuerpos empleados fueron los
siguientes:
Stat3 monoclonal de ratén (124H6, Cell Signaling)
ErbB2 policlonal de conejo (C-18, Santa Cruz Biotechng)og
ErbB2 monoclonal de raton (F-11, Santa Cruz Biotechngloggconoce el receptor
murino y no el humano
ErbB2 monoclonal de ratén (9G6, Santa Cruz Biotechnologggonoce el extremo
amino terminal de ErbB2
ErbB3 policlonal de conejo (C-17, Santa Cruz Biotechng)og
HRG policlonal de conejo (C-20, Santa Cruz Biotechggjo

Luego de 3 lavados de 10 minutos con PBS + BSA lb%cubreobjetos con
células fueron incubados durante 1 hora a temperamnbiente con los anticuerpos
secundarios conjugados con fluorocromos. ParatdetecoB2 (C-18), ErbB3 y HRG,
se utiliz6 un anticuerpo de cabra anti IgG de amnapnjugado con Alexa 488
(Molecular Probes, Invitrogen); y para detectart®ta ErbB2 (F-11) se empled un
anticuerpo de cabra anti IgG de ratdon conjugado codamina (Jackson
ImmunoResearch Laboratories). Los controles negmtse realizaron incubando las
células con PBS + BSA 1% en lugar del anticuerpmamio o, en los casos en que
utilizé el anticuerpo ErbB2 (C-18), se incubd jurdon el péptido competitivo 5X
(Santa Cruz Biotechnology), seguido de la incubacidn los anticuerpos secundarios.

Los nucleos fueron tefildos con DAPI (4',6’-diamuliB-fenilindol) (Sigma) utilizado
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en una dilucion de 2 ng/ml. Cuando las células C4tdBron transfectadas con

hErbB2ANLS, la proteina fluorescente verde de este velg@xpresion fue visualizada
por la imagen fluorescente directa. Para cadantiatdo se analizaron entre 100 y 200
células, y alrededor del 80% mostré el mismo patténlocalizacion celular de la

proteinas visualizadas. Las fotos que se muestralose Resultados ilustran algunas
células representativas de las examinadas. Las imaagkieron obtenidas en un
microscopio Nikon Eclipse E800 (Nikon Instruments)yo limite de resolucion es de
300 nm.

Ensayos de inmunoprecipitacion de la cromatina (CH) y re-ChIP

Se sembraron 3 millones de células por placa de mif0 de diametro, se
transfectaron o no, segun el experimento, se memany en el medio de ayuno
correspondiente a cada tipo celular durante 48 hs7® se trataron o no con HRG o
MPA. Se realiz6 uncrosslinking incubando las células con formaldehido en una
concentracién final de 1% durante 10 minutos a 37%Pda reaccién se detuvo
agregando glicina en una concentracion final derh®Q Luego las células se lavaron
con PBS frio dos veces, se recolectaron de lagaplde cultivo en 1,5 ml de PBS con
inhibidores de proteasas (descriptos previamenigyamdo un scrapper y fueron
precipitadas por centrifugacion y resuspendidag em de buffer hipoténico (HEPES
20 mM [pH 7,9], EDTA 1 mM, EGTA 1 mM). Se centrifid. minuto a 16000 x g para
obtener los nucleos en pellet que se resuspendid en 3@0de buffer de lisis (SDS
1%, EDTA 10 mM, Tris-HCI 50 mM [pH 8,1]). Despuée da lisis los extractos
celulares fueron sonicados en hielo con un sonic&tidrer Scientific, modelo 500.
Recibieron 4 a 6 pulsos de 10 segundos al 20% dengat del sonicador. Se
centrifugaron durante 10 minutos a 16000 x g a éPGpbrenadante se diluy6 10 veces
con buffer de inmunoprecipitacion (Triton X-100 %,1EDTA 1,2 mM, Tris-HCI 16,7
mM [pH 8,1], NaCl 167 mM) y la cuantificacion deopeinas fue determinada por un
ensayo de Bradford (BioRad). Trescientigsde proteina fueron preclareados comué0
de bolitas de agarosa conjugadas a proteina A se@n el anticuerpo a utilizar,
bloqgueadas con ADN de esperma de salmén (MillipoB®)s por ciento de esta
cromatina se reservo comanput’ (ADN total) y se proceso luego junto con los
inmunoprecipitados en el paso de reversion clelsslinking (mas adelante). La

cromatina remanente fue incubada O.N. a 4°C cpg de anticuerpo especifico o con
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IgG de conejo o raton como control negativo (Sigmajs anticuerpos utilizados
fueron: ErbB2 (C-18), Stat3 (C-20), PR (H-190), kbss comprados a Santa Cruz
Biotechnology; CBP/KAT3A (ab2832) de Abcam, y p3ebn RW128), acetil histona
H3 (06-599) y acetil histona H4 (06-866), los tdesMillipore. EI complejo proteina-
ADN-anticuerpo fue precipitado incubando durantesZa 4°C con 8 de bolitas de
agarosa conjugadas a proteina A o0 G, segun coméapdloqueadas con ADN de
esperma de salmén (Millipore). Las particulas deasgaasociadas al complejo fueron
precipitadas por una centrifugacion de 1 minuto@40g. Se lavaron con dos buffers
de lavado diferentes de alta concentracion sa$i5(0,1%, Triton X-100 1%, EDTA
2 mM, Tris-HCI 20 mM [pH 8,1], NaCl 150 mM, y elrotbuffer: SDS 0,1%, Triton X-
100 1%, EDTA 2 mM, Tris-HCI 20 mM [pH 8,1], NaCl 80nM), luego con un tercer
buffer de lavado de baja concentracion salina (Di@6 M, NP-40 1%, deoxicolato 1%,
EDTA 1 mM, Tris-HCI 10 mM [pH 8,1]), y dos lavada®n Tris-EDTA (TE). El
complejo proteina-ADN se obtuvo extrayendo lasipalds de agarosa con 4QDde
buffer de elucion (SDS 1%, NaHGQO,1 M). La reversion dedrosslinkingdel complejo
proteina-ADN se realizo incubando con NaCl 0,2 @58C O.N. Las proteinas de las
muestras fueron digeridas por incubacion conu@e proteinasa K durante 1 hora a
45°C. EI ADN se extrajo con fenol/cloroformo/alcbismamilico y se precipité con 2,5
voliumenes de etanol, 1,25 volumenes de A¢NHO0 pug de glucdogeno durante 30
minutos a -70°C. El ADN fue precipitado por unatdérgacion de 10 minutos a 16000
X g y resuspendido en 10 de HO hexadestilada libre de DNAsas (Promega). Para
cada PCR se utilizaron. Los controles ihput’ se usaron en una dilucion de 1/10.
Para los ensayos de re-ChlP, se utilizaron {§0de cromatina y 8ig de
anticuerpo para la primera incubacion. Los inmungaejos fueron eluidos del ChIP
primario incubandolos con ditiotreitol (DTT) 10 m&d/i37°C durante 30 minutos. Luego
se diluyeron 40 veces con buffer de inmunopred@pitay se re-inmunoprecipitaron
con 8 pg del segundo anticuerpo, incubando O.N. a 4°C.ré&eChIP de los

sobrenadantes se llevo a cabo de manera analagiebChIP primario.

PCR
Para algunos experimentos, el ADN obtenido del Ga&Pamplificado por PCR
convencional en un termociclador BioRad. lmgmers utilizados para amplificar una

region del promotor de ciclina D1 murino que comid sitios GAS (-971, -874, -852 y
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-706) fueron: 5-GGGGGAACACCACCACCCTC-3 y 5'-
GCAACAGCTCAAGATGGTGGCC-3' (como se describio en €anRes. 2006 Mar
1,66(5): 2544-52); los pares deimers 5-GCACCAAAGAGACAGAAC-3' y 5'-
TTAACCGGGAGAAACACACC-3', y 5-AACTTGCACAGGGGTTGTGTS' y 5'-
GAGACCACGAGAAGGGGTGACTG-3' fueron disefiados para pificar dos
regiones del promotor de ciclina D1 humano queienat un sitio GAS (-984) y dos
sitos GAS (568 'y -475), respectivamente; y logrimers 5'-
GATGCCCCCATGTTTGTGAT-3' y 5-GGTCATGAGCCCTTCCACAAT se
disefiaron para amplificar una region codificantegge de GAPDH murino y humano,
como control negativo. El disefio gdemersse realizd con el software “Primer premier”
(Premier Biosoft International). El programa de PgzRa logprimersde ciclina D1 fue:

3 minutos a 96°C, seguido de 30 ciclos de 1 miau®d°C, 40 segundos a 58°C y 40
segundos a 72°C. Para los primers de GAPDH el anugyifue el mismo pero con una
temperatura de hibridacion de 60°C.

Los productos de PCR fueron separados por eleotsafoen gel de agarosa 2%
en buffer TBE conteniendo bromuro de etidio. Lasdas se visualizaron con un
transiluminador de luz UV (Pharmacia Biotech) yceenpararon con un marcador de
fragmentos de ADN de numero de pb conocido. Payanak casos, los productos de
PCR se separaron por electroforesis en gel decptdimida 8% y para visualizar las
bandas se tifieron los geles con plata (Switze)197

Las bandas obtenidas se scanearon, y se midionkidde de cada una con el
programa Image J (National Institutes of HealthAJS as bandas obtenidas con los
primers para ciclina D1 se normalizaron con las bandasnitas del ihput’” (ADN
total) correspondiente. La significancia de lasemihcias de intensidad entre dos

tratamientos se analiz6 realizando un “t test” desiras apareadas.

PCR cuantitativa en tiempo real

El ADN obtenido de los ensayos de ChIP y re-Chle amplificado por
reacciones de PCR en tiempo real, que se realizamorel equipo detector ABI Prism
7500 (Applied Biosystems) utilizand8YBR green PCR master mile Applied
Biosystems. Los primers 5-TTCCGGTGGTCTGGTTCCT-3 y 5'-
GAGACACGATAGGCTCCTTCCTAA-3’ se disefiaron para anfiphr una region del
promotor de ciclina D1 murino que contiene 2 sitiBAS (-971 y -874); 5'-
GGAACCTTCGGTGGTCTTGTC-3' y 5-GAATGGAAAGCTGAGAAACAG GA-
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3’ se disefiaron para amplificar una region del mtemde ciclina D1 humano que
contiene el sitio GAS -984. Estqwimers se disefiaron con el software “Primer
Express” (Applied Biosystems). Lqgwimers utilizados para amplificar la regién del
promotor de ciclina D1 humano que contiene el sitoinicio de la transcripcion, el
sitio GAS -27 y el elemento iniciador (Inr) (amglic “-50”) fueron: 5'-
CGGGCTTTGATCTTTGCTTA-3' y 5-ACTCCCCTGTAGTCCGTGTG=3y para
amplificar la regién que se transcribe del genidiéna D1 (+8000 en el intron 4) los
primers empleados fueron: 5-TGCCACACACCAGTGACTTT-3 y b5-
ACAGCCAGAAGCTCCAAAAA-3'. Ambos pares derimers fueron tomados del
trabajo de I. Eto (Eto 2000). El programa de PCRiempo real fue: 10 minutos a
95°C, seguido de 40 ciclos de 15 segundos a 93°@uto a 60°C. Los numeros de
los ejes de las ordenadas de los histogramas deyOte-ChlIP se calcularon dividiendo
los numeros arbitrarios obtenidos para cada muestréa PCR cuantitativa por el
“input’ (ADN total), estableciendo en 1 los valores ds lauestras sin tratar o
inmunoprecipitadas con IgG, segun el grafico, yeinando las veces de incremento
de ADN inmunoprecipitado relativo a ese punto. ignificancia de las diferencias

entre dos tratamientos se analiz6 realizando testt de muestras apareadas.

Extraccion de ARN, transcripcién reversa y PCR eniempo real

El ARN total fue aislado de las células C4HD crasicen placas de 6 hoyos
previamente transfectadas o no, segun el experimaytinadas durante 48 y tratadas o
no con MPA, utilizando el reactivo TRIzol (Invitreg), siguiendo las instrucciones del
fabricante. EI ARN se cuantificd por espectrofottniaey 1 ug de ARN se sometio a
transcripcion reversa mediante el uso de la enr@tnatranscriptasa SuperScript 11l de
Invitrogen, segun las indicaciones del fabricante.

El ADNc obtenido fue amplificado por PCR en tiempeal. Los primers
utilizados para amplificar el ADNc de ciclina D1 mmo fueron: 5'-
CGCCCTCCGTATCTTACT-3' y 5-CGCACTTCTGCTCCTCAC-3'.ds primersque
se usaron para amplificar el ADNc de GAPDH murinmo control de normalizacion
fueron: 5-CCAGAACATCATCCCTGCAT-3’, 5-GTTCAGCTCTGGATGACCTT-

3’. Las condiciones de ciclado de la PCR y el disdéprimersfueron tal como se
describid en la seccion anterior. Las veces de gidodae la expresion del ARNm de
ciclina D1 se calcularon dividiendo los nUmerosteatios obtenidos para cada muestra

en la PCR cuantitativa por las cantidades obtendkdscontrol interno GAPDH,
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estableciendo en 1 los valores de las muestrasaar y determinando las veces de
incremento de ARNmM relativo a las muestras sinatrata significancia de las
diferencias entre dos tratamientos se analizo zagadio un “t test” de muestras

apareadas.

Ensayos de proliferacion

Para realizar los ensayos de proliferacion corcédislas C4HD, se repicaron las
células creciendo en DMEM-F12 + SFBch 2,5% v/iv +AVIEO nM y se sembraron
4x10* células por hoyo en placas de 96 hoyos de fondwplaas células repicadas se
dejaron adherir durante 24 hs en DMEM-F12 + SFB 1% Dicho medio fue luego
reemplazado por medio de transfeccién suplementadolos diferentes siRNAs vy
vectores de expresion. Luego de 72 hs, las cékdamcubaron durante 48 hs con
DMEM-F12 con o sin HRG o MPA. Para los ensayos idifpracion con las células
BT-474, SK-BR-3 y JIMT-1, se sembraron®I@lulas por hoyo en placas de 96 hoyos.
Se dejaron adherir durante 24 hs en el medio de/@udorrespondiente a cada linea
(como se describid en la seccidén “Medios de culjiyduego se reemplaz6 por medio
de transfeccion suplementado con el plasmido pcDNAZhWErbBANLS. Después de
24 hs, las células se incubaron durante 24 hs aramedio de ayuno correspondiente a
cada linea con o sin HRG y en presencia o ausdecl®ug/ml de trastuzumab. Todos
los ensayos se realizaron por octuplicado. Se @mgllenétodo de incorporacion de
timidina tritiada para evaluar la sintesis de ADbimo medida de la proliferacion
celular. Durante las ultimas 24 hs de incubacionodes los tipos celulares, se aplico
un pulso de JCi de timidina tritiada (NEN, actividad especifi@@ Ci/mmol) en cada
hoyo. Los cultivos se tripsinizaron {@i¢hoyo) y se cosecharon en un cosechador de
células Nunc. La radioactividad incorporada se eah un contador beta de centelleo
liquido (Tri-Carb2800TR, Perkin Elmer) durante 1notb por métodos estandar de
centelleo liquido. Previamente se demostr6 quadarporacion de timidina tritiada se
correlaciona con el nimero de células (Detnal. 1995) siendo de este modo, un
meétodo apropiado para medir proliferacion celdlarincorporacion de timidina tritiada

se muestra como cuentas por minuto (cpm).
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Analisis estadistico

En cada experimento individual se promediaron tiamicados, se calcularon las
cpm = SD (desviacion estandar) y se evalud la fiogmicia estadistica mediante un test
de ANOVA. Para la comparacion de distintos tratamag entre si, se uso el test de
Tukey después del ANOVA.

Andlisis del ciclo celular por citometria de flujo

Células C4HD fueron transfectadas con los plasmidaestransfectadas o no,
segun el experimento, con siRNAs. Luego fueronattas o no con HRG o MPA
durante 48 hs. Se cosecharon para su andlisistporetria de flujo en PBS + EDTA
1% y se fijaron en etanol 70% por 24 hs a 4°Ca8arbn 2 veces con PBS, seguido de
digestion del ARN (RNasa A 50 U/ml) y tincion caduro de propidio (2Qg/ml) por
30 minutos a temperatura ambiente en la oscuridasl.células se analizaron en un
citometro FACScan (Becton Dickinson Biosciences).irilica el porcentaje de células
en cada fase del ciclo celular(G;, S y G/M). El analisis de los datos obtenidos se

realizo utilizando el programa Modfit LT (BectondRinson Biosciences).

Experimentosin vivo

Células C4HD o JIMT-1 fueron transfectadas conpldsmidos y cotransfectadas
0 no, segun el experimento, con siRNAs. Luego de/2&hs de transfeccion se
reemplazé el medio de transfeccion por PBS+EDTA 1qud se mantuvo durante 30
minutos para obtener las células en suspensiérpugssie una breve centrifugacion,
las células fueron resuspendidas en DMEM-F12. Utdmile células C4HD vy 4xf0
células JIMT-1 de cada grupo experimental fue itgee subcutdneamente (s.c.) en
ratones hembras virgenes NIH (&idepara los experimentos de la Primera Parte de
Resultados y en ratones de la cepa BALB/c paraXpsrimentosn vivo de la Segunda
Parte de Resultados. Simultaneamente, los ratoeesrf inyectados s.c. con depot
de 40 mg de MPA en el flanco de la region téraautat opuesto al indculo de células
para los experimentos de la Segunda Parte de Raéss|to bien se les implantd s.c. y
con ayuda de un trécar, yelletde liberacion lenta de 5 pg de HRG (ver descripcio
mas adelante) en el mismo flanco del in6culo delaglpara los experimentos de la
Primera Parte de Resultados. Los animales que igamib células JIMT-1
permanecieron sin tratar. Para los experimentoslamrélulas JIMT-1 de la Primera

Parte de Resultados, cuando los tumores xenogtagasrollados a partir de las células
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transfectadas con el plasmido vacio alcanzaron alamen medio de 40 ninlos
animales fueron divididos al azar en tres grupgeesmentales. Un grupo recibié dos
inyecciones semanales de trastuzumab en dosis deg2@ (400ug por ratén); otro
grupo fue inyectado dos veces por semana con gpsies de IgG humana, y el tercer
grupo permanecio sin tratar. La IgG humana se abtupartir de sangre de donantes
sanos mediante tres precipitaciones sucesivas ¢y50l, y luego se dializd O.N.
contra un volumen 1000 veces mayor de PBS.

Los tumores de todos los experimentos fueron medidses/eces por semana con
un calibre vernier. El volumen tumoral (Mnfue calculado como (L x A/2, donde
L=largo (mm) y A=ancho (mm). La tasa de crecimientmoral fue determinada como
la pendiente de la curva de crecimiento, utilizaeldoftwareGraphPad Prism. Cuando
los animales fueron sacrificados, se extrajerortdosores y se dividié cada tumor en
dos porciones: una fue congelada a -70°C para Ipegjmarar extractos proteicos para
los ensayos d&Vestern Blgty la otra fue fijada en PBS + formaldehido 10%apa
enviar a la patéloga Isabel Frahm (Sanatorio Mag#r Buenos Aires), quien la fijé en
parafina y tifid las secciones histoldégicas con hexiaa-eosina para los analisis
histopatoldgicos. En el caso de los experimentbseatpindo protocolo experimental de
la Segunda Parte de Resultados, los tumores séiedon en cuatro porciones: dos
porciones fueron destinadas para los analisisrrat@écriptos, otro trozo se utilizé para
evaluar el contenido de fluorescencia por citoraetté flujo, y con el cuarto se
prepararon extractos celulares para ensayos de. €ala todos los experiments
vivo también se extrajeron y fijaron ejemplares de pulnganglios, corazén, higado y
pancreas para el examen histolégico (evaluacidonpassencia de metastasis y
toxicidad).

Para preparar extractos proteicos a partir de Uosotes para los ensayos de
Western Blagtlos tumores fueron digeridos mecanicamente pdngen tijeras y luego
con un homogenizador (Ultra-Turrax, Janke & Kunk€h Labortechnik) en buffer de
extraccion con inhibidores de proteasas y fosfatagecibieron 2 pulsos de 15
segundos al 50% de potencia del homogenizador.ektractos fueron centrifugados
durante 45 minutos a 218000 x g a 4°C y se utéizéobrenadante para realizar los
ensayos déVestern Blotcomo se describi6 mas arriba. Para evaluar elenau de
fluorescencia por citometria de flujo, los tumoréseron digeridos primero
mecanicamente con tijeras y luego enzimaticameaitel& solucion descripta en la

seccion “Soluciones utilizadas para los cultivagjitando durante 40 minutos a 37°C y
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se frendé la reaccion con DMEM-F12 + 10% de sueral fbovino (SFB). El
homogenizado se filtré utilizando una malla plastcel filtrado se centrifugd durante 5
minutos a 450 x g. Bbellet se resuspendié en PBS y se realizaron diluciorfes Y.
1:100 en PBS para analizar la fluorescencia eit@hetro de flujo (Becton Dickinson
Biosciences). Para los ensayos de ChlIP, los tunfoegen digeridos mecanicamente
primero con tijeras y luego con el homogenizadoPB® con inhibidores de proteasas
y fosfatasas. Recibieron 5 a 7 pulsos de 15 segumdlo50% de potencia del
homogenizador. Se realizé grosslinkingincubando el homogenato con formaldehido
en una concentracion final de 1%, agitando durdBtminutos a temperatura ambiente.
La reaccion se detuvo agregando glicina en unaecdracion final de 140 mM. Luego
se centrifugd durante 4 minutos a 800 x g a 4°Qodilkt se lavo con PBS frio dos
veces y se resuspendio en 1 ml de buffer hipotélitprocedimiento que se realizé a
continuacion fue como se describié en la secciamsédyos de ChlIP” para las células

provenientes de cultivo.

Analisis estadistico

Los volimenes tumorales se calcularon en’mI8EM (media del error estandar)
y se evalud la significancia estadistica mediantéeeande ANOVA seguido de un test
de Tukey para la comparacion entre distintos grulpas curvas de crecimiento tumoral
se calcularon en mifiia + SEM; se realizé un andlisis de regresiéediny las
pendientes se compararon utilizando un test de ANOdéguido de un test de

paralelismo para evaluar la significancia estazidlie las diferencias.

Preparacion delpellet de HRG

Para desarrollar gbellet de liberacion lenta de HRG nos basamos en trabajos
previos de otros autores (Silberstein y Daniel 198neset al. 1996). Se mezclaron 20
a 25 mg de albumina sérica bovina (Sigma) con 1PdeHRGBL1 liofilizada (R&D
Systems). Por otro lado, el copolimero de acetatetitbno (“Elvax” 40W, obsequio de
Simko S.A.) se disolvié en diclorometano, 20% fdia. mezcla de BSA+HRG fue
disuelta en 125 ul de Elvax+diclorometano, luegodoiegelada en nitrogeno liquido y
se secO al vacio. Hlellet de Elvax seco fue comprimido con pinzas y se cooid
bisturi en 20 trozos que se pesaron, de maneraaglgeuno contenia 5 pg de HRG y
pesaba 1 mg. Como control,palletde Elvax se prepar6é con BSA sola.
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HRG induce la translocacion de ErbB2 al nucleo y saolocalizacion con Stat3

En nuestro laboratorio hemos demostrado que ebrfad¢ crecimiento HRG
induce una fuerte activacion del receptor tirosingnasa ErbB2 en células epiteliales
del tumor mamario murino C4HD y en la linea celudar cancer de mama humano
T47D (Balanaet al. 1999). También demostramos que HRG estimula iaaaidn de
Stat3 en ambos tipos celulares mediante un mecanigra involucra la funcion de
ErbB2 como receptor tirosina quinasa de membrarmaeii et al.2009).

Teniendo en cuenta los hallazgos de Hung y coldboea sobre la localizacion
nuclear de ErbB2 y su funcidon como regulador trapsional (Wanget al. 2004), y
considerando que Stat3 es un factor de transcrip@®aluamos si la interaccion
citosoOlica entre ErbB2 y Stat3 inducida por HRG ddentificamos previamente
(Proiettiet al.2009), ocurre también a nivel nuclear.

En primer lugar, evaluamos la localizacién celuttr ErbB2 modulada por
HRGI1B1. Ensayos de fraccionamiento subcelulawgstern Blotmostraron que el
tratamiento de las células C4HD y T47D con HRG niirauna hora resultd en una
fuerte localizacion nuclear de ErbB2. Estos redoamuestran la localizacion nuclear
de la proteina entera dado que, por un lado, eb peslecular de ErbB2 nuclear
observado en élVestern Blot(185 kDa) es igual al de ErbB2 presente en eletar
celular total, y, por otro lado, un anticuerpo datiegion carboxi terminal y otro contra
la amino terminal de ErbB2 reconocieron a la pratein el extracto nuclear (figura 9 A
y B, primer y segundo panel). Este es el primebdj@ que muestra la migracion
nuclear de ErbB2 enddgeno inducida por ligando.

En trabajos previos mostramos que HRG induce lborfitecion de uno de los
principales sitios de autofosforilacion de ErbBa, tirosina 1222 (la Y1222 de la
proteina humana corresponde al sitio ortdlogo Y1&72a proteina murina) y de un
sitio diferente a los de autofosforilacion, el desi tirosina 877 (Y927 en la proteina
murina) (Proiettiet al.2009), localizado en el lazo de activacion del tdonguinasa de
ErbB2 (Xu et al. 2007). En este trabajo estudiamos el estado deeién de ErbB2
nuclear evaluando la fosforilacion de los residvtg22/1272 y Y877/927. Ensayos de
Western Blotmostraron altos niveles de fosforilacion de ErbBRZlear en ambos
residuos en las células C4HD y T47D (figura 9 A yt&vcer y cuarto panel). La
preincubacion de las células con el inhibidor efijgecde la actividad tirosina quinasa
de ErbB2, AG825, que impide la fosforilacion de B2ben Y1222/1272 y Y877/927
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inducida por HRG (figura 9 C), inhibio significasimente la localizaciéon de ErbB2 en
el ndcleo, mostrando que la activacion de ErbB2umsrequisito absoluto en este
proceso (figura 9 A y B, tercer y cuarto panel)toBsresultados concuerdan con
hallazgos previos en modelos de activacion consttute ErbB2 (Wanget al. 2004).
También se detectd la presencia de ErbB2 en laifraccitosolica luego de la
estimulacién con HRG, sugiriendo que el factor dimiento indujo la translocacion
de ErbB2 desde la membrana plasmatica (fraccidmacetiue no se muestra en la
figura) hacia el citosol y luego al nucleo, siemdés abundante en la fraccion nuclear al
cabo de una hora de tratamiento (figura 9 A y Bner y segundo panel). Los niveles
de fosforilacion de ErbB2 en Y1222/1272 y Y877/98ducidos por HRG fueron
significativamente menores en la fraccion citosolicie en la nuclear (figura 9 Ay B,
tercer y cuarto panel).

Por otro lado, Stat3 fue detectada solamente #adaion citosotlica en las células
C4HD y T47D sin tratar, y el tratamiento con HRG pma hora indujo una fuerte
translocaciéon nuclear (figura 9 A y B, quinto panel

En un trabajo reciente de nuestro laboratorio wmoslizamos en los efectos del
tratamiento por tiempos cortos con HRG sobre eldesde fosforilacion de Stat3, y
observamos un pico en los niveles de fosforilaaéhresiduo tirosina 705 a los 10
minutos de tratamiento (Proiegt al. 2009). En la figura 9 D se observa que Stat3
nuclear se encuentra fuertemente fosforilada en YJ3o de una hora de estimulacion
con HRG. Extractos celulares totales corridos ealel® muestran que la fosforilacion
de Stat3 en Y705 ya es evidente a los 10 minutosratamiento con HRG. Sin
embargo, se detectaron muy bajos niveles de ftef@n en Y705 al cabo de 30
minutos de tratamiento con HRG, mientras que dératxion nuclear Stat3 se encuentra
notablemente fosforilada a ese tiempo (figura 9 Extos resultados indican que al
utilizar extractos celulares totales y, probablemel#bido a la baja contribucion de las
proteinas nucleares en el extracto total sembemouestro estudio previo (Proiedti
al. 2009) se perdio el hecho de que Stat3 se encuesfogilada en el compartimiento
nuclear de células tratadas con HRG durante 30tosnu

Esta ampliamente reportado que la fosforilacionSte3 en tirosina 705 es un
requisito para la migracion de Stat3 hacia el mi¢@arnell 1997; Bromberg y Darnell
2000). Consistentemente, la preincubacion de lhdaséC4HD y T47D con AG825,
gue previene la fosforilacion de Stat3 inducidaidBG (Proiettiet al.2009), resulto en

una inhibicion de la localizacion nuclear de S{@itgura 9 A y B, quinto panel). No se
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detectaron niveles significativos de fosforilacide Stat3 en Y705 en la fraccion

citosolica tras el tratamiento con HRG durante rhiffigura 9 A y B, sexto panel).

A B
Células C4HD Células T47D
fraccion fraccion  extracto fraccion fraccion  extracto
. nuclear _ citosolica total ) nuclear . citosdlica  total
HRG (1hy - : B - + 4 4 HRG (1 h) + + - + + +
AGB25 = i 2 = = % = AGB25 4l & i ' F o
(N) ErbB2 _— — B —85kDa (N) ErbB2 Ll - L BT
{C) ErbB2 p— - S —185kDa (C) ErbB2 - - s —155k0a
pErbB2 = T pErbB2
(Y1272) (Y1222) - .
pErbB2 pErbB2 -
(Y927) bea (Y877) - 9
Stat3 — S —— — Stat3 — — e —
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[ tubulina — —— P tubulina _
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Figura 9. HRG induce la fosforilacién y translocacién nuclase ErbB2 y de Stat¥Xélulas C4HDA) y
T47D (B) fueron pretratadas o no con AG825 100 uM y lueggadas o no con HRG 40 ng/ml durante 1 h.
Se prepararon fracciones citos6licas y nucleaiesu€nta g de proteinas de los extractos nuclg£gsig

de los extractos citosolicos fueron analizados \pestern Blot(\WB). La membrana revelada con fosfo
tirosina (pY) 1272/1222 ErbB2 fue sometidatappingy luego revelada con un anticuerpo que reconoce la
region amino (N) terminal de ErbB2; la revelada pdt927/877, fue luego revelada con un anticuerp® qu
reconoce la regién carboxi (C) terminal de ErbB2a yevelada con pY705 Stat3, se reveld después del
stripping con un anticuerpo anti Stat3 total. Extractos laghs totales fueron corridos en paralelo. Para
controlar la eficiencia del fraccionamiento sublzlge reveldé con un anticuerpo anti histona H3camwor
nuclear, y uno antp tubulina, marcador citosolico. Los WB mostrados sepresentativos de cuatro
experimentos independientes. La densitometria sidbdmdas de pErbB2, ErbB2, pStat3 y Stat3 de la
fraccion nuclear normalizada con histona H3Aely B mostré un aumento significativo de las fosfo-
proteinas y ErbB2 y Stat3 en las células tratadss HRG comparando con las no tratadas, y una
disminucién causada por el AG825 con respecto &ddadas con HRG (p<0,00X). WB de extractos
totales de células C4HD y T47D mostrando que el 285800 uM efectivamente inhibid la fosforilacién de
ErbB2 en los residuos pY1272/1222 y pY927/877 imttupor HRG. Las membranas reveladas con los fosfo
anticuerpos fueron sometidastappingy luego reveladas con el anticuerpo contra Erladl.D. Células
C4HD se trataron con HRG 40 ng/ml por los tiemmolicados y luego se realizaron fracciones nucleares
extractos proteicos totales. Cincuenta pg de pradede los extractos nucleares y 25 ug de loscodra
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totales fueron analizados por WB. La membrana aeigeton pY705 Stat3 se revel6 despuésstriplping

con un anticuerpo anti Stat3 total. Los experimemmstrados e€ y D son representativos de tres. La
densitometria de pErbB2 normalizada con ErbB2 Genmostr6 un aumento significativo de la
fosforilacién en las células tratadas con HRG caomnpdo con las no tratadas, y una disminucion de la
fosforilacién causada por el AG852 con respectsarhtadas con HRG (p<0,001).

A continuacion evaluamos si el tratamiento con HRéce la colocalizacion de
Stat3 y ErbB2 en el compartimiento nuclear mediamgayos de inmunofluorescencia
y microscopia confocal. Consistente con nuestrosides de fraccionamiento
subcelular yWestern Blgten ausencia de HRG, la mayor parte de ErbB2csdiz6 en
la membrana plasmatica de las células C4HD y T4ignré 10 A y B, primera fila,
primera columna). Luego del tratamiento con HRGadte 30 y 60 minutos, se detecto
una leve tincién de ErbB2 en el citosol y una clacalizacion de ErbB2 en el nicleo,
visualizada como un patrén punteado, que corregp@ndrandes acumulaciones de
ErbB2 concentrado en focos (figura 10 A y B, segupdercera fila, primera columna).
La inhibicion de la fosforilacion de ErbB2 con ehibidor farmacolégico AG825
resulté en un bloqueo de la translocacion nucleaEdbB2 en ambos tipos celulares
(figura 10 Ay B, cuarta fila, primera columna).

Por otro lado, Stat3 se encontrd difusamente p@déi en el citosol de las células
C4HD y T47D sin tratar (figura 10 A y B, primerdafi segunda columna). La
estimulacion con HRG por 30 y 60 minutos provoca orarcada translocacion de Stat3
hacia el nucleo (figura 10 A y B, segunda y terddea segunda columna), que fue
inhibida por el pretratamiento de las células c@B825 (figura 10 A y B, cuarta fila,
segunda columna), consistente con el hecho de dpg2Buega un rol como inductor
rio arriba de la fosforilacion de Stat3 [(Proiettial. 2009) y figura 9 Ay B].

Estos resultados también muestran que el tratamnéenambos tipos celulares con
HRG durante 30 y 60 minutos resulté en una notedii@calizacién nuclear de ErbB2 y
Stat3, evidenciada por los focos amarillos ennaégenes superpuestas (figura 10 Ay
B, segunda y tercera fila, tercera columna y remsdResulta interesante destacar que
parte de ErbB2 nuclear no colocaliz6 con Stat3 gewérsa, y que no se observo
colocalizacion de ErbB2 y Stat3 en el citoplasmaa &l tratamiento con HRG por 30 a
60 minutos. Teniendo en cuenta el bajo nivel ddofdacién citosodlica de ambas
proteinas (figura 9 A y B), estos hallazgos sugiepee ErbB2 y Stat3 solo colocalizan
cuando ambas estan fuertemente fosforiladas. Estto éde acuerdo con nuestros

resultados previos donde se muestra que luegoratahtiento con HRG durante 10
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minutos, Stat3 y ErbB2 se encuentran en el citopdasaltamente fosforiladas y
notablemente colocalizadas (Proiedti al. 2009). En estos estudios se analizaron
aproximadamente 100 a 200 células para cada textéamy alrededor del 80% mostré
el mismo patrén de localizacion celular de StaBBrlyB2. En las figuras 10 Ay B se

muestran algunas células representativas de lasiexdas.

A B
Células C4HD Células T47D
Superposicion Superposicidn
ErbB2 Stat3  ErbB2/Stat3 DAPI ErbB2 Statd3  ErbB2/Stat3 DAPI
Sin tratar
Recuadro Recuadro
HRG, - "

30 min

HRG,1h

AG825 +
HRG, 1h

Figura 10. HRG induce la colocalizaciéon nuclear de ErbB2 yt&t&élulas C4HDA) y T47D B) fueron
pretratadas o no con AG825 100 pM, luego tratadadHikRG 40 ng/ml durante los tiempos indicados y por
ultimo, fueron fijadas en metanol. ErbB2 fue lazadio utilizando un anticuerpo policlonal de corsgguido

de la incubacion con un anticuerpo secundariolg@tide conejo conjugado con Alexa 488 (verde).3Stat
fue identificada con un anticuerpo monoclonal d®maseguido de la incubacién con un segundo
anticuerpo anti IgG de ratén conjugado con rodar@ioj@). En cada fila se muestran las mismas cglula
y las imagenes en los paneles de la tercera colestaa formadas por superposicion de las imagenes d
los otros dos paneles de la izquierda en la migiamalbs nicleos fueron tefiidos con DAPI (azul). IR
indujo colocalizacion de Stat3 y ErbB2, evidencipdael color amarillo (colocalizacién de las towgés

roja y verde) en el nicleo celular. Las areas mh@tas se muestran en detalle en los recuadras de |
derecha. Experimentos controles demostraron quénayoreactividad cruzada entre los anticuerpos
secundarios anti IgG de conejo y anti IgG de ratbrmarca detectable con los segundos anticuerpos
solos (datos no mostrados). Estas imagenes soesegpiativas de cuatro experimentos independientes.
Barras de escala: 10 pm.

La asociacion fisica entre ErbB2 y Stat3 en el cotmpento nuclear fue
examinada mediante experimentos de coinmunopracipit. Extractos proteicos
nucleares de células C4HD tratadas o no con HRGnteiruna hora fueron
inmunoprecipitados con un anticuerpo anti ErbB2eyraalizé elWestern Blotcon
anticuerpos anti Stat3. Se inmunoprecipité IgG caomtrol de especificidad. La figura

11 A muestra que el tratamiento con HRG indujo wtiacion entre las formas totales
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y fosforiladas de ErbB2 y Stat3 en el nucleo. Coalod extractos proteicos nucleares
fueron inmunoprecipitados con un anticuerpo anttZHtHRG también indujo la
interaccion entre las formas totales y fosforiladesrbB2 y Stat3 (figura 11 B).

A f it | galracio B extracto
: FRCHIERY FBIERE i total ; fraccion nuclear g
HRG(1h) - + + + = —
HRG (1 h) oo+t
I . ; d
selte EmB2 (v1272) [ =
Stats I g p— ErbB2 E’ d o .
pY g T — pStat3 (Y705) — i :
— Stat3 — iR q
ErbB2 B I L {
z IP: Stat3  IP; IgG

IP: ErbB2 IP: IgG

Figura 11. HRG induce la asociacion fisica entre ErbB2 y S@i3l nicleoDoscientos cincuentag de
proteina de extractos nucleares de células C4H@ad@a o no con HRG 40 ng/ml por 1 h se
inmunoprecipitaron con un anticuerpo anti ErbB2 ¢ anti Stat3E) o con inmunoglobulina G (IgG) de
conejo como control de especificidad. Los inmungaejos se analizaron por WB con los anticuerpos ant
fosfo-proteinas indicados. Las membranas fuerajplsemetidas strippingy reveladas con los anticuerpos
contra las proteinas totales. Extractos celulaytdes fueron corridos en paralelo. Este experionéune
repetido tres veces con resultados similaresnifRunoprecipitacion.

La translocacion de ErbB2 y Stat3 al nucleo inducid por HRG ocurre de manera

independiente una de la otra

Con el propoésito de estudiar si la inhibicion dddealizacion de ErbB2 en el
nacleo afecta la translocacion nuclear de Stat3ardellamos una estrategia de
reconstitucion de ErbB2. Células C4HD fueron tractfdas con RNAs cortos de
interferencia (siRNAs) dirigidos contra el produgénico de ErbB2, disefiados para
silenciar selectivamente la expresion de ErbB2 maurilLas células fueron
cotransfectadas en combinacién con un vector deesiim de ErbB2 humano salvaje
(wild-type WT), denominado hErbB2WT, o con un vector de egjgn de una mutante
de ErbB2 humano incapaz de translocar al naclegueotiene delecionado el dominio
de localizacién nuclean(clear localization domajn\NLS), denominado hErbRALS
(Giri et al. 2005). La transfeccion de las células con 25 nMiBNAS resulté en un

80% de silenciamiento de la expresion de la prat&imB2 (figura 12 A). Se evaluaron
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también mayores concentraciones de siRNAs (50 y ARl sin un aumento
significativo de los niveles de silenciamiento deskpresion de la proteina (figura 12
A). Como control de especificidad, células T47Drdéuetransfectadas con los siRNAs
contra ErbB2 murino, sin tener efecto sobre la @xipn de ErbB2 humano (figura 12
B). Para reconstituir la expresion de ErbB2, célll@HD fueron cotransfectadas con
distintas cantidades de los plasmidos hErbB2WTBEANLS. La transfeccion con 2
ug de vector fue suficiente para alcanzar los as/éle expresion de ErbB2 enddgeno
de raton (figura 12 C). Por lo tanto, los siguisnégperimentos fueron realizados en
células C4HD en las que la expresion de ErbB2 esmgnurino fue silenciado con 25
nM de siRNAs de ErbB2 y la expresion de ErbB2 humndoe reconstituida
transfectando con 2 g de los vectores de expré&idoB2WT o hErbBANLS. Como
control, las células fueron transfectadas con wrencia de siRNA que no esta
dirigida contra algun producto génico conocido RControl) y cotransfectadas con
el pldsmido vacio del hErbB2WT (pMel8SM) o del HE2ZBNLS (pEGFP-NL1).

- B
Ceélulas C4HD Células T47D
siRNA Control (100 nM) - i = = - siRNA Control (25 nM) - i
siRNA ErbB2 (nM) 2 - 25 50 100  RNAEMbB2 (25 nM) ) ) r
ErbB2 e we— ErbB2 sl el
ACting o e o= o a— ACHNE | w— — —
C
Células C4HD
siRNA Contral - + - - = = = = 2
siRNA ErbB2 - T T . T
hErbB2WT (ug) - - - 0k 4 2 - - -
hErbB2ANLS (ug) - : : s : = 0 1 2
ErbB2 = = S o e —

ACHNG  — —y— o— —-——‘

Veces de aumento 1 02 05 06 1 05 07 09

Figura 12. Estrategia de reconstitucién de ErbB2 Células C4HD fueron transfectadas durante 72hs c
las cantidades indicadas de RNAs de interferestRNAs) dirigidos contra ErbB2 murino o con siRNA
control como control de especificidad. Los extracfwoteicos se analizaron por WB utilizando un
anticuerpo contra ErbB2 y uno contra actina comurobde carga y de especificidad del silenciantient
La densitometria de las bandas mostré un silenerzmide ErbB2 del 80-90% (p<0,00B). Control de
especificidad de los siRNAs contra ErbB2 de ratértractos proteicos de células humanas T47D
transfectadas con 25 nM de siRNA contra ErbB2 d&NgiRControl se sometieron a WB con anticuerpos
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contra ErbB2 y actinaC. Células C4HD fueron transfectadas con los siRMAsErbB2 o control, y
cotransfectadas con las cantidades indicadas daldemidos de expresiéon hErbB2WT o hErbBR.S
durante 72 hs. La cantidad total de ADN transfextag estandarizada agregando los plasmidos vacios
pMel8SM o pEGFP-N1. Se muestran los resultadosaddehsitometria de las bandas de ErbB2
normalizadas con las de actina, expresada coma decaumento respecto al control sin silenciarade |
segunda calle. Los experimentos se repitieron dntiey cuatro veces con resultados similares. La
densitometria de las bandas de ErbB2 normalizagiasctina mostré una disminucion significativa de
ErbB2 en las células transfectadas con siRNA cditb®2 enA y C comparando con las transfectadas
con siRNA control, y un aumento de ErbB2 causaddaaotransfeccion con 1y 2 ug de hErbB2WT y
hErbB2ANLS comparando con las transfectadas con siRNA E(pB0,001).

El tratamiento con HRG durante 10 minutos resuftdigeles de fosforilacion de
hErbB2ANLS en Y1222/1272 y Y877/927 comparables con log quesentaron
hErbB2WT y la proteina endogena (figura 13, prirgetercer panel). De manera
similar, hErbBANLS fue capaz de inducir la fosforilacion de St&3 Y705 en
respuesta al tratamiento con HRG (figura 13, qupdael). Estos resultados indican
gue hErbBANLS conserva su actividad de tirosina quinasariséi¢a intacta, como ya
fue descripto por Hung y colaboradores (@irial. 2005), y ademas identifican su rol
como activador rio arriba de la fosforilacion datStinducida por HRG. También se
describié que esta mutante de ErbB2 mantiene sacwhgu de activar la via de las
MAPK (Giri et al.2005).

HRG (10 min) - i i 3 i i Figura 13. La mutante hErbBENLS induce
siRNA Control - + - - la fosforilacién de Stat3 en respuesta a HRG
siRNAErbB2 - - - + + + A
hEBESNT i i " ) 5 . Células C.4HD fueron transfectadas .con 25
RErbB2ANLS - 2 = = + nM de siRNAs contra ErbB2 murino o
pErbB2 / siRNA control y cotransfectadas con 2
(Y1222/1272) i e B pg/ml de hErbB2WT, hErbBINLS o
ErbB2 s @D e -— o= plasmido vacio durante 72 hs, y después de
24 hs de ayuno fueron tratadas con HRG 40
pErbB2 ng/ml durante 10 min. Los extractos
(Y877/927) ~— - e Y

- proteicos fueron analizados por WB con

ErbB2 | N N P B anticuerpos anti fosfo tirosina de ErbB2 y de

Stat3, y después dsfrippinglas membranas

fueron reveladas con anticuerpos contra las

Stat3 proteinas totales. Se muestra actina como
control de carga y de especificidad de los
tratamientos. El experimento es represen-
tativo de tres que se realizaron.

pStat3 (Y705) P — J——

ACHING oo s s TS SN S
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Consistente con los primeros trabajos del labaatte Hung donde identificaron
el dominio de localizacion nuclear de ErbB2 y disefiay describieron la mutante
hErbB2ANLS (Giri et al. 2005), nuestros estudios de microscopia confatalétulas
C4HD reconstituidas con hErbBRILS evidenciaron que, luego del tratamiento con
HRG, la mutante de ErbB2, que esta etiquetada aoprdteina fluorescente verde
(GFP), migré desde la membrana plasmatica hacitadol, pero no fue capaz de
translocar al nacleo (figura 14, primera columrin embargo, en estas células se
detectd una clara migracion de Stat3 desde elatit@ia el nucleo inducida por HRG
(figura 14, segunda columna). Esto indicaria quemlgracion de Stat3 al nucleo

mediada por HRG ocurre independientemente derdalteacion nuclear de ErbB2.

Celulas C4HD+siRNA ErbB2+hErbB2ANLS

GFP Superposicion
(hErbB2ANLS) Stat3 GFP/Stat3 DAPI

Sin tratar

HRG, 1 h

Figura 14. La importacion nuclear de Stat3 inducida por HRGrelependiente de la migracion nuclear de
ErbB2 Células C4HD fueron cotransfectadas con 25 nMidBIAs contra ErbB2 murino y con 2 pg/ml
de hErbBANLS durante 72 hs; después de 24 hs de ayuno fumtadas o no con HRG 40 ng/mi
durante 1 h y por Ultimo, fueron fijadas en metaha proteina fluorescente verde (GFP) del vector
hErbB2ANLS fue visualizada por fluorescencia directa. Htétle identificada con un anticuerpo
monoclonal de raton seguido de la incubacion cosagundo anticuerpo anti IgG de ratén conjugado
con rodamina (rojo). Los nudcleos fueron tefiidos &Pl (azul). Imagenes representativas de tres
experimentos independientes. Barras de escalamlO p

La imagen superpuesta de las células tratadas &G Kigura 14, tercera
columna) refuerza nuestros hallazgos que indicanlgudosforilacién tanto de ErbB2
como de Stat3 es necesaria para que ambas proteinaalicen. Entonces, a pesar de

que las dos proteinas estan presentes en el sopléras la estimulacion con HRG
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durante una hora, solo hErbB2LS se encuentra fosforilada, ya que la fraccion de
Stat3 que permanece en el citoplasma a la horaatimiento con HRG, no esta
fosforilada, como se muestra en la figura 9 A.

Una vez caracterizada la mutante hErhBRS como un receptor ErbB2 que
mantiene sus funciones citoplasmaticas y de memkrdaetas pero es incapaz de
migrar hacia el nucleo, estudiamos los efectos deBHANLS sobre la localizacion
subcelular de ErbB2 enddgeno de células C4HD atitlp microscopia confocal.
Células C4HD fueron transfectadas con hEBRS pero en este caso no se silencio
la expresion de ErbB2 enddgeno con siRNAs. hEAMBZS fue visualizada por
fluorescencia verde directa, ya que esta etiguetadaGFP, y ErbB2 enddgeno fue
identificado utilizando un anticuerpo que reconespecificamente ErbB2 murino y no
el humano. En la figura 15 se observan dos poblesialistintas de ErbB2: la que
corresponde a la mutante hErBAL_S (verde) y la de ErbB2 enddgeno de raton (rojo).
Nuevamente el tratamiento con HRG indujo una migrade hErbBANLS hacia el
citoplasma pero no al nucleo de las células queesap ErbB2 endogeno (figura 15,
primera columna). Interesantemente, la expresion héd@bB2ANLS inhibio la
translocacién nuclear de ErbB2 enddgeno murinoui@gls, fila inferior, células
sefialadas con las flechas continuas). La imagenrmgsta de la figura 15 (fila
inferior, tercera columna) muestra la marcada €lifeia de la localizacién subcelular de
ErbB2 enddgeno en respuesta a HRG entre célulasDC#lnsfectadas con
hErbB2ANLS (sefaladas con flechas continuas) y células trsinsfectar (flecha
discontinua). En el primer caso, tanto hErARRS como el endégeno murino
permanecieron en el citoplasma tras el tratamieotoHRG y colocalizan fuertemente.
En el segundo, se detectdé una clara migracion deBZmurino hacia el nucleo en
ausencia de hErbBALS. Estos resultados indican que hErAB2S funciona como
un inhibidor dominante negativo de la translocaciaolear de ErbB2 endbgeno.
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Células C4HD

GFP Superposicion
(hErbB2ANLS) ErbB2 murino GFP/ErbB2 DAPI

Sin tratar

Figura 15. La mutante hErbB2NLS funciona como un inhibidor dominante negatigdadtranslocacion
nuclear de ErbB2 enddgen&élulas C4HD que conservan la expresion endégen&rbB2 fueron
transfectadas con 2 pg/ml de hErldBR_S durante 72 hs; después de 24 hs de ayuno ftratadas o no
con HRG 40 ng/ml durante 1 h, y fijadas en metadmmIGFP del vector hErbBALS fue visualizada por
fluorescencia directa. ErbB2 enddgeno de ratondiemetificado con un anticuerpo monoclonal de rajde
reconoce el receptor murino y no el humano (F-Jg,Sdnta Cruz Biotechnology), seguido de la
incubaciéon con un segundo anticuerpo anti IgG dénraonjugado con rodamina (rojo). Flechas
continuas: células transfectadas con hEAMIZS; flecha discontinua: célula que no tomo el gectos
nucleos fueron tefiidos con DAPI (azul). Imagengsesentativas de tres experimentos independientes.
Barras de escala: 10 pm.

Con el objetivo de evaluar si la inhibicion de ifanslocacién nuclear de Stat3
afecta la de ErbB2, nos basamos en hallazgos teside nuestro laboratorio en los que
mostramos que Jakl y Jak2 participan en el mecamnignactivacion de Stat3 inducida
por HRG y que, en este mecanismo, ErbB2 actla denmagerarquica rio arriba de las
quinasas Jaks (Proiettt al. 2009). En linea con nuestros resultados previgis)as
C4HD que fueron pretratadas con un inhibidor faolégico de las quinasas Jaks y
luego tratadas con HRG durante 10 minutos, mostrarna inhibicion en la
fosforilacion en tirosina de Jakl, Jak2 y Stat3,adectar la activacion de ErbB2 (figura
16).

72



Tesis Doctoral Lic. Wendy Béguelin Resultados

Pl:g_((jwéﬂif? ; i Figura 16. Jakl y Jak2 participan del mecanismo de activacion
il i i * de Stat3 inducida por HRGCélulas C4HD fueron pretratadas o
pErbB2 (Y1272) ~4 e no con 1uM del inhibidor de Jak antes del tratamiento corGHR

ErbB2 - 40 ng/ml por 10 min. Los extractos proteicos fueamalizados
plak1 | : por WB con anticuerpos anti fosfo tirosina de ErpBak1, Jak2
(Y1022/1023) | - .y Stat3, y después dstripping las membranas fueron reveladas

Jaki m con anticuerpos contra las proteinas totales. d&sgterimento fue

pJak2 repetido tres veces con resultados similares. Isittenetria de
(Y1007/1008) | T ? "'_- las bandas de las fosfo-proteinas normalizadadasoproteinas
i totales mostré un aumento significativo de la fakfoion de
R m ErbB2, Jaks y Stat3 en las células tratadas con Efft@arando
FYS?‘S,‘;; = con las no tratadas, y una disminucion de la fdafoén de Jaks
y Stat3 causada por el inhibidor de Jak con respetas células

Slald e === otadas con HRG (p<0,01).

La figura 17, panel inferior, muestra que la inbidn de la fosforilacion de Stat3
en Y705 previno la translocacion de Stat3 hacia(elleo inducida por HRG. Sin
embargo, la localizacion nuclear de ErbB2 indugdaHRG no se vio afectada en las
células pretratadas con el inhibidor de Jaks, ardio que la migracion nuclear de
ErbB2 mediada por HRG puede ocurrir independientéenede la localizacion
subcelular de Stat3.

Superposicién
ErbB2 Stat3 ErbB2/Stat3 DAPI

Sin tratar

Inhibidor de Jak +
HRG, 1 h

Figura 17.La importacion nuclear de ErbB2 mediada por HR@hegpendiente de la translocacion nuclear
de Stat3Células C4HD fueron pretratadas o no coml¥0del inhibidor de Jak, luego tratadas con HRG 40
ng/ml por 1 h, y fijadas en metanol. ErbB2 y Sfatdon localizados como en la figura 10. Los niglse
tineron con DAPI (azul). Estas imagenes son reptateas de tres experimentos independientes. 8arra
de escala: 10 um.
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HRG migra al ndcleo e induce la translocacion de ExB3 y la asociacion con
ErbB2 en el ndcleo

Como se explico en la introduccion, HRG es el ldgade ErbB3 y ErbB4. ErbB2
es un receptor huérfano, y su funciéon principal l&sde correceptor, siendo el
compafero preferido para heterodimerizar con laosadeErbBs. Si bien ErbB4 tiene
mayor afinidad por HRG que ErbB3, el heterodimerbB2/ErbB3 tiene mayor
afinidad que cualquiera de las moléculas por sepafalimandiet al. 1995; Pinkas-
Kramarskiet al. 1996). Teniendo en cuenta estos antecedentes ga@ue describimos
en un trabajo previo del laboratorio, las céluld§ D expresan altos niveles de ErbB3
(Proietti et al. 2009), se evaluo la interaccion entre ErbB2, ErlyBBRG en estas
células.

Ensayos de inmunofluorescencia y microscopia cahfoostraron que en células
creciendo sin suero y en ausencia de HRG exdgamaayor proporcion de ErbB3 se
encuentra en la membrana plasmatica, colocalizanddgunos puntos con ErbB2 que,
como se mostré en la figura 10 B, también se Ipaatin la membrana (figura 18,
primera fila). El tratamiento con HRG durante unaahiadujo una fuerte translocacion
de ErbB3 y ErbB2 al nucleo (figura 18, segundad).fila estimulacion resultd en una
significativa colocalizacion nuclear de ErbB2 y B® evidenciada por los focos
amarillos en las imagenes superpuestas (figuraeiinda fila, recuadro). También se
observé una moderada colocalizacion de ErbB2 y BreB el citoplasma. Estos
experimentos fueron realizados con un anticuerpaacional anti ErbB2 hecho en
ratdbn que reconoce la porcion amino terminal deépeor, y en los mostrados en la
figura 10 B se utiliz6 un anticuerpo policlonal hecen conejo dirigido contra la
porcién carboxi terminal de ErbB2. Ambos anticustpdirigidos contra los dos
extremos del receptor, reconocieron ErbB2 nucleacéulas estimuladas con HRG,
demostrando una vez mas que bajo estas condi@bneseptor no se cliva, sino que se

transloca entero al nucleo.
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Superposicion
ErbB2 ErbB3 ErbB2/ErbB3 DAPI

o ..
o ..

Figura 18. HRG induce la colocalizaciéon nuclear de ErbB2 yB3bCélulas T47D fueron tratadas o no con
HRG 40 ng/ml por 1 h y fijadas en metanol. ErbBg2 focalizado utilizando un anticuerpo monoclonal
hecho en ratén seguido de la incubacion con umrweTpo secundario anti IgG de ratén conjugado con
rodamina (rojo). ErbB3 fue identificado con un enérpo policlonal de conejo seguido de la incubacio
con un segundo anticuerpo anti IgG de conejo camjogcon Alexa 488 (verde). Los nucleos fueron
tefiidos con DAPI (azul). HRG indujo colocalizacidle ErbB2 y ErbB3, evidenciada por el color
amarillo, en el citosol y nicleo celular. El areguadrada se muestra en detalle en el recuadra de |
derecha. Imagenes representativas de tres expaoisniedependientes. Barras de escala: 10 um.

Recuadro

Por otro lado, se encontraron minimos niveles deGHBndogena, casi
indetectables, en el citosol de las células T4 #Dtrsitar (figura 19, primera fila). El
tratamiento de las células con HRG exdgena durardéhora resultd en su localizacion
nuclear ademas de la de ErbB2, y en una muy faettealizacién nuclear, casi total,

de ambas moléculas (figura 19, segunda fila, recyadr

Superposicion
ErbB2 HRG ErbB2/HRG DAPI

Sin tratar

Recuadro

HRG, 1 h

Figura 19. HRG migra al ndcleo y colocaliza con ErhB2élulas T47D fueron tratadas o no con HRG 40
ng/ml por 1 h y fijadas en metanol. ErbB2 fue la@alo como en la figura 18. HRG fue identificada co
anticuerpo policlonal de conejo seguido de la imcidn con un segundo anticuerpo anti IgG de conejo
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conjugado con Alexa 488 (verde). Los nucleos fuetefidos con DAPI (azul). HRG y ErbB2
colocalizaron en el nicleo, evidenciado por el calnarillo. El area recuadrada se muestra en degall

el recuadro de la derecha. Imagenes representatevasiatro experimentos independientes. Barras de
escala: 10 um.

Para corroborar si existe una asociacion fisiceedatbB2, ErbB3 y HRG en el
compartimiento nuclear, se realizaron experimentes coinmunoprecipitacion.
Extractos proteicos nucleares de células T47Ddsst@ no con HRG durante una hora
fueron inmunoprecipitados con un anticuerpo antiB2ry se realizé elWestern Blot
con anticuerpos anti ErbB3 y anti HRG. Se inmuncipi® 1gG como control de
especificidad. La figura 20 A muestra que el tragamto con HRG indujo una
asociacion entre ErbB2 y ErbB3 (primer panel) yeelirbB2 y HRG (segundo panel)
en el nacleo. Cuando los extractos proteicos ntedefueron inmunoprecipitados con
un anticuerpo anti ErbB3, HRG también indujo leeiatcién entre ErbB3 y ErbB2
(figura 20 B, primer panel). Resulta interesantetraogjue en estos extractos nucleares
también se encontré una asociacion entre ErbB3aiB8 tn células estimuladas con
HRG (figura 20 B, segundo panel). Estos resultaddss mostrados en las figuras
anteriores, sugieren que el estimulo con HRG indadermacioén de heterodimeros
ErbB2/ErbB3 que translocan al compartimiento nucjeato con el ligando, donde

interactian con Stat3 para formar complejos nuetear

A extracto B extracto

fraccion nuclear total

HRG(1h) - ¥ F ¥

ErbB3

fraccion nuclear total

HRG(1h) - + ¥

ErbB3 |

IP: ErbB3 IP: IgG

IP: ErbB2

Figura 20. Asociacion fisica entre ErbB2, ErbB3 y HRG en elex Doscientos cincuentgg de proteina

de extractos nucleares de células T47D tratadas @a»n HRG 40 ng/ml por 1 h se inmunoprecipitaron
con un anticuerpo anti ErbB2) o anti ErbB3 B) o con IgG de conejo como control de especificidad.
inmunocomplejos se analizaron por WB con los aetjmos indicados. Diez porciento de los extractos
inmunoprecipitados fueron revelados con los misiaticuerpos con los que se inmunoprecipitd para
controlar la eficiencia de la técnica. Este experita se repitio tres veces con resultados simildRes
inmunoprecipitacion.
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ErbB2 y Stat3 participan en el mecanismo de la expsion de ciclina D1 inducida
por HRG

A continuacion nos propusimos estudiar las consegag bioldgicas de la
interaccion entre Stat3 y ErbB2 en el ndcleo. Rolado, a pesar de que la funcién de
Stat3 como factor de transcripcion es ampliamept®adda, los coactivadores que
modulan su actividad transcripcional permanecero mstudiados. Por otro lado, los
primeros hallazgos de Hung y colaboradores mostrarool de ErbB2 como factor de
transcripcion describiendo su unién a secuencipscéficas en el ADN, denominadas
HAS (por HER-2 associated sequelceero la capacidad de ErbB2 de actuar como
coactivador transcripcional permanece completamel@sconocida. Por lo tanto,
postulamos la hipotesis de que ErbB2 podria modeilasrecimiento del cancer de
mama actuando como coactivador de Stat3. A traeébudquedas bibliogréficas y
estudios in silico utilizando un software con bases de datos (Matinspector,
http://www.genomatix.de), identificamos genes viados al cancer que contuvieran en
sus promotores elementos respondedores a Stathpesibios HAS. Encontramos al
gen de ciclina D1 como un buen candidato a anatiaeque contiene sitios de unién a
Stat3 pero no a ErbB2 en su promotor proximal.i@acD1 es un gen particularmente
atractivo porque su rol en el crecimiento del cadeemama y la capacidad de HRG de
inducir su expresion en lineas celulares de cateenama, han sido bien reportados
(Fiddeset al. 1998; Neveet al.2002; Ostrandest al.2007; Yanget al.2008).

Primero se evalud la modulacién de la expresidohaderoteina ciclina D1 por
HRG en cultivos primarios de células epitelialestdmor C4HD, mediante ensayos de
Western Blat El tratamiento con HRG desde 6 hasta 48 hs inthujexpresion de
ciclina D1, observandose el maximo nivel de expresa las 48 hs (3 veces) y
declinando a las 72 hs (figura 21 A).
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A B
Celilas GAHD Células T47D
Tiempo (hs) 6 12 24 48 72
- 6 12 24 48 T2
HRE . 2 = =+ = B = o4 = =% HRG (hs)
Ciclina D1 [N T~
Cicling D1 | wm v i — - — iclina —— -

; ACHNG | o — — ——
ACHNG e e e e e w— —— — —

Veces de aumento 1 1,2 16 24 3 1.4
Veces de aumento 14 2.5 2.8 31 1.9

Figura 21. HRG induce la expresion de la proteina ciclina. @Elulas C4HD A) o T47D 8) fueron
tratadas con HRG 40 ng/ml durante los tiempos &ultis. Los extractos proteicos se analizaron por WB
utilizando un anticuerpo contra ciclina D1 y unaira actina como control de carga y de especifitida
del tratamiento. Se muestran los resultados denaitbmetria de las bandas de ciclina D1 normadzad
con las de actina, expresada como veces de aumendoproteina por el tratamiento con HRG respecto
al control sin tratar. Los experimentos se repitiercuatro veces con resultados similares. La
densitometria mostr6 un aumento significativo ddir@ D1 en las células tratadas con HRG por 12
(p<0,01), 24 y 48 hs (p<0,001) comparando con ¢tesatadas.

En células de cancer de mama y prostata se ha ttadwsgjue la activacion del
promotor de ciclina D1 es estimulada por formasSte3 y ErbB2 constitutivamente
activas (Lesliest al. 2006; Casimircet al. 2007). Entonces nos propusimos determinar
la participacion de ErbB2 y Stat3 en la regulagéaitiva de la expresiéon de ciclina D1
por HRG. La inhibicién de la activacion de ErbB2lucida por HRG utilizando el
inhibidor farmacolégico AG825 o el silenciamiento lde expresion de ErbB2 con
siRNAs inhibieron significativamente la expresion @elina D1 mediada por HRG
(figura 22 A). El bloqueo de la activacion de Sted® el inhibidor farmacologico de las
quinasas Jaks o el silenciamiento de la expres@rStt3 también impidieron el
aumento de los niveles de expresion de ciclinaraigido por HRG. El panel de la
derecha de la figura 22 A muestra que el siRNAreo8tat3 efectivamente silencié en
un 90% la expresion de Stat3. Estos resultadostranegue ciclina D1 es un gen cuya
expresion es regulada por HRG a través de un nwmuoandependiente de ErbB2 y
Stat3. También encontramos que HRG modula posigwnéenla expresion de la
proteina ciclina D1 en células T47D via ErbB2 wStfigura 21 By 22 B).
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A
Celulas C4HD
HRG (48 hs) = * & £ 4 £ &
AG825 - -+ - -
siRNA ErbB2 - - + - - -
Inhibidor de Jak - = = = = e siRNA Control - + -
siRNA Stat3 = = o= o= o= s siRNAStat3 - -+
siRNA Control = = - - - - + S
il 4 Stat3 s :
Ciclina D1 | Sl S — o - e ..
Actina ACHNG | w— c——
e e — e e
Veces de aumento 1 31 = 55| 09 12 108 3
B
Ceélulas T47D
HRG (48 hs) - . A S A+
AGB25 - = £ =
Inhibidor de Jak - = + . -
S?RIN;R cé)ronejtrola S siRNA Control -+~
siRNA Stat3 = . — - - + siRNA Stat3 - - #
Ciclina D1 [ el s . — Statd | s w—
ACHNE  — — — — — — ACHING | e s —

Veces de aumento 1 3 1.8 17 29 09

Figura 22. La expresion de ciclina D1 es inducida por HRG avés de un mecanismo dependiente de
ErbB2 y Stat3Células C4HD A) o T47D B) fueron transfectadas o no con 25 nM de siRNAdraon
ErbB2, Stat3 o control durante 72 hs; después des2ie ayuno fueron preincubadas o no con AG825 10
uM o con el inhibidor de Jak M, y luego tratadas con HRG 40 ng/ml durante 48Lbs. niveles de
expresién de ciclina D1 fueron analizados por Wpagir de los extractos proteicos. Se revelé actina
como control de carga y de especificidad de losamentos. Se muestran los resultados de la
densitometria de las bandas de ciclina D1 nornddizacon las de actina, como veces de aumento
respecto al control sin tratar de la primera caliedensitometria mostré una disminucién signifiGate
ciclina D1 en las células transfectadas con siRNABR, siRNA Stat3 y las pretratadas con los
inhibidores de Jak y ErbB2, comparando con lassfemtadas con siRNA Control (p<0,001). A la
derecha se muestran los WB de extractos de c&MdE® (A) o T47D B) transfectadas con 25 nM de
siRNAs contra Stat3 o control durante 72 hs, pardrolar la eficiencia del silenciamiento de Sted®

los siRNAs, que fue de un 90% (p<0,001).

Luego se evalué si HRG regula la activacion trapsimnal del promotor de
ciclina D1 mediante la induccidon de la union det®ta sus elementos respondedores.
Células C4HD y T47D fueron transfectadas con unastoaccion del promotor de
ciclina D1 humano de 1745 pares de bases de lahgiticado rio arriba del gen de la
luciferasa. Este promotor (esquematizado en ladi@3 A) contiene sitios de union a
Stat3, denominados sitios GAS (pgamma interferon activating sjtele secuencia
TTNsAA), en las posiciones -984, -568, -475, -239, %827, y fue descripto
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previamente por Bromberg y colaboradores (Lestiaal. 2006). El tratamiento con
HRG resulté en un aumento de la activacion del ptonde ciclina D1 de 3 a 4 veces
en ambos tipos celulares, que fue inhibido de nsacencentracion-dependiente por la
cotransfeccion con un vector de expresion de umagaominante negativa de Stat3,
Stat3Y705F (figura 23 B y C). Esta mutante poses matacion puntual en el codoén
705, una sustitucién de tirosina por fenilalanigage provoca la reduccion de la
fosforilacidon en tirosina de la proteina Stat3 a@wendogena y por lo tanto inhibe la
dimerizacion y la union de Stat3 al ADN (Brombetgal. 1998; Bromberget al. 1999;

Li y Shaw 2002).

A Promotor de ciclina D1 humano +1
-984 -568 -475 -239 -68-27 [
l loas 1 lcas 2| [sas 3] easd [ I |
B Células C4HD & Células T47D
£
- 8z
c e wx -HRG =2
285 4- - 58 4 [ - HRG
S 8 B + HRG =B
2.5 == B + HRG
o£ 3o 28 34
g3 i Sg
8 % 2 # @ g 2. #
0 O ~ #
K= 1. N
0 0
Stat3Y705F (ug) - - 12 =~ Stat3Y705F (ug) - - 1 2 .
- —_
PA3 Luc pA3 Luc

Figura 23. HRG induce la activacion del promotor de ciclina Bia la unién de Stat3 a sus elementos
respondedoresA. Esquema del promotor de ciclina D1 humano. Logngulos marrones representan los
sitios de unién a Stat3 (sitios GAS). Se muestracct+1” el sitio de inicio de la transcripcion. Gils
C4HD B) o T47D ) fueron transfectadas durante 48 o 24 hs, respectinte, con 1 pg/ml de la
construccion del promotor de ciclina D1 humano @é51pb de longitud ubicado rio arriba del gen de la
luciferasa, junto con 10 ng/ml de luciferaRanilla (utilizado para corregir variaciones internas as |
eficiencias de transfeccion) y con las cantidadeécadas del vector de expresién de Stat3Y705F. La
cantidad total de ADN transfectado fue estandaszagregando el plasmido vacio pcDNA3.1. Como
control se transfecté con 1 pg/ml del vector regroripA3 Luc que carece del promotor de ciclina D1.
Luego de 24 hs de ayuno, las células transfecfagasn tratadas o no con HRG 40 ng/ml durante 24 hs
Los resultados estan presentados como veces deciddule actividad luciferasa respecto a la de las
células sin tratar creciendo en DMEM+F12 (primeaard)). Los datos presentados representan la media
de seis experimentos independientes para cadadiptar + SEM. ** vs sin HRG (primera barra), # vs
tratado con HRG (segunda barra): p<0,001.
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Para demostrar mas exhaustivamente que HRG attwaraotor de ciclina D1 a
través de la union de Stat3 a las secuencias GA@as C4HD fueron transfectadas
con distintas construcciones del promotor de cidddaruncado en las posiciones -963,
-261 y -141, en las que se excluyeron uno, tregatr@ sitios GAS, respectivamente
(figura 24 A). Sorpresivamente, la capacidad de HB® inducir la activacion
transcripcional del promotor de ciclina D1 dismidusignificativamente cuando fue
eliminado el sitio de uniéon a Stat3 en la posici®é84, y no se encontré un efecto
inhibitorio adicional por la pérdida del resto des Isitios GAS (figura 24 B). Para
evaluar si solamente el sitio GAS en la posiciéB4-8s necesario para la actividad
transcripcional de Stat3 en el promotor de cidiia células C4HD fueron tranfectadas
con una construccién generada por mutagénesisddirign la que los sitios GAS -568,
-475 y -239 fueron mutados de TIMA a AANsAA, denominadaAGAS2/3/4 (Leslie
et al. 2006). Al utilizar este vector reportero en el aplesitio GAS -984 permanece
intacto, se obtuvo que HRG tampoco fue capaz deaac promotor de ciclina D1 a
través de Stat3 (figura 24 B), de manera que losadesitios GAS -568, -475 y -239, 0
al menos alguno de ellos, también son necesari@slpaactividad transcripcional de

Stat3 en el promotor de ciclina D1.

A Construcciones del promotor de ciclina D1 humano +1
i -084 -568 475 -239 -68—2?_.
-1745] !/!/ loas 1 lcas 2 lcas 3 easa |11 |
-963 | I | .
T W -
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B
by . [ -HRG
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R
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== I
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g8 24
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-1745 -963 -261 -141  AGAS2/3/4 pA3 Luc

Figura 24. Los sitios GAS son necesarios para la activaciorGHtiependiente del promotor de ciclina
D1. A. Esquemas de la construccion del promotor deneidlil humano de 1745 pb de longitud ubicado
rio arriba del gen de la luciferasa y de las coastones truncadas del promotor en las posicid®@3, -

81



Tesis Doctoral Lic. Wendy Béguelin Resultados

261 y -141. Los rectangulos marrones representasitios GASB. Células C4HD fueron transfectadas
como en la figura 23, con 1 pg/ml del plasmido reggo -1745 ciclina D1-luc o las construcciones
truncadas, junto con 10 ng/ml de lucifer&sanilla Los tratamientos y la presentacion de datosazde
como en la figura 23. Los datos representan lasiarag tres experimentos + SEM. ** vs sin tratar
(primera barra), # vs tratado con HRG (segundaahgok0,001.

HRG induce la accién de ErbB2 como coactivador det&3

El siguiente objetivo fue evaluar especificamente EsbB2 actia como
coactivador transcripcional de Stat3 en el mecamidmla activacion del promotor de
ciclina D1 inducida por HRG. Células C4HD fueroansfectadas con la construccion
del promotor proximal de ciclina D1 de 1745 pareddses (pb) rio arriba del gen de la
luciferasa y se cotransfectaron con cantidadesetries del vector de expresion de
ErbB2 salvaje (hErbB2WT) o con la mutante de Erlii@2paz de translocar al nucleo
(hErbB2ANLS). Como se muestra en la figura 25 A, la solpeEsion de hErbB2WT
aumenté fuertemente y de manera concentracion-digmad la activacion
transcripcional del promotor de ciclina D1 inducpmtar HRG. En ausencia de HRG, la
sobreexpresion de ErbB2 no provocé una modulaciénlod niveles basales de
transcripcion. Cuando las células fueron transéiestaon 0,5 a 2 ug de hErhB2LS,
HRG no fue capaz de inducir la activacion del priamde ciclina D1 (figura 25 A).
Este hallazgo es consistente con la funcién de EZXxBBS como inhibidor dominante
negativo de la migracion nuclear del receptor erdogtal como identificamos en este
trabajo (figura 15). En estas condiciones, Stat@meientra activa en el nucleo, ya que,
como se mostro en la figura 14, su migracion espedeiente de la de ErbB2, pero no
es capaz de activar la transcripcion de ciclinasDErbB2 no esta disponible en el
nacleo, revelando una funcién de ErbB2 como coadty, necesaria para la actividad

transcripcional de Stat3.
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Figura 25. ErbB2 actla de coactivador de Stat3 en el promdw®ciclina D1 A. Células C4HD fueron
transfectadas durante 48 hs con 1 pg/ml del plasnmegortero -1745 ciclina D1-luc o pA3 Luc y
cotransfectadas con 10 ng/ml de lucifer&amillay con las cantidades indicadas de los plasmidos de
expresién hErbB2WT o hErbBRALS. La cantidad total de ADN transfectado fue mdtaizada
agregando los plasmidos vacios pMel8SM o pEGFP:Ndgo de 24 hs de ayuno, las células fueron
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tratadas o no con HRG 40 ng/ml durante 24 hs. lessiltados estan presentados como veces de
induccion de actividad luciferasa respecto a ldadecélulas sin tratar (primera barrB). En paralelo,
células C4HD fueron transfectadas con las cantgladkcadas de hErbB2WT o hErbB2LS, llevando a

la misma cantidad total de ADN con los plasmidosias pMel8SM o pEGFP-N1. Después de 24 hs de
ayuno fueron tratadas o no con HRG 40 ng/ml durd@temin. Los extractos proteicos fueron analizados
por WB con un anticuerpo anti pY705Stat3, y despestripping la membrana fue revelada con un
anticuerpo contra Stat3. Se muestran los resultatdoda densitometria de las bandas de pStat3
normalizadas con las de Stat3, como veces de aamesgecto al control sin tratar de la primeraecéll

Las unidades relativas de actividad luciferasarotés enA fueron divididas por los resultados de la
densitometria mostrada &,y los resultados se muestran como veces de iitdude actividad relativa
del promotor de ciclina D1 respecto a la de laslaélsin tratar (primera barra). Los datos pres@sta
representan la media de cinco experimentos indépatied + SEM. ** vs sin HRG (primera barra), # vs
tratado con HRG (segunda barra): p<0,001.

En este trabajo se esta definiendo una nueva deasemplejo transcripcional en
el que el factor de transcripcidn (Stat3) es undbaio abajo de su coactivador putativo
(ErbB2). Es decir, el tratamiento con HRG inducealdivacion de ErbB2 en la
membrana plasmatica, lo que provoca la fosforilagiquosterior translocacion nuclear
de Stat3. Pero esto no es suficiente para que &tai8 de factor de transcripcién, sino
que es necesario que ErbB2 también transloquecimipara ser utilizado por Stat3
como coactivador. Dada la naturaleza de este cgonplnscripcional, es de esperar
que la transfeccion de las células con hErbB2WTltesn una mayor cantidad de
Stat3 activa y por lo tanto disponible en el nadjeoto con ErbB2) para aumentar la
transcripcion de ciclina D1. Para independizarnosadactivacion transcripcional del
promotor de ciclina D1 dada por el aumento de Siat®¥a en el nucleo, se evaluaron
los niveles de fosforilacion de Stat3 en tirosi®&,7como medida de su activacion. En
paralelo con los ensayos de actividad luciferasaeaBzaron extractos proteicos de
células transfectadas de la misma manera y fuenmetsdos a ensayos Wéestern Blat
La transfeccion de las células C4HD con cantidackesientes de hErbB2WT o
hErbB2ANLS resulté en un aumento concentracion-dependientdos niveles de
fosforilacion de Stat3 en Y705 tras la estimulacéam HRG (figura 25 B). Para
normalizar por esta modulacion en los niveles devamon de Stat3, las unidades de
actividad luciferasa obtenidas en la figura 25 Arduedivididas por los valores de la
densitometria de las bandas de fosfo Stat3/St&Bde la figura 25 B y se obtuvo el
grafico mostrado en la figura 25 C. Los resultadugestran que la induccion de la
actividad transcripcional de Stat3 en el promotorcidina D1 no fue debida a un

aumento de los niveles de fosforilacion de Stat3ré05, sino a la colaboracion de
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ErbB2 en la actividad transcripcional de Stat3 oida por HRG. Estos hallazgos

sugieren una nueva funcion de ErbB2 como coactivadoscripcional de Stat3.

Ademas de los ensayos de actividad luciferasa tquasmido reportero que
contiene el promotor de ciclina D1, se evaluaranriveles de expresion proteica de
ciclina D1 en células C4HD transfectadas con cadid crecientes de hErb&E2LS.

La figura 26 muestra que los niveles de expres@lagroteina ciclina D1 inducida por
HRG fueron reducidos significativamente y conceanfradependiente en las células
que expresan hErbBRAILS, en comparacion con las células transfectadess et

plasmido vacio. Estos resultados junto con losriamés, demuestran que la expresiéon
de ciclina D1 inducida por HRG estéa regulada pocamplejo nuclear compuesto por
Stat3 y ErbB2, en el que ErbB2 actuaria de coattiveel factor de transcripcion Stat3.

HRG (48 hs) - + 4 +
hErbB2ANLS (ug) - - 05 1 2
Ciclina D1 = - S

Actina . .  — — —

Veces de aumento 1 3.4 1.6 0.9 0.6

Figura 26. La localizacion de ErbB2 en el nicleo celular esasaria para la expresion proteica de
ciclina D1 inducida por HRGCélulas C4HD fueron transfectadas por 48 hs asrcantidades indicadas
de hErbB2NLS, llevando a la misma cantidad total de ADN ebplasmido vacio pEGFP-N1. Luego de
24 hs de ayuno, las células fueron tratadas o moHRG 40 ng/ml durante 48 hs. Los niveles de
expresién de ciclina D1 fueron analizados por Wpadir de los extractos proteicos. Se revelé actina
como control de carga y de especificidad de losamentos. Se muestran los resultados de la
densitometria de las bandas de ciclina D1 nornddizacon las de actina, como veces de aumento
respecto al control sin tratar de la primera céléedensitometria mostré una disminucion signifieatie
ciclina D1 en las células transfectadas con 0y62 J1g de hErbBRNLS, con respecto a las transfectadas
solamente con plasmido vacio y tratadas con HR@u(ska calle) (p<0,001).

Para explorar mas profundamente la funcién de EdaB®2o coactivador de Stat3,
aprovechamos el modelo desarrollado de silenciamigmeconstitucion de ErbB2 en
las células C4HD cotransfectadas con el vectorrteqw ciclina D1-luciferasa. En
primer lugar, encontramos que el silenciamientéadexpresion de ErbB2 con siRNAs
resultdé en un bloqueo de la activacion transcrigiatel promotor de ciclina D1

inducida por HRG (figura 27 A). La reconstitucion ldeexpresion de ErbB2 salvaje

85



Tesis Doctoral Lic. Wendy Béguelin Resultados

restauré la capacidad de HRG de estimular la agtimadel promotor de ciclina D1. Por
el contrario, la transfeccion de las células catimtias cantidades de hErbB2LS no
fue capaz de restituir la actividad transcripciotgal Stat3 dependiente de HRG en el
promotor de ciclina D1 (figura 27). El andlisislde datos se realiz6 como en la figura
25 y se presenta como en esa figura, para normaleaacuerdo a los niveles de

activacion de Stat3.
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Figura 27.ErbB2 actla de coactivador de Stat3 en el promderciclina D1 de células que no expresan
ErbB2 enddgendA. Células C4HD fueron transfectadas durante 72hslqug/ml del plasmido reportero
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-1745 ciclina D1-luc o pA3 Luc, con 10 ng/ml deifacasaRenillay cotransfectadas con las cantidades
indicadas de los plasmidos de expresion hErbB2WEmB2ANLS, junto con 25 nM de siRNAs contra
ErbB2 o control. La cantidad total de ADN transéeltt fue estandarizada agregando el plasmido vacio
pPEGFP-N1. Luego de 24 hs de ayuno, las célulagfugatadas o no con HRG 40 ng/ml durante 24 hs.
Los resultados se presentan como en la figura 25 En paralelo, células C4HD fueron transfectadas co
las cantidades indicadas de hErbB2WT o hEHZS, llevando a la misma cantidad total de ADN ebn
plasmido pEGFP-N1, y cotransfectadas con 25 nMRINAs contra ErbB2 o control. Después de 24 hs
de ayuno fueron tratadas o no con HRG 40 ng/mitie’ B0 min. Los extractos proteicos fueron anatizad
por WB como en la figura 25 K. Las unidades de actividad luciferasa mostradas freron divididas
por los resultados de la densitometria obtenidg,gnlos resultados se muestran como en la figur@.25
Los datos representan la media de tres experimantependientes + SEM. ** vs sin HRG: p<0,001.

Con el propésito de confirmar que el rol de ErbBEho coactivador de Stat3 no
esta restringido al promotor de ciclina D1 o aipo telular en particular, células T47D
y C4HD fueron transfectadas con un plasmido reportke luciferasa que contiene
cuatro copias del sitio de union a Stat3 de altadzd “m67”, denominado p4xm67-tk-
luc (Bromberget al. 1999). La cotransfeccion con cantidades crecietedsErbB2WT
provoco un fuerte aumento y de manera concentrat@pendiente de la actividad
transcripcional de Stat3 inducida por HRG en estamptor (figura 28 A y B).
Nuevamente, los datos de esta figura estan pressntamo en la figura 25.
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Figura 28. El rol de ErbB2 como coactivador de Stat3 no eststringido al promotor de ciclina D1
Células C4HD A) o T47D ) fueron transfectadas durante 48 o 24 hs, respeatinte, con 1 pg/ml de
un plasmido reportero de luciferasa que contieradraicopias del sitio de unién a Stat3 de altaicHih
“m67” (p4xm67-tk-luc) o con un vector reportero pTA-tk-Luc que carece de la insercion m67, como
control. Las células se cotransfectaron junto cOmd/ml de luciferas&enillay con las cantidades
indicadas del vector de expresion hErbB2WT. Laidadttotal de ADN transfectado fue estandarizada
agregando el plasmido vacio pMel8SM. Luego de 2dehayuno, las células fueron tratadas o no con
HRG 40 ng/ml durante 24 hs. Los resultados se ptasecomo en la figura 25 A. En los paneles del
medio se muestran los resultados de los WB dexwaatos proteicos de las células transfectadas con
hErbB2WT o el vector vacio pMel8SM, en los quewsduaron los niveles de pStat3 y Stat3 total como
en la figura 25 B. Los histogramas de los paneiériores muestran el resultado de la divisiénae |
actividad luciferasa por la densitometria de lo®leis de pStat3/Stat3, tal como se realizé ergladi 25

C. Los datos representan la media de tres expaomémdependientes £+ SEM. ** vs sin HRG (primera
barra), # vs tratado con HRG (segunda barra): 40,0
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Union del complejo transcripcional Stat3/ErbB2 en Epromotor de ciclina D1

Con el objetivo de explorar la asociacion espexifie Stat3 y ErbB2 con la
cromatina en un contexto de células vivas, utiliaaa técnica de inmunoprecipitacion
de la cromatina (ChlIP). Primero se evalu6 la calcide HRG de reclutar ambas
proteinas al promotor de ciclina D1 murino en @ulC4HD. Las células fueron
tratadas o no con HRG vy luego delosslinking se inmunoprecipitaron con un
anticuerpo anti Stat3, anti ErbB2 o anti IgG comotwml de especificidad. Para la PCR
se emple6é un par dprimers que flanquea los sitios GAS -971, -874 y -852 del
promotor de ciclina D1 murino, representados cechids rojas en el esquema de la
figura 29 A. El estimulo con HRG desde 30 minut@stad 2 horas indujo una
asociacion significativa y especifica tanto de Statmo de ErbB2 nuclear a los sitios
de union a Stat3 del promotor de ciclina D1 derrastendo la maxima asociacion a los
60 minutos de tratamiento (figura 29 A). Estos Itasios son consistentes con los
obtenidos en los experimentos de microscopia cahfen los que se detecté una fuerte
colocalizacion nuclear de ambas proteinas trastismelacion con HRG durante una
hora (figura 10 A). Resulta interesante destacar lguenion de Stat3 y ErbB2 al
promotor de ciclina D1 ocurre al mismo tiempo; §sesva una cinética similar a los
tiempos estudiados, sugiriendo que estas protedofimn juntas en el proceso de
activacion de la transcripcion de ciclina D1.

También se evalué si HRG induce la unién de StaBrbB2 al promotor de
ciclina D1 humano, utilizando células T47D y dosegsadeprimers distintos para la
PCR: un par flanquea el sitio GAS -984 y el segupaloflanquea los sitios -568 y -475,
representados con flechas rojas en el esquema figuta 29 B. El tratamiento con
HRG durante una hora result6é en la union de St&fB2 a las dos regiones con sitios
GAS evaluadas (figura 29 B). Como se espera dent@@ccion especifica de Stat3 y
ErbB2 con el promotor de ciclina D1, el analisisdimate PCR utilizandprimers que
amplifican una regién codificante del gen de GAPDbl,mostré una asociacion de las
proteinas con este gen (figura 29 A y B, paneliesiores).

Para validar y cuantificar estos resultados, laslpctos de ChIP provenientes de
células C4HD y T47D fueron sometidos a ensayos@ig Euantitativa en tiempo real.
Se disefié un par deimers que flanquea los sitios GAS -971 y -874 del pranaoe
ciclina D1 murino y otro par que flanquea el siBAS -984 del promotor humano,

representados con flechas verdes discontinuassesstpuemas de la figura 29 A 'y B. El
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tratamiento de ambos tipos celulares con HRG denam& hora provoco un incremento
de 4 a 5 veces de la unién de Stat3, y de 3 adswie la unién de ErbB2 a los sitios

GAS del promotor de ciclina D1, con respecto a @éslas sin tratar (figura 29 C y D).

A B
Promotor de ciclina D1 murino Promotor de ciclina D1 humano
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Figura 29. HRG induce el reclutamiento de Stat3 y ErbB2 ahpwtor de ciclina D1Paneles superiores:
esquemas de los promotores de ciclina D1 mu#)oy(humano B). Los tridngulos verdes representan los
sitios GAS; las flechas rojas representarpliersutilizados para la PCR convencional, y las flealeades
discontinuas, logrimersutilizados para la PCR cuantitativa en tiempo (ke secuencias de lpsimers
estan detalladas en los Materiales y Métodos). Rajflechas se indican las posiciones de losregrige’

de losprimers forwardy reverse Se ensayé la técnica de inmunoprecipitacion derdanatina (ChiP)
sobre extractos de células C4HB) fy T47D B). Las células fueron tratadas o no con HRG 40 hgém

los tiempos indicados y se prepararon las crongtiocemo se describe en Materiales y Métodos, para
inmunoprecipitar Stat3, ErbB2 o 1gG de conejo camotrol de especificidad. El ADN inmunoprecipitado
y el total (como control de carga) se amplifico mete PCR.A, panel inferior: los productos de PCR
fueron separados por electroforesis en gel degdéianida 8% y para visualizar las bandas se tifiéwe
geles con plataB, panel inferior: los productos de PCR se separpoorelectroforesis en gel de agarosa
2% con bromuro de etidio y las bandas se visualizaon un transiluminador de luz UV. Las bandas
correspondientes a ciclina D1 obtenidas por ambé&sdos se densitometraron y se normalizaron con las
bandas obtenidas del ADN total correspondientesrobihdo un aumento significativo del reclutamiento
de Stat3 y ErbB2 en las células estimuladas durante(p<0,001).C y D. Los productos de ChIP
provenientes de células C4HD)(y T47D D) tratadas con HRG durante 1 h, fueron sometidassayos
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de PCR cuantitativa en tiempo real. Los numeroirartos obtenidos para cada muestra fueron dieslid
por los obtenidos para el ADN total sin inmunoppéar para cada tratamiento, estableciendo en 1 los
valores de las muestras sin tratar, y determind@siveces de incremento de ADN inmunoprecipitado

relativo a ese punto. Los resultados representareliia de cuatro experimentos independientes + SEM.
** ys sin tratar; p<0,001.

Con los resultados de la figura 29 mostramos goi t&tat3 como ErbB2 son
capaces de unirse al promotor de ciclina D1 y estgpacion se ve incrementada en
células tratadas con HRG. Evaluamos a continuasidARG induce una asociacion
simultdnea de ambas proteinas en el promotor detigeiclina D1, mediante ensayos
de ChIP secuencial o re-ChlP. Para esto, las choasgbrovenientes de células C4HD y
T47D tratadas o no con HRG por una hora, fueramgnd inmunoprecipitadas con un
anticuerpo anti Stat3, y el complejo cromatina/pired eluido asociado a Stat3 fue re-
inmunoprecipitado con un anticuerpo anti ErbB2. Garantrol de especificidad de los
anticuerpos se inmunoprecipitdé las dos veces c@ I analisis mediante PCR
cuantitativa en tiempo real utilizando los misnpoBnersde la figura 29 C y D para
células murinas y humanas, respectivamente, evieue Stat3 y ErbB2 co-ocupan
los sitios GAS del promotor de ciclina D1, y eliestlo con HRG aumenté 4 veces la
unién simultdnea de ambas proteinas en los dos tiptulares, con respecto a las
células sin tratar (figura 30 Ay B).

b
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Figura 30. HRG induce la asociaciéon simultdnea de Stat3 y BreB el promotor de ciclina D1as
cromatinas de células C4HB\Yy T47D @B) tratadas o no con HRG 40 ng/ml por 1 h fuerompro
inmunoprecipitadas con un anticuerpo anti StatB8egd re-inmunoprecipitadas con un anticuerpo anti
ErbB2, o se utilizé las dos veces una IgG de cooefno control de especificidad. EI ADN se amplifico
por PCR en tiempo real utilizando Ipsmersesquematizados con flechas verdes discontinulasfigura

29. Los numeros obtenidos para cada muestra fudikagidos por los obtenidos para el ADN total,
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estableciendo en 1 los valores de las muestrasasan, y determinando las veces de incrementoRid A
inmunoprecipitado relativo a ese punto. Los datasstrados son la media de tres experimentos
independientes £ SEM. ** vs sin tratar: p<0,001.

Con el proposito de corroborar estos resultadastrais lineas celulares de cancer
de mama humano, se repitio el ensayo de re-ChlBsetelulas BT-474 y MCF-7. Los
experimentos de re-ChlP seguidos de la cuantificade los productos por PCR en
tiempo real demostraron que el tratamiento con HRGas células BT-474 indujo un
aumento de 8 veces en la union simultanea de $t&DB2 en los sitios GAS del
promotor de ciclina D1 (figura 31 A), y en las ¢éBiMCF-7 este aumento fue de 2
veces con respecto a las células sin tratar (figlrg).
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Figura 31. HRG induce el co-reclutamiento de Stat3 y ErbB2ramotor de ciclina D1 de distintas
lineas celulares de cancer de mama hum&eorepitid el experimento de re-ChlP mostradia digura 30,
con cromatina proveniente de células BT-4&%y MCF-7 @) tratadas o no por 1 h con HRG 40 ng/ml.
Los resultados se muestran como en la figura 30@gpyesentan la media de dos experimentos
independientes £ SEM. ** vs sin tratar: p<0,001.

Hipotetizamos que la union del complejo Stat3/ErteB2el promotor de ciclina
D1 resultaria en un aumento en la expresion denai@®1. Para poner a prueba esta
hipotesis, se evaluaron los niveles de expresidtejpa de ciclina D1 inducida por
HRG en las distintas lineas celulares de cancemama humano. Los ensayos de
Western Blote la figura 32 muestran que el tratamiento cosHRrante 48 hs indujo

la expresion de la proteina ciclina D1 en lasliresas celulares.
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BT-474 T47D MCF-7
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Figura 32. La expresion de ciclina D1 es inducida por HRG giintas lineas celulares de cancer de
mama humanoCélulas BT-474, T47D y MCF-7 fueron tratadas ocoa HRG 40 ng/ml durante 48 hs.
Los niveles de expresion de ciclina D1 fueron aaglos por WB a partir de los extractos proteices. S
reveld actina como control de carga y de espedifitidel tratamiento. Se muestran los resultadda de
densitometria de las bandas de ciclina D1 normddizecon las de actina, expresada como veces de
aumento de la proteina por el tratamiento con HBEpecto al control sin tratar de cada linea celular
Este experimento fue repetido tres veces con egRdtsimilares. La densitometria mostré6 un aumento
significativo de ciclina D1 en las células tratadas HRG comparando con las no tratadas (p<0,001).

La localizacion nuclear de ErbB2 es fundamental pax la proliferacion de células

de cancer de mama

Ciclina D1 es una proteina clave para la progregérciclo celular, en particular
para la transicion de la fase G1 a S. Para invedageorrelacion entre la proliferacion
celular y la translocacién nuclear de ErbB2 y cguiginte asociacion del complejo
Stat3/ErbB2 inducida por HRG, se evalud la respupstliferativa a HRGn vitro de
células C4HD que expresan la mutante de ErbB2 araje translocar al nucleo,
hErbB2ANLS. Se empled el método de incorporacion de timaidritiada para evaluar
la sintesis de ADN como medida de la proliferaciétular. Tal como se reporté en
trabajos previos del laboratorio (Labricda al. 2003), HRG fue capaz de inducir una
respuesta proliferativa en las células C4HD, que floqueada en células cuya
expresion de ErbB2 fue silenciada con siRNAs (BgBB). Cuando se reconstituyo la
expresion de ErbB2 con hErbB2WT, se recupero lpuessta proliferativa a HRG. Por
el contrario, las células reconstituidas con hEA®BES fueron insensibles al estimulo
con HRG (figura 33). Como encontramos que la matdiErbBANLS actia de
inhibidor dominante negativo de la translocacioclear del receptor enddégeno, nos
preguntamos si la transfeccion con hErARRS en células C4HD que expresan ErbB2
endogeno, afectaria la proliferacion inducida pd®Gd Bajo estas condiciones, la

respuesta a HRG también fue nula (figura 33). Gar@aamos entonces la funcion de
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hErbB2ANLS como inhibidor dominante negativo de los efectwoliferativos del

receptor ErbB2 enddgeno en estas células de camceaha.
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Figura 33. La localizacion nuclear de ErbB2 es fundamentalapka proliferacionin vitro de células
C4HD. La expresion enddgena de ErbB2 fue silenciadesfeetando células C4HD durante 72 hs con
siRNAs contra ErbB2 25 nM y se reconstituyo la exgim de hErbB2WT o hErbBRILS cotransfectando
con 2ug del plasmido. Como control, y para que todasdédglas tengan las misma cantidad de siRNA y
plasmido, se transfectd con siRNA control 25 nMoy @ ug del plasmido vacio pMel8SM. Después de
24 hs de ayuno fueron tratadas con HRG 40 ng/nelnteir48 hs o permanecieron sin tratar. El ensayo de
incorporacién de timidina tritiada se utilizé comnaa medida de la sintesis de ADN. Los datos seias
como la media de las cuentas por minuto + SD dgpbicados. ** vs sin HRG: p<0,001. Se muestra un
experimento representativo de tres.

Para ratificar estos hallazgos, se evalud la gmadion por distribuciéon del ciclo
celular mediante ensayos de citometria de flujocélilas tefiidas con ioduro de
propidio. La figura 34 A muestra que mas del 50%adecélulas C4HD transfectadas
con siRNA control se encontraron en las fases 2AMGlel ciclo celular al estimular
con HRG, mientras que la mayoria de las célulasnituidas con hErbB®INLS
quedaron arrestadas en GO/G1 tras el tratamientoHEt®A. Cuando se mantuvo la
expresion de ErbB2 endogeno, la mayoria de las asldtansfectadas con

hErbB2ANLS tampoco mostré una progresion del ciclo cel@arrespuesta a HRG
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(figura 34 B). En conjunto, estos resultados ravelaa correlacion directa entre la

localizacion de ErbB2 en el nucleo y la prolifedaccelular HRG-dependiente
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Figura 34. Proliferacion de células C4HD que expresan hErbhBRS medida por distribucion del ciclo
celular. Células C4HD fueron transfectadas y tratadasatalo se describi6 en la figura 33. Luego, fueron
tefiidas con ioduro de propidio y se analizé suribligtion en el ciclo celular por citometria de dlufstan
indicados los porcentajes de células totales em fese del ciclo celular. Estos experimentos fuespetidos

tres veces con resultados similares.
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Actualmente, una de las terapias mas ampliameilieadas en la clinica para
tratar pacientes con cancer de mama que sobreax@dsB2, es el anticuerpo
monoclonal humanizado contra ErbB2, trastuzumalmii@&n conocido como
Herceptin). Sin embargo, muchos pacientes desamro#sistencia al trastuzumab. A
pesar de la alta afinidad que posee el anticueopcelpreceptor y de la relativamente
baja toxicidad que se ha observado en los pacieapesximadamente el 70% de los
pacientes con cancer de mama que sobreexpresa BEBponde al tratamiento con
trastuzumab. Esto se debe a la resistencia alizrasb que el tumor posaeoriori 0
bien por el desarrollo de la resistencia causadealgoatamiento (Kutet al.2004).

En el presente trabajo, la inhibicion de la locatisn de ErbB2 en el nucleo
resulté ser una estrategia efectiva para inhibprtaiferacion celular dependiente de
HRG en células C4HD. Con el propoésito de confirestos resultados en otras lineas
celulares de cancer de mama humano, y para coniparafectos antiproliferativos del
trastuzumab con los de la mutante hErhBRS, se evalué la respuesta proliferativa de
células que sobreexpresan ErbB2 y que, por lo tawo buenas candidatas para el
tratamiento con trastuzumab. Células BT-474 trataflas con un plasmido vacio
(pcDNAS.1) mostraron una respuesta proliferativaestimulo con HRG, medida por
incorporacion de timidina tritiada (figura 35 A)altransfeccion de estas células con
hErbB2ANLS anuld la respuesta a HRG, e incluso inhibidraliferacion basal. En
cambio, el tratamiento con trastuzumab inhibié lliferacion basal, pero la
dependiente de HRG fue inhibida parcialmente, la sigaié siendo significativa con
respecto a las células tratadas con trastuzumab®RG (figura 35 A). En las células
SK-BR-3 que también sobreexpresan fuertemente ErtbB&> indujo una fuerte
respuesta proliferativa, que fue totalmente blodaegor la transfeccion con
hErbB2ANLS (figura 35 B). La transfeccion con esta mutameluso inhibio la
proliferacion basal. El tratamiento con trastuzumdé las células SK-BR-3
transfectadas con un plasmido vacio inhibi6 laifenacion basal y la inducida por
HRG, pero la respuesta proliferativa a HRG sigieddo significativa (figura 35 B). La
linea celular JIMT-1 fue establecida a partir diuleé de cancer de mama de una
paciente que era clinicamente resistente a trastalz@iRennstanet al. 2007). La figura
35 C muestra que HRG indujo la proliferacién de distea celular. La transfeccién de
las células JIMT-1 con hErbBRILS no solo previno la respuesta proliferativa aGiR
sino que ademas provocoO una significativa inhiloiai@ la proliferacion basal. Como

era de esperar, el tratamiento con trastuzumalbienboda proliferacion de las células
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JIMT-1 (figura 35 C). En conjunto, estos resultadosestran que la inhibicion de la
translocacion de ErbB2 hacia el nucleo utilizarelonutante hErbBENLS, resulté ser
una estrategia mas efectiva que el tratamiento ttastuzumab para inhibir la

proliferacion celular.
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Figura 35. La inhibicion de la translocacion de ErbB2 al niwles més efectiva que el tratamiento con
trastuzumab para inhibir la proliferacion de célslale cdncer de mama que sobreexpresan ErbB2
Células BT-474 A), SK-BR-3 B) y JIMT-1 (C) fueron transfectadas durante 24 hs copg2del
plasmido vacio pcDNA3.1 o hErbBRILS. Después de 24 hs de ayuno fueron tratadascom&iRG 40
ng/ml y en presencia o ausencia deugiiml de trastuzumab durante 24 hs. El ensayo @egoracion de
timidina tritiada se utiliz6 como una medida dsilstesis de ADN. Los datos se presentan como l@arded
las cuentas por minuto + SD de octuplicados. *$imsHRG o vs grupo indicado: p<0,001; * vs sin HRG
vs grupo indicado: p<0,01. Se muestra un experonmepresentativo de tres.

97



Tesis Doctoral Lic. Wendy Béguelin Resultados

El bloqueo de la localizacion nuclear de ErbB2 inlte el crecimientoin vivo de

tumores mamarios

Como reportamos previamente (Labrietaal.2003) y como muestra la figura 33,
el factor de crecimiento HRG induce la proliferacdlas células C4H vitro. Para
establecer un modelm vivo de crecimiento dependiente de HRG del tumor C4HD,
desarrollamos upellet de liberacion lenta de HRG para inocular en ratoi¢pellet
fue elaborado encapsulando una mezcla de HRGiZadih con seroalbumina bovina
(BSA) en un copolimero de acetato de etileno (“Elvadisuelto previamente en
diclorometano. Como control, pEllet se preparé con BSA sola. Una vez comprobada
la eficacia depelletde HRG para promover el desarrollo de tumaresvo a partir de
células C4HD (resultados no mostrados), nos plamdsaevaluar si la localizacion
nuclear de ErbB2 inducida por HRG es también neieegmra el crecimiento de
adenocarcinomas Vivo.

Cultivos primarios de células epiteliales C4HD trertransfectados con el
plasmido vacio pcDNA3.1 o con el vector de expresi@mErbBANLS. Un millon de
células fue inyectado subcutaneamente en la ragrdco-ventral de ratones hembras
virgenes NIH (Spude A la vez, se les implantdé de manera subcutarmmmyayuda de
un trécar, lopelletsde liberacion lenta de HRG (conteniendo 5 ug d&HRda uno) o
los de BSA sola en el mismo flanco donde se inocoldas células. Los ratones se
separaron en tres grupos experimentales de 6 asntalda uno: un grupo control
recibié elpelletde BSA vy las células C4HD transfectadas con enpido vacio; otro
grupo recibio epelletde HRG y células transfectadas con plasmido vacéb,tercer
grupo recibio epelletde HRG y células transfectadas con hErbBRS. Solamente los
ratones que fueron implantados corpellet de HRG desarrollaron adenocarcinomas
mamarios. Los animales del grupo control que reoin unpellet sin el factor de
crecimiento no mostraron tumores durante el tiempaluado. Todos los tumores
mamarios examinados fueron adenocarcinomas imfiésay no se observo presencia de
metastasis. Todos los ratones del grupo que reabipellet de HRG y células
transfectadas con plasmido vacio desarrollaron tesngue fueron palpables a la
semana de la inoculacion. Por el contrario, sdlie 8s 6 animales del grupo inyectado
con células transfectadas con hErhBRS desarrollaron tumores. Como se muestra en
la figura 36, la expresion del vector hEr8S en las células C4HD inhibié en un

83,8% el crecimiento tumoral inducido por HRG (p€@)0 La media del tamafo
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tumoral y la tasa de crecimiento de los tumoresrdedados a partir de las células
transfectadas con hErbBRLS fueron significativamente menores que aqueallasos
tumores con plasmido vacio (tabla 1 y figura 36).
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Figura 36. El blogueo de la localizacion nuclear de ErbB2 hiel crecimientoin vivo HRG-
dependiente de tumores mamarios C4HD Células C4HD fueron transfectadas por 48 hs don e
plasmido vacio pcDNA3.1 o con hErbBHLS. Un millon de células fue inyectado s.c. errdgion
téraco-ventral de ratones hembras virgenes NIH(@8E. A la vez, se les implantd elletsde HRG (5

pg cada uno) o de BSA sola en el mismo flanco deedaocularon las células. Los ratones se separaro
en tres grupos experimentales de 6 animales caotaunngrupo recibié gbellet de BSA y las células
C4HD transfectadas con pcDNA3.1; otro grupo recigijpellet de HRG y células transfectadas con
pcDNA3.1, y el tercer grupo recibié pkllet de HRG y células transfectadas con hEWHBRS. Los
volimenes tumorales fueron calculados como se ib@scen Materiales y Métodos. Cada punto
representa el volumen tumoral medio + SEM de 6 tampara todos los grupos experimentales excepto
para C4HD+ hErbBANLS+HRG que contenia 3 tumoreB. Fotografias representativas de tumores
provenientes de células transfectadas con pcDNé&&dn hErbBANLS, desarrollados con HRG. En los
recuadros de la izquierda se muestran los tumeteiablos con sus medidas correspondientes.
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Tabla 1. Crecimiento de los tumores C4HD

Media del volumen tumoral Tasa de crecimiento

Grupo experimental (mm®) + SEM (mm¥/dia) + SEM
C4HD+pcDNA3.1+HRG 137,4+£9.2 371 =, 2
C4HD+hErbB2ANLS+HRG 2224112 0,37 £0,08 *

Los volumenes tumorales fueron calculados al dipai-inyeccion de células, como (L x
A?)/2, donde L=largo (mm) y A=ancho (mm). Las tas&s adecimiento tumoral fueron
determinadas como las pendientes de las curvasedaneento. * p<0,001 con respecto a
C4HD+pcDNAS3.1+HRG.

Al dia 40 post-inyeccién, los animales fueron gmerilos y los tumores extraidos.
Los analisis histopatolégicos revelaron que losare® de los ratones que recibieron las
células transfectadas con hEr28.S mostraron un grado histologico de Il, con 3 a 5
mitosis por 10 campos de alta resolucion (HPF)ntrs que los tumores del grupo
experimental que recibié las células transfectadasel plasmido vacio presentaron un
grado histoldgico de 11l con mas de 7 mitosis g@HPF, con muy escasa formacion de
tubulos y un acentuado pleomorfismo celular (figdraA). Todos los tumores de este
altimo grupo presentaron ademas infiltracion dendsmplasia en planos musculares,
mientras que los tumores desarrollados a partir cdkilas transfectadas con
hErbB2ANLS, no exhibieron infiltracion muscular. Se examilambién el estado de
activacion de ErbB2, Stat3 y Akt en ejemplares>deaetos tumorales de ambos grupos
experimentales. La fosforilacion de Akt se evalmo cascada de sefializacion
clasicamente activada por ErbB2. Los niveles diofibacion de ErbB2, Stat3 y Akt en
los tumores desarrollados a partir de células fieatesdas con el plasmido vacio fueron
similares a los provenientes de células con hEADRZS (figura 37 B). Esto indica que
durante el desarrollo tumoral, la mutante hEmBBRS provocod una inhibicion del

crecimiento manteniendo sus funciones citoplas@asitjode membrana intactas.
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Figura 37. Examenes histopatolégicos y moleculares de los resnmamarios C4HDAI dia 40 post-
inyeccion, los animales fueron sacrificados y loadres extraido#\. Secciones histolégicas tefiidas con
hematoxilina-eosina. En las fotografias represmamtsuperiores se aprecia una neoplasia epitelial
maligna de grado Il compuesta predominantemente lpotes sodlidos, algunos interconectados,
pleomorfismo celular moderado a acentuado, sin dofdém de tdbulos; la lesién infiltra en planos
musculares. En las fotografias inferiores se olase@ina neoplasia epitelial maligna de grado Il, con
pleomorfismo celular moderado a acentuado, areamedeosis y con formacion de tdbulos. En las
fotografias de la derecha se indican las mitosisfl@zhas rojas. Barras de escala: 100 BmCon los
tumores C4HD se realizaron extractos proteicos yg5fueron analizados por WB. Las membranas
reveladas con los anticuerpos contra las formaerilaslas de las proteinas, fueron luego sometidas
stripping y reveladas con anticuerpos contra las protedtates. Se muestra el resultado de dos tumores
representativos de cada grupo. En la calle 5 sbréeum extracto total de células C4HD proveniedies
cultivo celular, sin tratar con HRG, como contrel dstado de fosforilacién de las proteinas. El$¥Bepitid
tres veces con resultados similares.

Las células humanas JIMT-1, resistentes a trastaauson capaces de crecer y
desarrollar tumores xenotransplantados en ratoneg (Rennstamet al. 2007). El
siguiente objetivo fue entonces evaluar la impaitael rol de ErbB2 nuclear en los
tumores xenotransplantados establecidos a partastielinea celular, y comparar los
efectos del trastuzumab con los de la mutante HEANBS en el crecimiento tumoral.
Para esto, células JIMT-1 creciendo en cultivo doetransfectadas con el plasmido
vacio pcDNA3.1 o con el vector de expresion de BEANLS. Cuatro millones de
células fueron inyectadas subcutaneamente en lénrdgraco-ventral de ratones
hembras virgenes NIH ($)ude Cuando los tumores xenotransplantados desarosllad

a partir de las células transfectadas con el ptiswacio alcanzaron un volumen medio
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de 40 mm, los animales fueron divididos al azar en trepgsuexperimentales de 8
ratones cada uno. Un grupo recibié dos inyeccigeesanales de trastuzumab en dosis
de 20 mg/kg; otro grupo fue inyectado dos vecessparana con dosis iguales de 1gG
humana, y el tercer grupo permanecio sin trataro§doks ratones de estos ultimos tres
grupos desarrollaron tumores que fueron palpables 4 dias de la inoculacion. Por el
contrario, sélo 2 de los 8 animales del grupo ita@e con células transfectadas con
hErbB2ANLS desarrollaron tumores que fueron palpablestrea partir del dia 40
post-inyeccion. La expresion del vector hErABR.S en las células JIMT-1 provocé
una inhibicion del crecimiento tumoral del 97% (@) (figura 38 y tabla 2). Como
era de esperar, el tratamiento de los ratones castuzumab no inhibio

significativamente el crecimiento tumoral (tablg f2gura 38).
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Figura 38. El blogqueo de la localizacion nuclear de ErbB2 bwhiel crecimientan vivo de tumores
xenotransplantados JIMT-1XCélulas JIMT-1 fueron transfectadas durante 4&8drsel plasmido vacio
pcDNA3.1 o con hErbBANLS. Cuatro millones de células fueron inyectadas en la regién téraco-
ventral de ratones hembras virgenes NIH (S)-nudman@o los tumores desarrollados a partir de las
células transfectadas con pcDNA3.1 alcanzaron uamen medio de 40 minlos animales fueron
divididos al azar en tres grupos experimentale$ datones cada uno. Un grupo recibié 2 inyecciones
semanales de 20 mg/kg de trastuzumab (&ppor raton); otro grupo fue inyectado 2 vecesggmnana
con dosis iguales de IgG humana, y el tercer gigmnaneciod sin tratar. Cada punto representa el
volumen tumoral medio + SEM de 8 tumores para tddeggrupos experimentales excepto para JIMT-
1+hErbBANLS que contenia so6lo 2 tumoredBB. Fotografias representativas de tumores
xenotransplantados desarrollados de los cuatramgregperimentales. En los recuadros de la izquisgda
muestran los tumores detallados con sus medidesspandientes.
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Tabla 2. Crecimiento de los tumores xenotransplantados JIMT-1

. Media del volumen tumoral Tasa de crecimiento
Grupo experimental

(mm®) + SEM (mmZ/dia) £ SEM
JIMT-1+pcDNA3. 1 1199,6 + 81,2 18,64 + 0,57
JIMT-1+hErbB2ANLS 334+31* 0,59+0,15*
JIMT-1+pcDNA3.1+IgG 1177,9 £ 99,5 17,93 + 0,65
JIMT-1+pcDNA3.1+trastuzumab 8944 + 1247 12,96 + 0,71

Los volumenes tumorales y las tasas de crecimiamwral fueron calculados al dia 64 post-
inyeccion de células, como se describio en la thbtgp<0,001 con respecto a JIMT-1+pcDNA3.1.

Los analisis histopatoldgicos de ejemplares de gpnjrganglios, corazon, higado
y pancreas provenientes de ratones utilizadoslpardos experimentos del las figuras
36 y 38, revelaron que no se desarrollaron mefastaampoco se observo toxicidad en
ningun organo (resultados no mostrados). Asimigmaose observo pérdida de peso en

ningun animal.

En conjunto, estos dos experimenitosivo muestran que ErbB2 juega un rol en

el nucleo celular que es fundamental para el clieaitm de tumores mamarios.
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El acetato de medroxiprogesterona (MPA) induce la aivacion de ErbB2 y su

migracion hacia el nucleo

En trabajos anteriores del laboratorio se demagi el tratamiento prolongado
con el progestageno sintético MPA en las células C4bvoca un aumento de los
niveles de expresion de ErbB2, asi como la esticrariade la fosforilacion en tirosina
de ErbB2 (Balanat al. 1999). En este trabajo evaluamos los efectos doiin®2 del
tratamiento con MPA por tiempos cortos. La estimidia de las células C4HD con
MPA indujo la fosforilacion de ErbB2 en el sitio detofosforilacion Y1272 y en el
residuo Y927, desde los 5 minutos, con un picoadfofilacion a los 30 minutos y
declinando hacia las 2 horas de tratamiento (fi§9ré). Los efectos estimulatorios de
MPA sobre la fosforilacion de ErbB2 fueron inhibidpsr la pre-incubacion con el
antagonista del receptor de progesterona RU486¢ glsilenciamiento de la expresion
del gen del PR con siRNAs (figura 39 A). El pamderior de la figura 39 A muestra
que el siRNA contra PR efectivamente silencié er70% la expresion de PR. En la
linea celular de cancer de mama humano T47D, tard®éobservo la activacion de
ErbB2 inducida por MPA, con una cinética de fos&mibn similar a la de las células
murinas (figura 39 B). Para explorar mas exhausterge el rol del PR, se repitieron
los experimentos en la linea celular T47D-Y, detavde la linea T47D, que no expresa
PR. Encontramos que en estas células, MPA no tteaicesobre la fosforilacion de
ErbB2 en ninguno de los residuos evaluados. Sinaggob en las células T47D-Y
transfectadas establemente con la isoforma B de(TBRD-Y-PR-B), el tratamiento
con MPA indujo una fuerte fosforilacion de ErbB2 ambos residuos (figura 39 B).
Estos resultados indican que MPA regula la actorade ErbB2 actuando a través del

receptor clasico de progesterona.
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Figura 39. MPA induce la fosforilacién de ErbB2 a través deteptor clasico de progesterom® Células
C4HD fueron transfectadas durante 72 hs con 25 @RMAs de interferencia (siRNAs) dirigidos contra
PR o con siRNA control como control de especifidida bien fueron pretratadas con RU486 10 nM y
luego tratadas con MPA 10 nM durante los tiempdgcatos. Se prepararon extractos celulares que se
analizaron poWestern Blo(WB) utilizando anticuerpos contra las formasdatddas en tirosina (pY) de
ErbB2 en los residuos 1272 y 927. Las membranasrfuaego sometidas stripping y reveladas con un
anticuerpo contra ErbB2. Los WB mostrados son sgmitativos de cinco experimentos. En el paneliorfer
se muestran los WB de extractos de células C4Hisfeatadas con 25 nM de siRNAs contra PR o
control durante 72 hs, para controlar la eficiemighsilenciamiento de PR con los siRNAs, que feieil
70% (p<0,001)B. Células T47D, T47D-Y y T47D-Y-PR-B fueron tratadaon MPA 10 nM durante los
tiempos indicados. Los extractos proteicos se zaran por WB como eA. Los experimentos mostrados
fueron repetidos tres veces con resultados sirilaeedensitometria de pErbB2 normalizada con EraiB2

A y B mostré un aumento significativo de la fosforilatién las células C4HD, T47D y T47D-Y-PR-B
tratadas con MPA por 5 a 60 min comparando comdagatadas, y una disminucion de la fosforilacién
en las células C4HD causada por el RU486 y siRNACBR respecto a las transfectadas con siRNA
Control (p<0,001).

La activacion de la proteina quinasa Src por ptagesos en células de tumores
mamarios esta bien estudiada, incluso en el mddatoral murino C4HD (Migliaccio
et al. 1998; Boonyaratanakornkeét al.2001; Proiettiet al.2005). Por otro lado, trabajos
de nuestro laboratorio y de otros grupos han mistae Src actia como un efector rio
arriba de ErbB2 (Guet al.2006; Xuet al.2007; Proiettet al.2009; Rivaset al.2010).
Por lo tanto, hipotetizamos que Src estaria invalle en la fosforilacion de ErbB2
inducida por MPA. La figura 40 muestra que la intidm de la actividad de Src
utilizando el inhibidor farmacologico PP2, impideb fosforilacion de ErbB2 inducida
por MPA en los residuos Y1272/1222 y Y927/877 dedéulas C4HD (figura 40 A) y
T47D (figura 40 B). Para confirmar la participacida Src en la activacion de ErbB2
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mediada por los efectos rapidos (no genomicosPBelinido a su ligando, se utilizo la
linea celular T47D-Y transfectada establementewtn mutante de la isoforma B del
PR (T47D-Y-PR-BmPro). Esta mutante tiene las trefinas 422, 423 y 427, ubicadas
en el dominio rico en prolinas del PR, reemplazgaas alanina. Este dominio del
receptor fue definido como absolutamente requepi@@ su interaccion con Src y la
consecuente activacion de cascadas de sefaliz@gamyaratanakornkiet al. 2001;
Carnevalest al.2007), de manera que esta mutante es incapazider d&s vias rapidas
de sefializacion, incluyendo a Src. Consistente@®hallazgos previos del laboratorio
en los que se demostro que Src activada por péaggasis actia como un activador rio
arriba de ErbB2 (Proiettet al. 2009), no se observo la fosforilacion de ErbB2 en
tirosina en respuesta a MPA en las células T470RYBmPro (figura 40 C). Por otro
lado, repetimos los experimentos en células T47itaivsfectadas establemente con una
mutante de la isoforma B del PR que contiene unagtan puntual en una cisteina
conservada en el primer dedo de zinc del dominiardén al ADN (T47D-Y-C587A-
PR) (Tunget al. 1993). Esta mutante no es capaz de unirse al AN @s totalmente
habil para inducir la activacion de Src, p42/44 Mk&Py Akt en respuesta a
progestagenos (Boonyaratanakorrgtitil. 2001; Carnevalet al. 2007). En la figura 40

C se muestra que en estas células, contrariamdntelservado en las T47D-Y-PR-
BmPro, MPA fue capaz de inducir una fuerte fosémiitn de ErbB2 en los dos residuos

evaluados.
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Figura 40. Src media la activacién de ErbB2 inducida por MR2€lulas C4HDA) y T47D @) fueron
preincubadas en presencia o ausencia de PR }0luego tratadas o no con MPA 10 nM durante 10. mi
Se realizaron extractos celulares que fueron @iz por WB utilizando anticuerpos contra las fosfo
proteinas indicadas. Las membranas se revelarpuékesektripping con anticuerpos contra las proteinas
totales.C. Células T47D-Y-PR-BmPro y T47D-Y-C587A-PR fuermatadas con MPA 10 nM por los
tiempos indicados. Los extractos proteicos se zaralh por WB como en la figura 39. Los WB mostrados
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son representativos de entre tres y cuatro quécisedm con resultados similares. La densitometddas
bandas de las fosfo-proteinas normalizadas corpraeinas totales eA y B mostré6 un aumento
significativo de la fosforilacion de ErbB2 y Src ks células tratadas con MPA comparando con las no
tratadas, y una disminucion de la fosforilacionszala por PP2 con respecto a las tratadas con MPA
(p<0,001). La densitometria de pErbB2 normalizastaErbB2 erC mostré un aumento significativo de

la fosforilacién en las células T47D-Y-C587A-PRtadas con MPA comparando con las no tratadas

(p<0,001).

A continuacion se evalu6 si el estimulo con MPAdmuenodular la localizaciéon
celular de ErbB2. Ensayos de fraccionamiento sularey Western Bloutilizando un
anticuerpo dirigido contra la region carboxi ternhipatro contra la amino terminal de
ErbB2, mostraron que el tratamiento de células C4H47D con MPA desde 15 hasta
60 minutos indujo una fuerte localizacién del reoepntero en el nucleo, observandose
un maximo de localizacion nuclear a los 30 y 60utaa (figura 41 A y B, primer y
segundo panel). La fraccidon nuclear de ambos tiphdares presentd también a estos
tiempos altos niveles de fosforilacion de ErbB2 les residuos Y1222/1272 y
Y877/927 (figura 41 A y B, tercer y cuarto panél)los 15 minutos de tratamiento se
detect6 un aumento de la localizacion y fosfordactle ErbB2 en el compartimiento
nuclear, pero fundamentalmente en el citosol, mrglo que el progestageno indujo
una activacion y translocacion de ErbB2 desde lanbnana plasmatica (fraccion
celular que no se muestra en la figura) haciatekai y luego hacia el nicleo. La
preincubacién de las células con el inhibidor efigecde la actividad tirosina quinasa
de ErbB2, AG825, que impide la fosforilacion de E2biBiducida por MPA en
Y1222/1272 y Y877/927 (figura 41 C y D, paneleiidres), inhibié por completo la
migracion de ErbB2 al nucleo, mostrando que lavacibn de ErbB2 es necesaria para

su localizacion nuclear (figura 41 C y D).
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Figura 41. MPA induce la migracion nuclear de ErbB2élulas C4HDA) y T47D @) fueron tratadas con
MPA 10 nM durante los tiempos indicados. Se prepariiacciones citosoélicas y nucleares. Cincuegtdeu
proteinas de los extractos nucleares y 25 pg dextractos citosolicos fueron analizados por WB. La
membrana revelada con pY1272/1222 ErbB2 fue sometsdripping y luego revelada con un anticuerpo
anti el carboxi (C) terminal de ErbB2, y la revelabn pY927/877, fue luego revelada con un anjxuanti

la region amino (N) terminal de ErbB2. Extractolileees totales fueron corridos en paral€lo: D. WB de
extractos nucleares (en los paneles superiorespled (en los paneles inferiores) de células C4EDy
T47D (D) preincubadas con AG825 100 uM y tratadas con MBAM por 30 min, mostrando que el
AG825 inhibié la fosforilacién de ErbB2 en los ohgds pY1272/1222 y pY927/877 inducida por MPA
(paneles inferiores) y la translocacion nucleaEdeB2 (paneles superiores). Las membranas revetatas
los fosfo anticuerpos fueron sometidasti@pping y luego reveladas con el anticuerpo contra Erluial.t
Para controlar la eficiencia de los fraccionamigstabcelulares se revel6 con un anticuerpo amtirfaisH3,
marcador nuclear, y uno afftitubulina, marcador citosélico. Los WB mostradodaenfigurasA aD son
representativos de cinco a seis experimentos indégp#es. La densitometria de las bandas de pEybB2
ErbB2 de la fraccion nuclear normalizada con hastbi3 enA y B mostré un aumento significativo de
pErbB2 y ErbB2 en las células tratadas con MPA & qomparando con las no tratadas (p<0,001). La
densitometria de pErbB2 normalizada con ErbB2Cemy D, paneles inferioresmostrd un aumento
significativo de la fosforilacién en las célulaatadas con MPA con respecto a las no tratadasay un
disminucién causada por el AG825 con respecto mdtedas con MPA (p<0,001).

Estudios previos de nuestro laboratorio han demdstrque MPA induce la

fosforilacion de Stat3 en el residuo tirosina 70%awés de un via de sefalizacion
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dependiente de las proteinas quinasas Jaks y Scareer de mama (Proiett al.
2005). En el presente trabajo evaluamos si ErbB& &snbién involucrado en la
activacion de Stat3 via MPA. Primero evaluamodeatdte del bloqueo de la activacion
de ErbB2 sobre la activacion de las quinasas Jakdigura 42 A muestra que la
inhibicion de la activacion de ErbB2 utilizando AZsBafecto la fosforilacion de Jakl y
Jak2 inducida por MPA en las células C4HD. El blmde la activacion de ErbB2 vy el
silenciamiento de su expresion utilizando siRNAst@ ErbB2 murino, inhibieron la
fosforilacion de Stat3 inducida por MPA (figura 8. En la linea celular T47D se
obtuvieron resultados similares (figura 42 C). Edtalazgos evidencian que ErbB2
también participa de la activaciéon de Stat3 indupiolael tratamiento con MPA, y que
actla de manera jerarquica rio arriba de las gasndaks en este mecanismo.
Estudiamos luego la cinética de translocacion muale Stat3 inducida por MPA,
con el fin de evaluar si ErbB2 y Stat3 estan presesimultdneamente en el ndcleo
celular. Ensayos de fraccionamientos subcelulartramom que Stat3 se encuentra
solamente en la fraccion citosélica de las céltadHD y T47D sin tratar. El
tratamiento con MPA por 30 y 60 minutos indujo dnerte translocacién nuclear de
Stat3, la cual se encontro fosforilada en Y705ufig42 D y E). Como se explico
anteriormente, la fosforilacion de Stat3 en tirosit@ es imprescindible para su
localizacion en el nucleo. Consistentemente, lgbioidn de la fosforilacion de Stat3
por el bloqueo de la activacion de ErbB2 mediaatereincubacion de las células
C4HD y T47D con AG825, previno la migracion nucldarStat3 (figura 42 D y E).
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Figura 42. MPA induce la activacién y migracion nuclear detStaia ErbB2 Células C4HDA, By D) y
T47D (C y E) fueron preincubadas con AG825 100 uM vy tratades MPA 10 nM durante los tiempos
indicados. Se prepararon extractos totade®8(y C) y fracciones citosdlicas y nuclear&y E), que fueron
analizados por WB utilizando anticuerpos contrdda$o proteinas indicadas. Las membranas se revela
después dektripping con anticuerpos contra las proteinas totales. Pandrolar la eficiencia de los
fraccionamientos subcelulares se reveldé con urcwerpo anti histona H3 y uno arfti tubulina. Los
experimentos se repitieron tres a cuatro vecesasuitados similares. La densitometria de las lmdda
las fosfo-proteinas normalizadas con las protdiitates em, B y C mostré un aumento significativo de
la fosforilacion de ErbB2, Jaks y Stat3 en laslesltratadas con MPA comparando con las no tratgdas
una disminucion de la fosforilacion causada por 2&8on respecto a las tratadas con MPA (p<0,001).
El siRNA ErbB2 inhibié significativamente la fosflaicion de Stat3 con respecto al siRNA Control
(p<0,001). La densitometria de las bandas de p$téd8at3 de la fraccion nuclear normalizada con
histona H3 e y E mostr6 un aumento significativo de pStat3 y Stat3as células tratadas con MPA
30 min comparando con las no tratadas, y una digitin causada por el AG825 con respecto a las
tratadas con MPA (p<0,001).

MPA induce la colocalizacién nuclear de ErbB2 y St3

Mediante ensayos de inmunofluorescencia y microacopifocal se evaluo si el
tratamiento con MPA induce la colocalizacion detEStaErbB2 en el compartimiento
nuclear. En ausencia de MPA la mayor parte de Efd2ncontrd localizada en la
membrana citoplasmatica de las células C4HD y T4yDStat3 se encontrd
principalmente en el citoplasma (figura 43 A, pnendila). De acuerdo con los
resultados de los experimentos de fraccionamientioedular, el tratamiento de ambos
tipos celulares con MPA durante 30 minutos reseitéuna marcada translocacion de
las dos proteinas hacia el nucleo y una consecgefdealizacion, evidenciada por los
focos amarillos en las imagenes superpuestas &figlB A, segunda fila). La
preincubacion de las células con el inhibidor deB2; AG825, previno completamente

la translocacion nuclear de ErbB2 y Stat3 indugidaMPA (figura 43 A, tercera fila),
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consistente con el hecho de que ErbB2 juega umawlo inductor rio arriba de la

fosforilacion de Stat3 dependiente de MPA. Comoderasperar, el pretratamiento de
las células C4HD y T47D con el antiprogestageno &8J4nul6 la capacidad de MPA
de inducir la migracion de ErbB2 y Stat3 haciatadleo (figura 43 A, cuarta fila).

Para evidenciar mas profundamente que la activat@oBrbB2 mediada por los
efectos rapidos, “no gendmicos” del PR unido aigando, induce la translocacion del
receptor tirosina quinasa hacia el nucleo, se ed&plardistribucion intracelular de
ErbB2 en las células T47D-Y-PR-BmPro y en las T&4A0587A-PR. Al tratar con
MPA las células que expresan la mutante de PR @&xcae activar las vias de
sefalizacion (T47D-Y-PR-BmPro), se observé que BrpBrmanecié en la membrana
citoplasmatica, mientras que en las células queesaprla mutante de PR incapaz de
unirse al ADN (T47D-Y-C587A-PR), se detecté unaalmcalizacion de ErbB2 en el
nacleo inducida por MPA (figura 43 B).

A Células C4HD Células T47D
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Figura 43. MPA induce la colocalizacion nuclear de ErbB2 ytSt&. Células C4HD y T47D fueron
pretratadas o no con AG825 100 uM o con RU486 1§ hMgo tratadas con MPA 10 nM durante 30 min y
por ultimo, fueron fijadas en metanol. ErbB2 fueakizado utilizando un anticuerpo policlonal de ejon
seguido de la incubacién con un anticuerpo secimaanti IgG de conejo conjugado con Alexa 488

AGB25 +
MPA, 30 min

RU486 +
MPA, 30 min
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(verde). Stat3 fue identificada con un anticuerpmnoclonal de ratén seguido de la incubacion con un
segundo anticuerpo anti IgG de ratén conjugadaedamina (rojo). En cada fila se muestran las mésma
células y las imagenes en los paneles de la teomuanna estan formadas por superposicién de las
imagenes de los otros dos paneles de la izquierdea misma fila. Los nucleos fueron teflidos con DAP
(azul). MPA indujo colocalizacion de Stat3 y ErbB®{denciada por el color amarillo (colocalizacm

las tinciones roja y verde) en el ndcleo celulaas lareas recuadradas se muestran en detalle en los
recuadros de la derecha. Estas imagenes son nefateses de cinco experimentds. Células T47D-Y-
PR-BmPro y T47D-Y-C587A-PR fueron tratadas con MBEANM por 30 min y fijadas en metanol.
ErbB2 fue localizado utilizando los mismos antiposr que erA. Imagenes representativas de dos
experimentos independientes. Barras de escalanl0 u

La asociacion entre ErbB2 y Stat3 en el nuclecadecélulas C4HD inducida por
MPA fue corroborada por ensayos de coinmunopreciidih de extractos nucleares. La
figura 44 A muestra que el tratamiento con MPA p@minutos indujo una asociacion
entre las formas totales y fosforiladas de ErbE&at3 evaluada en extractos nucleares
inmunoprecipitados con un anticuerpo anti ErbB2laecoinmunoprecipitacion inversa,
cuando los extractos proteicos nucleares fueroumomprecipitados con un anticuerpo
anti Stat3, también se observé una interaccioredasr formas totales y fosforiladas de
ErbB2 y Stat3 inducida por MPA (figura 44 B).

A 2]
extracto
L extracto
} i Sl " total= fraccion nuclear total
I MPA (30 min) -+ + +
pStat3 (Y705) - £ —
- B3 , (Y1272) e sl
Stat3 | e . ErbB2 | ’ ﬂ
p W B o pstas(v705) [ - —_—
ErbB2 - - Stat3 [N ” ”
"IP-ErbB2 IP: IgG IP: Stat3 |p: 1gG

Figura 44. MPA induce la asociacion fisica entre ErbB2 y Sti3el nicleoDoscientos cincuentag de
proteina de extractos nucleares de células C4Hfad@a o no con MPA 10 nM por 30 min se
inmunoprecipitaron con un anticuerpo anti ErbB2 ¢ anti Stat38) o con IgG de conejo como control de
especificidad. Los inmunocomplejos se analizararpB con los anticuerpos anti fosfo-proteinas iadas.
Las membranas fueron luego sometidastrgpping y reveladas con los anticuerpos contra las piagein
totales. Extractos celulares totales fueron cosriglo paralelo. Este experimento fue repetido teess con
resultados similares. IP: inmunoprecipitacién.
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La translocacion de ErbB2 y Stat3 al nucleo inducid por MPA ocurre de manera

independiente una de la otra

Para evaluar si la inhibicion de la localizacionEf®B2 en el nucleo afecta la
translocacion nuclear de Stat3 inducida por MPAIllizatnos el modelo de
reconstitucion de ErbB2 desarrollado en la Prinfeagte de los Resultados. Primero
caracterizamos la respuesta a MPA de la mutantéridB2 incapaz de translocar al
nacleo (hErbBANLS). La figura 45 muestra que en las células C4idipa expresion
de ErbB2 se reconstituyo con la mutante hEA®BIES, los niveles de fosforilacion de
ErbB2 en Y1222 y Y877 inducida por MPA fueron comgides a los niveles de
fosforilacion del receptor endégeno y de las céluonstituidas con hErbB2WT. Para
comprobar que la reconstitucion con la mutante hEADR S fue efectiva, se revel6 la
membrana con un anticuerpo anti GFP, y se visudéizéefial a la altura del peso
molecular de ErbB2 (figura 45, quinto panel). Detravaos que hErbB¥NLS activado
por progestagenos retiene sus funciones citopliasasat de membrana intactas porque,
al igual que la forma salvaje, fue capaz de indacactivacion de p42/p44 MAPKs vy la
fosforilacion en Y705 de Stat3 (figura 45, sextocyavo panel).

S Figura 45. La mutante hErbB2NLS induce la
ygﬁAComrol S A fosforilacion de Stat3 en respuesta a MPA
ﬁlggé\z%ﬁm - S . Células C4HD fueron transfectadas con 25 nM
hErbB2ANLS - - - + de siRNAs contra ErbB2 murino o sSiRNA

pErbB2 control y cotransfectadas con 2 pug/ml de
(Y1222/1272) . .
hErbB2WT, hErbBANLS o plasmido vacio
ErbB2 durante 72 hs, y después de 24 hs de ayuno
pErbB2 fueron tratadas con MPA 10 nM durante 10
(Y8771927) min para evaluar la fosforilacion de ErbB2 y
ErbB2 Stat3, y durante 2 min para evaluar la

fosforilacion de las MAPK. Los extractos
proteicos fueron analizados por WB con los
anticuerpos anti fosfo-proteinas indicados. Las
membranas fueron luego sometidastrgpping y

Statd - - e, G iy G54 reveladas con los anticuerpos contra las proteinas

GFP-hErbB2ANLS |8

pStat3 (Y705)

. — v totales. Se revel6 con un anticuerpo contra GFP
42/p44 MAPK S — —
il s - para comprobar la eficiencia de la recons-
p42/p44 MAPK il i titucion con hErbBANLS. Se muestra actina

- e o e S como control de carga y de especificidad de los

Actina S N e=s G N9 = tratamientos. El experimento es representativo
de tres que se realizaron.
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Ensayos de inmunofluorescencia y microscopia cahf@n células C4HD
reconstituidas con hErbBRAILS mostraron que el tratamiento con MPA por 30utos
provoco la migracion de la mutante de ErbB2 deadeémbrana citoplasmatica hacia
el citosol, pero no al nucleo (figura 46, primecduonna). Sin embargo, en estas células
se detectd una clara translocacion nuclear de Staifida por MPA (figura 46,
segunda columna), lo que indica que la migraciéB8tad¢3 al nicleo mediada por MPA

ocurre independientemente de la translocacion dBZEr

Células C4HD+siRNA ErbB2+hErbB2ANLS

GFP Superposicion
(hErbB2ANLS) Stat3 GFP/Stat DAPI

.'/ 2 ™

Sin tratar

MPA, 30 min

Figura 46. La importacién nuclear de Stat3 inducida por MPAretependiente de la migracién nuclear de
ErbB2 Células C4HD fueron cotransfectadas con 25 nMid&IAs contra ErbB2 murino y con 2 pg/ml
de hErbBANLS durante 72 hs; después de 24 hs de ayuno faetawlas o no con MPA 10 nM durante
30 min y fijadas en metanol. La GFP del vector BRANLS fue visualizada por fluorescencia directa. Htat
fue identificada con un anticuerpo monoclonal drraseguido de la incubacién con un segundo
anticuerpo anti IgG de ratdén conjugado con rodarnoj@). Los ndcleos fueron tefiidos con DAPI (azul)
Iméagenes representativas de cuatro experimentependientes. Barras de escala: 10 um.

Con el proposito de estudiar si la funcion de hEAMLS como inhibidor
dominante negativo de la translocacion nuclear deBE enddgeno, descripta en la
Primera Parte de los Resultados, también ocurestahular con MPA, células C4HD
gue conservan la expresion enddogena de ErbB2 fikenosfectadas con hErbBRILS.

La figura 47 muestra que la presencia de hEANBZS previno la translocacion nuclear
del receptor enddgeno inducida por MPA (célulaslsefas con las flechas continuas),

mientras que en las células que no incorporaromu@nte, MPA indujo la localizacién
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del receptor enddgeno en el nucleo (células sefmlenla las flechas discontinuas),
revelando la funcién de hErbBRILS como inhibidor dominante negativo de la
migracion de ErbB2 enddgeno hacia el nucleo, enmeatanismo gatillado por

progestagenos.

Células C4HD GFP _ Superposicion
(hErbB2ANLS) ErbB2 murino GFP/ErbB2 DAPI

Sin tratar

MPA, 30 min

Figura 47. La mutante hErbB2NLS funciona como un inhibidor dominante negatigdadtranslocacion
nuclear de ErbB2 endégeno inducida por MR2¢lulas C4HD reteniendo la expresiéon enddgena de
ErbB2 fueron transfectadas con 2 pg/ml de hEAMRZS durante 72 hs; después de 24 hs de ayuno
fueron tratadas o no con MPA 10 nM durante 30 myirfijjadas en metanol. La GFP del vector
hErbB2ANLS fue visualizada por fluorescencia directa. EXteEBddgeno de ratdn fue identificado con un
anticuerpo monoclonal de raton que reconoce eptecenurino y no el humano (F-11, de Santa Cruz
Biotechnology), seguido de la incubacion con urusdg anticuerpo anti IgG de ratén conjugado con
rodamina (rojo). Flechas continuas: células tramatias con hErbBRNLS; flechas discontinuas: células
que no tomaron el vector. Los nucleos fueron tefimin DAPI (azul). Imagenes representativas de tres
experimentos independientes. Barras de escalanl0 u

El siguiente objetivo fue explorar si la importatiduclear de ErbB2 mediada por
MPA depende de la localizacion subcelular de Staa3inhibicion de la activacion de
las proteinas quinasas Jaks inducida por MPA attitip un inhibidor farmacologico,
resulté en el bloqueo de la fosforilacion de Statf, afectar la activacion de ErbB2
dependiente de MPA (figura 48 A). Al evaluar logabs de la inhibicion de la
fosforilacion de Stat3 sobre la localizacion subleglde Stat3 y ErbB2 por microscopia
confocal, se obtuvo como resultado que a pesaudéactranslocacion de Stat3 hacia el
nucleo fue impedida, la migracion de ErbB2 inducmta MPA no se vio afectada
(figura 48 B).
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Superposicion
MPA (10 min) ) i =S ErbB2 Stat3 ErbB2/Stat3 DAPI

Inhibidor de Jak - = + :
pErbB2 (Y1272) — Sin tratar _
ErbB2 | puee g ey i g
pJdak1 (Y1022/1023) — :
JaKT | — — — MPA, 30 min
pJak2 (Y1007/1008) | om - -.-

s --- Inhibidor de Jak+
pStatd (Y705) | wee— = MPA, 30 min

Stat3 [ = -
Figura 48. La migracion nuclear de ErbB2 inducida por MPA eddapendiente de la localizacién subcelular
de Stat3Células C4HD fueron pretratadas o no comu0del inhibidor de Jak antes del tratamiento con
MPA 10 nM por los tiempos indicadoé. Los extractos proteicos fueron analizados por “dR
anticuerpos anti fosfo tirosina de ErbB2, Jak12Jaktat3, y después datippinglas membranas fueron
reveladas con anticuerpos contra las proteinasesotha densitometria de las bandas de las fosfo-
proteinas normalizadas con las proteinas totalegrénan aumento significativo de la fosforilaciée d
ErbB2, Jaks y Stat3 en las células tratadas con Eparando con las no tratadas, y una disminucién
de la fosforilacion de Jaks y Stat3 causada parnhébidor de Jak con respecto a las tratadas coA MP
(p<0,001) B. Las células fueron fijadas en metanol y ErbB2ag3fueron localizados como en la figura 43.
Los nlcleos se tifieron con DAPI (azul). Estas imégeson representativas de tres experimentos
independientes. Barras de escala: 10 pm.

ErbB2 actia como coactivador de Stat3 en un mecamnim® transcripcional inducido
por MPA

A continuacién nos propusimos poner a prueba latbégw de la accién de ErbB2
como coactivador transcripcional de Stat3, planteadala Primera Parte de los
Resultados, pero esta vez a través de un mecaiisiinecto, gatillado por el receptor
de progesterona unido a su ligando. Para eso,iastasl primero la regulaciéon de la
expresion de ciclina D1 por progestagenos que, carexplicé previamente, es un gen
vinculado al cancer que contiene sitios de uniSma#3 pero no a ErbB2 en su promotor
proximal. La induccion del gen de ciclina D1 poogestagenos ya ha sido demostrada
en lineas celulares de cancer de mama humano (Muesgt al. 1993; Sutherland y
Musgrove 2004; Faivreet al. 2005; Saitohet al. 2005; Boonyaratanakornkit al.
2007). Resulta importante destacar que la regioniqal de 2 kb del promotor de

ciclina D1 no contiene sitios de union a PR cam®i¢PREs). Esto hace que el
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promotor de ciclina D1 sea un modelo ideal parastigar si los progestagenos regulan
la expresion génica a través de la union de un a@jmpianscripcional no clasico entre
Stat3 y ErbB2, e independiente de la union de PRRsasitios PREs. La figura 49 A
muestra que el tratamiento con MPA desde 6 haslte 4&dujo la expresion proteica de
ciclina D1 en las células C4HD, siendo el maximeehde expresion a las 24 y 48 hs (3
veces) y declinando a las 72 hs. La preincubacddret antagonista de PR, RU486, v el
silenciamiento de la expresion de PR, bloquearsrefectos del tratamiento con MPA
(figura 49 B). Para determinar la participacion EidB2 y Stat3 en la regulacion
positiva de la expresion de ciclina D1 por MPA,irg&bid la activacion de ErbB2 y
Stat3 inducida por MPA utilizando AG825 o el inkibr de las quinasas Jaks,
respectivamente, y por otro lado se silencio laesipn de las proteinas con siRNAs.
Cada una de estas estrategias utilizadas inhilgidifisativamente la expresion de
ciclina D1 mediada por MPA en las células C4HDufeg49 B). En las células T47D,
MPA también modula positivamente la expresion dertdeina ciclina D1 via ErbB2 y
Stat3 (figura 49 C).

A
Células C4HD

Tiempo (hs) 6 12 24 48 72
MPA " + - + - + N i _ +

Cicling D] e s o= e G e G e —

ACHNG —— e o — — — — — — —

Veces de aumento 1.7 2 28 3 186
B C
Céluias C4HD Células T47D
kﬂg@z(ga hs) - + + + + + + + +
= - ¥ - - - - - - _
siRNA ErbB2 - - = * z B . . : kiggxz{gS h . : . . .
Inhibidor de Jak - - e - *# = - - - He & B - - :
siRNA Stat3 - - - - - + - - = Inhibidor de Jak - - - + -
RU486 = = = 5§ B o§ ¥ = = siRNA Control = o= oW ow # =
= = 5 = = = = + - ;
E:EHQ EEntrcI - - - - - - - - * SIRNA Stat3 - = 3 % = ad
Ciching D1 | === S | e m— - — i —— -— Ciclina D1 s S e e —
Actina —_——-‘m ACHNT | e ——— — —
Vecesdeaumento 1 29 1 09 09 1 08 13 28 Vecesgeauments: 1 27 07 08 28 07

Figura 49. La expresion de la proteina ciclina D1 es inducjlar MPA a través de un mecanismo
dependiente de ErbB2 y Sta#®. Células C4HD fueron tratadas con MPA 10 nM dwdos tiempos
indicados. Los extractos proteicos se analizarenB utilizando un anticuerpo contra ciclina D1 iyou
contra actinaB y C. Células C4HDB) o T47D () fueron transfectadas o no con 25 nM de siRNAs
contra ErbB2, Stat3, PR o control durante 72 hspdés de 24 hs de ayuno fueron preincubadas anno co
AG825 10uM, con el inhibidor de Jak {tM, o con RU486 10 nM y luego tratadas con MPA 10 nM
durante 48 hs. Los niveles de expresién de ciéihdueron analizados por WB a partir de los extract
proteicos. Se reveld actina como control de carda gspecificidad de los tratamientos. Se muesisan
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resultados de la densitometria de las bandas lileaci2l normalizadas con las de actina, como veees
aumento respecto al control sin tratar. Los expemios se repitieron entre tres y cuatro veces con
resultados similares. La densitometria mostré umesnio significativo de ciclina D1 en las células
tratadas con MPA por 12, 24 y 48 hs comparandda®no tratadas, y una disminucion significativa en
las células transfectadas con siRNA ErbB2, siRN&FHtsiRNA PR y las pretratadas con RU486 y con
los inhibidores de Jak y ErbB2, comparando cotréassfectadas con siRNA Control (p<0,001).

Los niveles de ciclina D1 pueden ser reguladosaotbios en la estabilidad de la
proteina (Musgrove 2006). Con el propésito de dmrar que se trata de una
regulacion transcripcional, examinamos los nivelesARN mensajero de ciclina D1
por transcripcion reversa seguida de PCR en tieragb La estimulacion de células
C4HD con MPA indujo la expresion de ARNm de ciclibd de manera dependiente
del tiempo de tratamiento, con un nivel maximo geresion a las 18 hs (entre 3y 4
veces) y volviendo a los niveles basales a lassA@idgura 50 A). El silenciamiento de
la expresion de ErbB2, Stat3 o PR utilizando siRN#\squed la capacidad del
progestageno de inducir la expresiéon de ARNm daeai®1 (figura 50 B).

B
A 4— ok
4_ * % *%
—_ E 2 b
o< O 34
zif 34 - M o,
5o S|o
20 * S -
£ 29 £
T %
< 1
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04
0- MPA (18 hs) . w® W % E
MPA (hs siRNA ErbB2 = = + = = s
(hs) 0 1 6 12 18 24 48 SRNA Stat3 - - i + - -
siRNA PR = = = ” + _
siRNA Control - - = - - +

Figura 50. MPA induce la expresion del ARNm de ciclina D1 &faBB2 y Stat3Células C4HD fueron
tratadas con MPA 10 nM durante los tiempos indisgéd o fueron transfectadas con 25 nM de siRNAs
contra ErbB2, Stat3, PR o control durante 72 hgegd tratadas con MPA 10 nM durante 18Bjs Ge
extrajo el ARN y luego de la retrotranscripcionAEINc se amplificé por PCR en tiempo real. Las wede
induccion de la expresién del ARNm se calcularandifndo los nimeros arbitrarios obtenidos para el
ARNmM de ciclina D1 de cada muestra en la PCR ciadinth por las cantidades obtenidas del control
interno GAPDH, estableciendo en 1 el valor de laesina sin tratar y determinando las veces de
incremento del ARNm relativo a la muestra sin trataos datos representan la media de tres
experimentos independientes + SEM. * vs sin trada,01; ** vs sin tratar: p<0,001.
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De manera similar a los resultados obtenidos cdanatmiento con HRG en la
Primera Parte de los Resultados, estos hallazgosstran que ErbB2 y Stat3
desempeiian un rol clave en el mecanismo de la ®&prde ciclina D1 inducida por
MPA.

Luego se evalud si MPA regula la activacion traipsgonal del promotor de
ciclina D1 mediante la induccion de la union det®tasus elementos respondedores.
Células C4HD y T47D fueron transfectadas con lastrancion del promotor de ciclina
D1 humano de 1745 pb de longitud, que contienesstis de union a Stat3, ubicado
rio arriba del gen de la luciferasa (en la figuraAbde repite el esquema presentado en
la figura 24 de Primera Parte de los Resultadddyatamiento con MPA resulté en un
aumento de la activacion del promotor de ciclina @& 3 veces en ambos tipos
celulares, que fue inhibido tanto por el pretratarto con el antiprogestdgeno RU486
como por la cotransfeccion con la mutante dominaetgativa de Stat3, Stat3Y705F
(figura 51 B y C). Cuando las células C4HD fuen@amsfectadas con las construcciones
del promotor de ciclina D1 truncado en distintasiggoses que excluyen uno, tres o
cuatro sitios GAS (figura 51 A), la capacidad de AMBe inducir la activacién
transcripcional del promotor de ciclina D1 dismidwygnificativamente (figura 51 B).

A Promotor de ciclina D1 humano +1
14 -984 -568 -475 =239 -£58-27 [
-1745] ;{/ leas 1 lcas 2| jeAs 3| Gasgd I 1
-963| | I 1 | ] e
2610 T ]
41T ]
B C
Células C4HD Células T47D
e _ i) N - MPA
. ~MPA ] + MPA
O +MPA B + MPA + RU486
34 B+ MPA + RU488 34 [ + MPA + Stat3Y705F

I + MPA + Stat3Y705F

ciclina D1-uc/renilla

(veces de induccion)
ciclina D1-luc/renilla
{veces de induccion)

-1745 -963  -261 -141 pA3 Luc -1745 pA3 Luc

Figura 51. MPA induce la activacion del promotor de ciclina Rltravés de la union de Stat3 a sus
elementos respondedords Esquemas de la construccion del promotor deneidil humano de 1745 pb
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de longitud ubicado rio arriba del gen de la luai$a y de las construcciones truncadas del proreotor
las posiciones -963, -261 y -141. Los rectangulasranes representan los sitios GAS. Se muestra como
“+1" el sitio de inicio de la transcripcion. Célal&€4HD B) o T47D () fueron transfectadas durante 48 o
24 hs, respectivamente, con 1 pg/ml del plasmigortero -1745 ciclina D1-luc o las construcciones
truncadas, junto con 10 ng/ml de lucifer&anilla (utilizado para corregir variaciones internas a# |
eficiencias de transfeccién) y con 2 ug/ml del ece expresion de Stat3Y705F. La cantidad total de
ADN transfectado fue estandarizada agregando sirpttp vacio pcDNA3.1. Como control se transfecto
con 1 pg/ml del vector reportero pA3 Luc que cardekepromotor de ciclina D1. Luego de 24 hs de
ayuno, las células transfectadas fueron preincubad® con RU486 10 nM y tratadas o no con MPA 10
nM durante 24 hs. Los resultados estan presentzoioe veces de induccion de actividad luciferasa
respecto a la de las células sin tratar (primerapd.os datos presentados representan la mediaadm
experimentos independientes para cada tipo cetuEM. ** vs sin MPA (primera barra), # vs tratado
con MPA (segunda barra): p<0,001.

Para evaluar concretamente si ErbB2 actia comdicador transcripcional de
Stat3 en el mecanismo de activacion del promotocidea D1 inducida por MPA,
células C4HD fueron transfectadas con la constbaodel promotor proximal de ciclina
D1 de 1745 pb rio arriba del gen de la luciferas® gotransfectaron con el vector de
expresion de ErbB2 salvaje (hErbB2WT) o con cadgédacrecientes de la mutante de
ErbB2 incapaz de translocar al nucleo (hErBBRS). Como se muestra en la figura 52
A, la sobreexpresion de hErbB2WT aumentd fuerteenentctivacion transcripcional
del promotor de ciclina D1 inducida por MPA, pero en ausencia del estimulo.
Cuando las células fueron transfectadas con caesdarecientes de hErbBSLS,
MPA no fue capaz de inducir la activacion del proonale ciclina D1 (figura 52 A),
reafirmando su funcién como inhibidor dominanteai®® de la migracion nuclear del
receptor endogeno. Tal como se explico en la ParRarte de los Resultados, debido a
la naturaleza del complejo transcripcional compugsbr Stat3 como factor de
transcripcion y ErbB2 como coactivador, resultaesacio evaluar los niveles de
activacion de Stat3 en células que sobreexpres&B2Ero hErbBANLS para
normalizar los valores obtenidos en los ensayoactigidad del gen reportero por la
modulacién en los niveles de activacion de Stat®e ysta manera independizarnos de
la activacion transcripcional del promotor de cialiD1 dada por el aumento de Stat3
activa en el nucleo. Como medida de activacion é#33e evaluaron sus niveles de
fosforilacion en tirosina 705. La transfeccion ch&rbB2WT o con cantidades
crecientes de hErbRALS resultd en un aumento concentracion-dependientéos
niveles de fosforilacion de Stat3 en Y705 trasdtinaulacion con MPA (figura 52 B).

El histograma de la figura 52 C es el resultadoladelivision de las unidades de
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actividad luciferasa obtenidas en la figura 52 A losrvalores de la densitometria de
las bandas de fosfo Stat3/Stat3 total de la figitaB. Nuevamente, los resultados
muestran que la induccién de la actividad transimiad de Stat3 en el promotor de
ciclina D1 no fue debida a un aumento de los nsvdkefosforilacion de Stat3 en Y705,
sino a la colaboracion de ErbB2 en la actividaddcapcional de Stat3 inducida por

MPA.

B
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Figura 52. ErbB2 actla de coactivador de Stat3 en el promd®ciclina D1 A. Células C4HD fueron
transfectadas durante 48 hs con 1 pg/ml del plasmegortero -1745 ciclina D1-luc o pA3 Luc y
cotransfectadas con 10 ng/ml de lucifer&amillay con las cantidades indicadas de los plasmidos de
expresion hErbB2WT o hErbBALS. La cantidad total de ADN transfectado fue mdtaizada
agregando el plasmido vacio pEGFP-N1. Luego des2dehayuno, las células fueron tratadas o no con
MPA 10 nM durante 24 hs. Los resultados estan ptades como veces de induccién de actividad
luciferasa respecto a la de las células sin trggamera barra)B. En paralelo, células C4HD fueron
transfectadas con las cantidades indicadas de B&VIBo hErbBANLS, llevando a la misma cantidad
total de ADN con el plasmido vacio pEGFP-N1. Despigt 24 hs de ayuno fueron tratadas o no con MPA
10 nM durante 10 min. Los extractos proteicos foeamalizados por WB con un anticuerpo anti
pY705Stat3, y después dstripping la membrana fue revelada con un anticuerpo cdbta#3. Se
muestran los resultados de la densitometria deadadas de pStat3 normalizadas con las de Stat3) com
veces de aumento respecto al control sin tratéa geémera calleC. Las unidades relativas de actividad
luciferasa obtenidas e fueron divididas por los resultados de la densétivia mostrada eB, y los
resultados se muestran como veces de inducciéatidalad relativa del promotor de ciclina D1 resjpec

a la de las células sin tratar (primera barra). Hatos presentados representan la media de tres
experimentos independientes + SEM. ** vs sin MPAInjera barra), # vs tratado con MPA (segunda
barra): p<0,001.
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Examinamos los efectos de la mutante hEAMZS sobre la expresion de ciclina
D1 enddgena inducida por progestagenos, evaluasglmiveles de expresion de la
proteina y del ARNm de ciclina D1 en células C4HBnsfectadas con cantidades
crecientes de hErbRALS. La figura 53 muestra que los niveles de exprede la
proteina (A) y el ARNm (B) de ciclina D1 inducida rpMPA fueron reducidos
significativamente y de manera concentracion-degeelien las células que expresan
hErbB2ANLS, en comparacion con las células transfectadaset plasmido vacio.
Estos resultados junto con los anteriores, dermaresjue la expresion de ciclina D1

inducida por progestagenos esta regulada por uple@muclear compuesto por Stat3
y ErbB2.

B *k
A 4
MPA (48 hs) R oF
®©in 3 — #
hErbB2ANLS (ng) - - 0,5 1 2 =P
=)
Ciclinga D1 | = e - — 2 2 4
£ =
. =
ACHNG  — e — — — % q
\eces de aumento 1 2,8 1,9 0.9 07
0
MPA (18 hs) - + + +
hErbB2ANLS (ug) = - 0,5 1

Figura 53. La localizacion de ErbB2 en el nicleo celular esasaria para la expresion de ciclina D1
inducida por MPA Células C4HD fueron transfectadas por 48 hs @ dantidades indicadas de
hErbB2ANLS, llevando a la misma cantidad total de ADN ebplasmido vacio pEGFP-N1. Luego de 24
hs de ayuno, las células fueron tratadas o no cBA 0 nM durante los tiempos indicadés. Los
niveles de expresion de ciclina D1 fueron analizsgalar WB a partir de los extractos proteicos. Selée
actina como control de carga y de especificidadodetratamientos. Se muestran los resultados de la
densitometria de las bandas de ciclina D1 nornddizacon las de actina, como veces de aumento
respecto al control sin tratar de la primera c&le/VB mostrado es representativo de tres quecserbin

con resultados similares. La densitometria mostr@ disminucion significativa de ciclina D1 en las
células transfectadas con 0,5, 1 y 2 ug de hEAbRS, con respecto a las transfectadas solamente con
plasmido vacio y tratadas con MPA (segunda caie),001)B. El ADNc sintetizado a partir del ARN, se
amplificé por PCR en tiempo real. Las veces de ¢oifun de la expresion del ARNm de ciclina D1 se
calcularon y se muestran como en la figura 50,eetspal ARNm de GAPDH. Los datos representan la
media de tres experimentos independientes + SEMs*in tratar (primera barra), # vs tratado conrAMP
(segunda barra): p<0,001.

La funcion de ErbB2 como coactivador transcripcialea Stat3 en un escenario
promovido por la union de MPA al receptor de progresma fue también estudiada en

células C4HD reconstituidas con hErd®8S o hErbB2WT. En células cuyo ErbB2
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endogeno fue silenciado con siRNAs, la expresionhBebB2WT pero no la de
hErbB2ANLS, fue capaz de restituir la actividad transaapal de Stat3 dependiente de
MPA en el promotor de ciclina D1 (figura 54). Eladinis de los datos se realizé como

en la figura 52 y se presenta como en esa figura.

B
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Figura 54. ErbB2 actlia de coactivador de Stat3 en el promdtociclina D1 de células que no expresan
ErbB2 enddgendA. Células C4HD fueron transfectadas durante 72hslqug/ml del plasmido reportero
-1745 ciclina D1-luc o pA3 Luc, con 10 ng/ml deifacasaRenillay cotransfectadas con 2 pg/ml de los
plasmidos hErbB2WT, hErbRANLS o pEGFP-N1, junto con 25 nM de siRNAs contrbBet o control.
Luego de 24 hs de ayuno, las células fueron tratade con MPA 10 nM durante 24 hs. Los resultados
estan presentados como en la figura 5B AEn paralelo, células C4HD fueron transfectadasZag/ml

de hErbB2WT, hErbBENLS o pEGFP-N1, y cotransfectadas con 25 nM de AikNontra ErbB2 o
control. Después de 24 hs de ayuno fueron tra@descon MPA 10 nM durante 10 min. Los extractos
proteicos fueron analizados por WB como en la fighe B.C. Las unidades de actividad luciferasa
mostradas eA fueron divididas por los resultados de la densttivia obtenida eB, y los resultados se
muestran como en la figura 52 C. Los datos reptasda media de tres experimentos independientes +
SEM. ** vs sin MPA: p<0,001.

Para extender el nuevo rol de ErbB2 nuclear prdpues este trabajo a un
promotor distinto del de ciclina D1, células C4HO'47D fueron transfectadas con el
plasmido p4xm67-tk-luc, que contiene sitios de und@n alta afinidad a Stat3. La
actividad transcripcional de Stat3 inducida por MBéAe se midio utilizando este
reportero aumento significativamente por la cofiesson con hErbB2WT (figura 55 A

y B). Los datos de esta figura estan presentaduos em la figura 52.
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Figura 55. El rol de ErbB2 como coactivador de Stat3 no eststringido al promotor de ciclina D1
Células C4HD A) o T47D ) fueron transfectadas durante 48 o 24 hs, respeatinte, con 1 pg/ml de
un plasmido reportero de luciferasa que contieraraicopias del sitio de unién a Stat3 de altaicHih
“m67” (p4xm67-tk-luc) o con un vector reportero pTA-tk-Luc que carece de la insercion m67, como
control. Las células se cotransfectaron junto cOmd/ml de luciferas&enillay con 400 ng/ml del
vector hErbB2WT o pMel8SM. Luego de 24 hs de ayla®gcélulas fueron tratadas o no con MPA 10
nM durante 24 hs. Los resultados estan presentadns en la figura 52 A. En los paneles del medio se
muestran los resultados de los WB de los extrgmmieicos de las células transfectadas con hErbB2WT
o el vector vacio pMel8SM, en los que se evalu@tpSy Stat3 total como en la figura 52 B. Los
histogramas de los paneles inferiores muestragseltado de la divisién de la actividad luciferpsa la
densitometria de los niveles de pStat3/Stat3,amlocse realizé en la figura 52 C. Los datos reptase

la media de tres experimentos independientes + SEW. sin tratar (primera barra), # vs tratado con
MPA (segunda barra): p<0,01; ** vs sin tratar (pena barra), ## vs tratado con MPA (segunda barra):
p<0,001.
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ErbB2 actia como coactivador de Stat3 co-reclutanda PR y las histonas

acetiltransferasas CBP y p300 en el promotor de dica D1

Con el objetivo de evaluar la asociacion de StdEBhB2 inducida por MPA en el
promotor de ciclina D1 endégeno en células vivaspleamos la técnica de ChIP.
Utilizando primers que flanquean los sitios GAS -971 y -874 del prmmde ciclina
D1 murino, encontramos que MPA indujo una uniomigicativa y especifica tanto de
Stat3 como de ErbB2 luego de 30 minutos de tratamien células C4HD (figura 56
A). Trabajos de otros autores han demostrado qumdRiRe la expresion de genes que
no contienen PREs en sus promotores, mediante mpuas transcripcionales no
clasicos, a través de la union de PR a otros festde transcripcion en los promotores
de dichos genes (Owaest al. 1998; Cicatielloet al. 2004; Faivreet al. 2008). Nuestra
identificacién del complejo transcripcional Stat®/B2 inducido por progestagenos nos
hizo hipotetizar que PR es reclutado junto con3SydErbB2 en el promotor de ciclina
D1. Para evaluar si PR también forma parte de @sglejo nuclear, se realizé un ChIP
inmunoprecipitando con un anticuerpo anti PR, RGR en tiempo real se llevd a cabo
con los mismosprimers utilizados anteriormente. La figura 56 A muestize cel
tratamiento con MPA durante 30 minutos indujo tambia asociacién de PR a los
sitios de union de Stat3 en el promotor de cicivade ratdn, revelando que en este

mecanismo, PR forma parte del complejo nucleaBfeiB2.

Ademas encontramos que MPA caus0 un importante r@onakel reclutamiento
de Stat3, ErbB2 y PR en el promotor de ciclina imano en las células T47D,
utilizando un par derimersque flanquea el sitio GAS -984 (figura 56 B).
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Figura 56. MPA induce el reclutamiento de Stat3, ErbB2 y PRom@motor de ciclina D1Paneles
superiores: esquemas de los promotores de ciclinanrino @) y humano B). Los triangulos verdes
representan los sitios GAS; las flechas rojas septan logprimers utilizados para la PCR cuantitativa en
tiempo real (las secuencias de ffmers estan detalladas en los Materiales y Métodoserayo la
técnica de inmunoprecipitacion de la cromatina BJlsiobre extractos de células C4HY) § T47D @B).

Las células fueron tratadas o no con MPA 10 nM3®min y se prepararon las cromatinas, como se
describe en Materiales y Métodos, para inmunopiteciStat3, ErbB2, PR o IgG de conejo como control
de especificidad. EI ADN inmunoprecipitado y ebtdicomo control de carga) se amplificé mediant®&@PC
cuantitativa en tiempo real. Los valores arbitaiidtenidos para cada muestra fueron divididodqsor
obtenidos para el ADN total sin inmunoprecipitargpeada tratamiento, estableciendo en 1 los vattees
las muestras sin tratar, y determinando las veeaesalemento de ADN inmunoprecipitado relativo a es

punto. Los resultados representan la media deekgsrimentos independientes + SEM. ** vs sin tratar
p<0,001.

Evaluamos a continuacion si MPA es capaz de indu@rasociacion simultanea
de Stat3 con ErbB2 y de Stat3 con PR en el pronasbgen de ciclina D1, mediante
ensayos de re-ChlP. Las cromatinas proveniente®ldéas C4HD y T47D tratadas o
no con MPA por 30 minutos, fueron primero inmungjpiadas con un anticuerpo anti
Stat3, y luego fueron re-inmunoprecipitadas coranticuerpo anti ErbB2 o uno anti
PR. El analisis por PCR cuantitativa en tiempo esaencié que el estimulo con MPA
aumento significativamente la unién simultaneadals Stat3 y ErbB2 como de Stat3 y
PR en los sitios GAS del promotor de ciclina Dllancélulas C4HD y T47D (figura
57 A y B). Del mismo modo, mediante experimentosed€hlP, inmunoprecipitando
primero con una anticuerpo anti PR y re-inmunopitanido después con un anticuerpo

anti ErbB2, y viceversa, encontramos que MPA indajoo-ocupacion de ErbB2 y PR
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simultdneamente en el sitio GAS -984 del promotorcidéna D1 de células T47D
(figura 57 B). Estos hallazgos evidencian claramente los progestdgenos inducen la
formacion de un complejo transcripcional ternantre Stat3, ErbB2 y PR en los sitios

GAS del promotor de ciclina D1 de células de cadeemama.
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Figura 57. MPA induce la asociacion simultanea de Stat3, ErpBR en el promotor de ciclina Dllas
cromatinas de células C4HB)y T47D @) tratadas o no con MPA 10 nM por 30 min fueronmgafio
inmunoprecipitadas con un anticuerpo anti Stat8,EzB2 o anti PR y luego re-inmunoprecipitadas co
un anticuerpo anti ErbB2 o anti PR, o se utilizé tlos veces una IgG de conejo como control de
especificidad. EI ADN se amplificé por PCR en tiemmeal utilizando logrimers esquematizados con
flechas rojas en la figura 56. Los valores obtesigara cada muestra fueron divididos por los otieni
para el ADN total, estableciendo en 1 los valomesad muestras sin tratar, y determinando las veéees
incremento de ADN inmunoprecipitado relativo a peato. Los datos mostrados son la media de dos a
tres experimentos independientes + SEM. ** vs itat: p<0,001.

El siguiente objetivo fue estudiar si la uniébn d@ ® Stat3 es necesaria para la
formacion del complejo transcripcional Stat3/ErbB2 dos sitios distintos que
contienen secuencias GAS del promotor de ciclina Hkinano. Analizamos la
formacion del complejo utilizando la técnica de Elskeguida de PCR en tiempo real
con primersque flanquean tres regiones distintas del gendliea D1: el sitio GAS -
984 estudiado en las figuras anteriores; otro amplidenominado “-50”, cubre el sitio
de inicio de la transcripcion, abarcando el sitidS527 y el elemento iniciador (Inr,
equivalente a la TATAo0X); y el tercer amplicon, denominado “+8000”, fuecallo
unas 8000 pb rio arriba del sitio de inicio deréascripcion (figura 58 A). Este ultimo

amplicon se utilizO6 como un control negativo interde la union de factores de
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transcripcion y coactivadores, como se describidra&vajos previos (Eeckhoutt al.
2006). En primer lugar, evaluamos el reclutamiet@tat3, ErbB2 y PR en el sitio de
inicio de la transcripcion (-50) en las células D4Tonforme a lo observado en el sitio
-984, MPA indujo la union de las tres proteinasiaib -50, pero el reclutamiento de
ErbB2 y PR fue menor que el obtenido en el sit®4-%igura 58 B). La asociacion
dependiente de MPA de las tres proteinas en ¢&tessile puede atribuir a la presencia
del sitio GAS en la posicién -27.

Para evaluar la importancia de PR en la formacioh cdenplejo nuclear
Stat3/ErbB2, trabajamos con la linea celular T47Dransfectada establemente con la
mutante de PR incapaz de unirse al ADN pero comdadad de activar las vias de
sefalizacion (T47D-Y-C587A-PR). En el trabajo arajique describe esta mutante se
reportd que C587A-PR tampoco es capaz de unirdeoa factores de transcripcion
unidos al ADN, ya que el mecanismo por el cual RRiaunido a otro factor de
transcripcion y no directamente al ADN requiere sedos proteinas involucradas, la
unida directamente al ADN y la asociada, poseadaminio de unién al ADN (Tungt
al. 1993). Esto se debe a que, ademas de su funcigmidal ADN, el dominio de
union al ADN de los receptores esteroideos estdidago en la mediacion de ciertas
interacciones proteina-proteina (Kumar y Thompso®9L9Como era de esperar de
acuerdo a estos antecedentes, el tratamiento deélals T47D-Y-C587A-PR con
MPA por 30 minutos no fue capaz de inducir el rechiento de PR al sitio GAS -984
ni al sitio -50 (figura 58 C). En estas céluladylE2 tampoco se asocio a estos sitios tras
el tratamiento con MPA. Sin embargo, el reclutatuerde Stat3 aumentd
significativamente en presencia de MPA en ambassgitigura 58 C).

Para analizar si es necesario el reclutamiento td&ZE a los sitios GAS del
promotor de ciclina D1 para que PR se una a StatB8las T47D fueron transfectadas
transientemente con la mutante hErABRS. En esta situacion, ErbB2 no se encuentra
en el promotor de ciclina D1 porque no es capdzasiocar al nicleo en presencia de
la mutante dominante negativa (figura 58 D). De enansimilar a los hallazgos
obtenidos con las células T47D-Y-C587A-PR, el traémto con MPA provocd un
aumento de la union de Stat3 pero no de PR eritios €984 y -50. El reclutamiento de
Stat3 en el promotor de ciclina D1 independientemeiet la localizacién nuclear de
ErbB2 es consistente con nuestro hallazgo de quanalocacion de Stat3 al nucleo
inducida por MPA no depende de la migraciéon nuckkarErbB2 (figura 46). En

conjunto, estos resultados indican que el reclatoide Stat3 en los sitios -984 y -50
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no depende de la presencia de PR ni de ErbB2 RiRrp ErbB2 dependen uno del otro
para asociarse a Stat3 en estos sitios.
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Figura 58. La presencia de ErbB2 y PR funcionales en el nUcédolar es necesaria para que se forme
el complejo Stat3/ErbB2/PR en el promotor de cklbil. A. Esquema del gen de ciclina D1 humano. Los
triangulos verdes representan los sitios GAS; teatazul representa el elemento Inr, y las flechis, los
pares deprimersutilizados para la PCR en tiempo real (las sedasrde logprimersestan detalladas en
los Materiales y Métodos). Bajo las flechas secemdlilas posiciones de los extremos 5' depiosiers
forward y reverse Se muestra como “+1” el sitio de inicio de langeripcion. Se realizo la técnica de ChIP
sobre cromatinas de células T47B),(T47D-Y-C587A-PR C) o T47D transfectadas transientemente
con 2 pg/ml de hErbBNLS (D). Las células fueron tratadas o no con MPA 10 rdv 30 min y se
inmunoprecipité Stat3, ErbB2, PR o IgG como contiejjativo. EI ADN se amplificé por PCR en tiempo
real utilizando los tres pares gemersesquematizados ek (amplicones “-984”, “-50” y “+8000”, este
Gltimo como control negativo). Los valores obtesideara cada muestra fueron divididos por los
obtenidos para el ADN total, estableciendo en vldsres de las muestras inmunoprecipitadas con IgG
y determinando las veces de incremento de ADN immpretipitado relativo a ese punto. Los datos
mostrados son la media de tres experimentos indéggas + SEM. ** vs sin MPA: p<0,001.
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Las modificaciones de las histonas regulan la retaod® de la cromatina
provocando la activacion o represion de la traps@n génica. En particular, la
acetilacion de histonas es una marca de transéni@aitiva. Para comprender mejor el
mecanismo de coactivacion de ErbB2 sobre Stat3gstigamos si coactivadores
conocidos con actividad de histona acetiltransée(Bl\T) son co-reclutados junto con
Stat3, ErbB2 y PR en el promotor de ciclina D1.bajas de otros autores describieron
la asociacion entre Stat3 y los coactivadores CBRHB (CAMP response element
binding proteir) binding proteif y p300, que poseen una potente actividad HATa€st
interacciones aumentan la actividad transcripciaealStat3 (Nakashimat al. 1999;
Giraudet al. 2002). Por lo tanto, evaluamos el reclutamient&€8® y p300 por ChIP
en el gen de ciclina D1. El tratamiento de las leélur47D con MPA durante 30
minutos provocO un aumento significativo de la anide CBP y p300 y de la
acetilacion de las histonas H3 y H4 en los sit@4-y -50 (figura 59 A). Cuando el
experimento se repitié en las células T47D-Y-C5&MRy en las T47D transfectadas
con hErbBANLS, en las cuales el complejo transcripcional 3abB2/PR no se
puede formar, MPA no fue capaz de inducir el rectuénto de CBP y p300 ni afecto la
acetilacion de las histonas H3 y H4 en ningunoodesitios estudiados (figura 59 B y
C).
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Figura 59. Reclutamiento de CBP y p300 al complejo Stat3/EfBBZn el promotor de ciclina DBe
realizd la técnica de ChIP sobre cromatinas delalii47D f), T47D-Y-C587A-PR B) o T47D
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transfectadas transientemente con 2 pg/ml de hAKBR (C), tratadas o no con MPA 10 nM por 30
min. Se inmunoprecipité CBP, p300, histona H3 #addi (AcH3), histona H4 acetilada (AcH4) o IgG
como control negativo. EI ADN se amplificé por PER tiempo real con los mismpsimers utilizados

en la figura 58. Los resultados de la PCR se marestomo en la figura 58. Los datos mostrados son la
media de dos a tres experimentos independienteEM. 3 vs sin MPA: p<0,01; ** vs sin MPA:
p<0,001.

Por ultimo evaluamos la regulacién de la activadr@nscripcional del promotor
de ciclina D1 por MPA en las células T47D-Y-C587R:PLas células fueron
transfectadas con la construccion del promotor idena D1 humano de 1745 pb
ubicado rio arriba del gen de la luciferasa. Etatraento con MPA no afectd la
activacion del promotor de ciclina D1 y, como eraedecible, tampoco el
pretratamiento con el antiprogestageno RU486 @did). Este resultado junto con los
anteriores y los de la figura 52, en los que deraosgis que la transfeccion de células
C4HD con cantidades crecientes de hEWHWBRS inhibié la capacidad de MPA de
inducir la activacion del promotor de ciclina Daglican que la formacion del complejo
Stat3/ErbB2/PR es necesario para la activacioa tlahscripcion de ciclina D1.

Celulas T47D-Y-C587A-PR
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Figura 60. MPA no es capaz de inducir la activacion del prasnate ciclina D1 en células T47D-Y-
C587A-PR Células T47D-Y-C587A-PR fueron transfectadas oligr®24 hs con 1 pg/ml del plasmido
reportero -1745 ciclina D1-luc junto con 10 ng/nel ldiciferasaRenilla Luego de 24 hs de ayuno, las
células se preincubaron o no con RU486 10 nM yatarbn o no con MPA 10 nM durante 24 hs. Los
resultados estan presentados como veces de indwbeiactividad luciferasa respecto a la de ladalu
sin tratar (primera barra). Los datos presentaglmesentan la media de tres experimentos indepeadie
+ SEM.
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La localizacion nuclear de ErbB2 es fundamental pa la proliferacion

progestageno-dependiente de células de cancer demsa

Con el propoésito de investigar la correlacion endrdranslocacion nuclear de
ErbB2 inducida por MPA y la proliferacion celulaexaminamos la respuesta
proliferativa in vitro a MPA de células C4HD reconstituidas con hEmBES. El
ensayo de incorporaciéon de timidina tritiada ddidara 61 muestra que la respuesta
proliferativa a MPA de las células C4HD fue inhébia silenciar la expresion de ErbB2
con siRNAs. Al reconstituir la expresion de ErbB@nchErbB2WT pero no con
hErbB2ANLS, se recuperd la respuesta proliferativa a MEgui@a 61). Como la
mutante hErbBARNLS actla de inhibidor dominante negativo de landi@cacion
nuclear del receptor endégeno, es de esperar quankfeccion con hErbBALS de
células que expresan ErbB2 enddgeno, afecte ldguemlion inducida por MPA. Bajo

estas condiciones, la respuesta a MPA tambiénuize(figura 61).
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Figura 61. La localizacién nuclear de ErbB2 es fundamentalapkr proliferaciénin vitro de células
C4HD. La expresion endégena de ErbB2 fue silenciadasferatando células C4HD durante 72 hs con
siRNAs contra ErbB2 25 nM y se reconstituy6 la egjgm de hErbB2WT o hErbBRILS cotransfectando
con 2ug de cada plasmido. Como control, y para que téaagélulas tengan las misma cantidad de
siRNA y plasmido, se transfectdé con siRNA contrbl 8V y con 2ug del plasmido vacio pMel8SM.
Después de 24 hs de ayuno fueron tratadas con NP#Mldurante 48 hs o permanecieron sin tratar. El
ensayo de incorporacion de timidina tritiada skzatcomo una medida de la sintesis de ADN. Losglaé
presentan como la media de las cuentas por min@® tle octuplicados. ** vs sin MPA: p<0,001. Se
muestra un experimento representativo de tres.
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La proliferacion de células C4HD transfectadas b&mbB2ANLS ademas fue
evaluada por distribucién del ciclo celular medéaahsayos de citometria de flujo de
células tefidas con ioduro de propidio. Mas del 5#2as células C4HD transfectadas
con siRNA control se encontraron en las fases 2AGlel ciclo celular al estimular
con MPA, mientras que la mayoria de las célulassfextadas con hErbBRILS
quedaron arrestadas en GO/G1 tras el tratamiemtelqarogestageno (figura 62). Estos
hallazgos demuestran una correlacion directa étoealizacion nuclear de ErbB2 y la

proliferacion inducida por progestagenos de céldéasancer mamario.
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w
8 GO/IG1 532 8 GO/G1 44,9
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Figura 62. Proliferacion de células C4HD que expresan hErbhBRS medida por distribucion del ciclo
celular. Células C4HD fueron transfectadas y tratadasatalo se describi6 en la figura 61. Luego, fueron
tefiidas con ioduro de propidio y se analizd suiligtion en el ciclo celular por citometria de duEstan
indicados los porcentajes de células totales em fese del ciclo celular. Estos experimentos fuespetidos

tres veces con resultados similares.
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El bloqueo de la localizacion nuclear de ErbB2 inlhe el crecimientoin vivo de
tumores mamarios que expresan receptores de hormosmasteroideas y ErbB2

El modelo de cancer de mama C4HD posee caraatesdiinicas que lo hacen
particularmente atractivo para experimenitos/ivo en los que se quiere estudiar la
funcién de ErbB2. Como los tumores C4HD sobreexprdsrbB2 y también poseen
altos niveles de expresion del receptor de estr@&gnorogesterona, se asemejan al
fenotipo presente en aproximadamente el 50% dedonseres de mama humanos que
sobreexpresan ErbB2, un fenotipo asociado a lateesiia a la terapia hormonal (Prat y
Baselga 2008).

Cultivos primarios de células epiteliales C4HD trercotransfectados con el
plasmido vacio pcDNA3.1 junto con siRNA controlancsiRNA contra ErbB2, o con
el vector de expresion de hErb&2LS junto con siRNA contra ErbB2. Un millén de
células fue inyectado subcutaneamente en la régr@deo-ventral de ratones hembras
virgenes BALB/c tratadas a su vez condapotde MPA (conteniendo 40 mg cada
uno). Todos los ratones (n=6) inyectados con celuknsfectadas con siRNA control
desarrollaron tumores que fueron palpables a loslia& de la inoculacion. Por el
contrario, so6lo 4 de los 6 animales de cada untslgrupos inyectados con células
transfectadas con siRNA contra ErbB2 junto conldmido vacio o con hErbBRILS
desarrollaron tumores, con un retraso de 4 dida &tencia tumoral con respecto al
grupo control. El silenciamiento de la expresion Ei®B2 inhibi6 en un 54% el
crecimiento tumoral inducido por MPA (p<0,001), ¥ Ireconstitucion con
hErbB2ANLS provocé una inhibicion del 57,6% (p<0,001) ¢fig 63). La media del
tamanfo tumoral y la tasa de crecimiento de losglopos de tumores desarrollados a
partir de las células transfectadas con siRNA eoBtbB2 fueron significativamente
menores que aquellas de los tumores del grupoatdtebla 3 y figura 63).
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Figura 63. El bloqueo de la localizacion nuclear de ErbB2 bihiel crecimienton vivo progestageno-
dependiente de tumores mamarios C4HIElulas C4HD fueron cotransfectadas por 72 hs @on
plasmido vacio pcDNA3.1 junto con siRNA control oncsiRNA contra ErbB2, o con hErbBRLS
junto con siRNA contra ErbB2. Un millon de célufag inyectado s.c. en la region téraco-ventral de
ratones hembras virgenes BALB/c tratadas a su eezel flanco opuesto, con wtepotde MPA
(conteniendo 40 mg cada uno). Los volimenes tumeréleron calculados como se describié en
Materiales y Métodos. Cada punto representa elnvetutumoral medio + SEM de 4 tumores para todos
los grupos experimentales excepto para C4HD+siRN#GI+pcDNA3.1 que contenia 6 tumores.

Tabla 3. Crecimiento de los tumores C4HD

Grupo experimental (mm®) + SEM

Primer protocolo

C4HD+siRNA Control+pcDNA3.1 516,7 £ 67,1

C4HD+siRNA ErbB2+pcDNA3.1 237, £50,9%

C4HD+siRNA ErbB2+hErbB2ANLS 218,7 £ 55,5*
Segundo protocolo

C4HD+pcDNA3.1 491.8+64,0

C4HD+hErbB2ANLS 123,1+ 218"

Media del volumen tumoral

Tasa de crecimiento

(mm?/dia) + SEM

2831%£1.9
11.2+0,9*
10,2+ 1,67

32,1+3,5
8,5+ 1,0

Los volimenes tumorales fueron calculados al diap8&-inyeccion de células en el primer
protocolo experimental y al dia 20 en el segunaogolo, como (L x A)/2, donde L=largo (mm) y
A=ancho (mm). Las tasas de crecimiento tumoralciueteterminadas como las pendientes de las
curvas de crecimiento. * p<0,001 con respecto al@¥iRNA Control+pcDNA3.1; # p<0,001 con

respecto a C4HD+pcDNAS.1.
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Luego realizamos un segundo protocolo experimemtal que nos preguntamos
si la transfeccion de la mutante hEr2.S en células C4HD que mantienen la
expresion endogena de ErbB2 podria modular la essayproliferativa a MPAn vivo.
Para esto, células C4HD fueron transfectadas coreebr hErbBANLS o con el
vector vacio pcDNA3.1 como control. Un millébn delutgs fue inyectado
subcutaneamente en dos grupos de 6 ratones cad&ratados con edepotde MPA.
Todos los ratones de ambos grupos desarrollaroarashue fueron palpables luego de
5 dias de la inoculacion. Como se muestra en ladig4, la expresion de hErbBYLS
en las células C4HD inhibiéo en un 75% el crecinbenitmoral inducido por MPA
(p<0,001). La media del tamafio tumoral y la tasardeimiento del grupo de tumores
desarrollados a partir de las células transfectadas hErbBANLS fueron
significativamente menores que aquellas de los tesndel grupo control (tabla 3 y
figura 64).

B
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Figura 64. La expresion del vector hErbBRILS inhibe el crecimientim vivo progestageno-dependiente
de tumores mamarios C4HD que retienen la expresitavgena de ErbB2A. Células C4HD fueron
transfectadas por 48 hs con el plasmido vacio pcRMNA con hErbBENLS. Un millon de células fue
inyectado s.c. en la region téraco-ventral de eddmembras virgenes BALB/c tratadas cordepotde
MPA. Los volumenes tumorales fueron calculados cemalescribié en Materiales y Métodos. Cada
punto representa el volumen tumoral medio + SEM demores para los dos grupos experiment&es.
Fotografias representativas de tumores provenieti¢éesélulas transfectadas con pcDNA3.1 o con
hErbB2ANLS, desarrollados con MPA. En los recuadros dietacha se muestran los tumores detallados
con sus medidas correspondientes.
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Los animales fueron sacrificados y los tumoresagétis al dia 32 post-inyeccion
en el primer protocolo experimental (figura 63)lydéa 20 en el segundo protocolo
(figura 64). Los analisis histopatol6gicos mostragoe los tumores de los dos grupos
de ratones que recibieron las células transfectealasiRNAs contra ErbB2 junto con
el plasmido vacio o con hErbBRILS y el grupo de tumores desarrollados a partir de
las células transfectadas con hErAB2S, exhibieron un grado histologico de 1l, con 3
a 4 mitosis por 10 HPF, mientras que los tumorefslggrupos controles de ambos
protocolos experimentales presentaron un grad®léigto de Il con mas de 10
mitosis por 10 HPF (figura 65).

A Primer protocolo experimental B Segundo protocolo experimental

C4HD+siRNA Control+pcDNA3. 1 C4HD+pcDNA3.1

CAHD+hErbB2ANLS
o

£

W

Figura 65. Examenes histopatoldgicos de los tumores mamard$DC Al dia 32 post-inyeccion en el
primer protocolo experimental y al dia 20 en eluselp protocolo, los animales fueron sacrificaddssy
tumores extraidos. Fotografias representativagdgmies histolégicas tefiidas con hematoxilinareosi
de los tumores provenientes del primer protocolpeermental A) y del segundo protocold). En los
paneles superiores dey B se aprecia una neoplasia epitelial maligna deogthdcon pleomorfismo
celular acentuado, areas de necrosis y sin formatgdtibulos. En los paneles del medio e inferisees
observa una neoplasia epitelial maligna de gradeadh pleomorfismo celular moderado a acentuado,
grandes areas de necrosis y con formacién de tsibifolas fotografias de la derechaAdgB se indican

las mitosis con flechas rojas. Barras de escaapuin.
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Los analisis histopatoldgicos de ejemplares de gpnjrganglios, corazon, higado
y pancreas provenientes de los dos protocolos iex@etales no revelaron desarrollo de
metastasis y tampoco se observo toxicidad en ninggemo (resultados no mostrados).
Asimismo, no se observo pérdida de peso en ningiimadh

Las estrategias experimentales utilizadas aqui sanban transfecciones
transientes con el vector hErbB2LS. Por lo tanto, para conocer el porcentaje de
células aun transfectadas, evaluamos su expresitratumoral al final de los
experimentos. Considerando las implicancias de magwance del uso de
hErbB2ANLS como terapia de agente Unico, elegimos esteganplares del segundo
protocolo experimental. Como el vector hErlBR.S esta etiguetado con GFP, se
analizé el contenido de fluorescencia por citoraetié flujo. La figura 66 A muestra
que al dia 20 aproximadamente el 30% de las célulms expresaban la mutante
hErbB2ANLS.
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Figura 66. Estudios moleculares de los tumores mamarios C4&Drumores desarrollados a partir de
células transfectadas con pcDNA3.1 o con hEAM2S fueron digeridos mecanicamente al dia 20,
cuando se extrajeron, y se evaluaron los nivelesxgeesion de GFP del vector hEr®8_S (contenido

de fluorescencia) por citometria de flujo. Se nmaest resultado de un ejemplar representativo da ca
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tipo tumoral.B. Con los tumores C4HD del segundo protocolo erpamtal se realizaron extractos
proteicos y 25 ug fueron analizados por WB. Las branas reveladas con los anticuerpos contra lamfor
fosforiladas de las proteinas, fueron luego sometilstripping y reveladas con anticuerpos contra las
proteinas totales. Se muestra el resultado deutlosrés representativos de cada grupo. En la calle 5
sembrd un extracto total de células C4HD proveegede cultivo celular, sin tratar con MPA, comotoan
del estado de fosforilacion de las proteinas. El $&Bepitié tres veces con resultados simild@e3.umores

de los dos grupos fueron digeridos mecanicamerteealizaron extractos para ensayos de ChIP, y se
inmunoprecipité Stat3, ErbB2, PR o IgG como contrejativo. EI ADN se amplificé por PCR en tiempo
real utilizando loprimersesquematizados con flechas rojas en la figura.964 valores obtenidos para
cada muestra fueron divididos por los obtenidoa ghiADN total, estableciendo en 1 los valoresade |
muestras inmunoprecipitadas con IgG, y determinadd® veces de incremento de ADN
inmunoprecipitado relativo a ese punto. Los datostrados son la media de tres réplicas £ SEM. **
p<0,001 respecto a IP: ErbB2 de C4HD+pcDNA3.1.

Luego se examino el estado de activacion de ErBBR23, MAPKs p42/p44 y PR
en ejemplares de extractos tumorales del segundtogoto experimental. La
fosforilacion de MAPKs p42/p44 se evalu6 como dascascada de sefalizacion
activada por ErbB2. Los niveles de fosforilacionEbB2, Stat3 y MAPKs p42/p44 en
los tumores desarrollados a partir de células feateddas con el plasmido vacio fueron
similares a los provenientes de células con hEAbDBRES (figura 66 B). También
presentaron niveles comparables de fosforilaciORReen serina 294, que correlaciona
directamente con su actividad transcripcional (S#teal. 2001). Esto indica que durante
el desarrollo tumoral inducido por MPA, la mutari&rbB2ANLS provocé una
inhibicion del crecimiento manteniendo sus funcgo#oplasmaticas y de membrana
intactas.

Ensayos de ChIP demostraron que los niveles dataetlento de Stat3 en los
sitios GAS -971 y -874 del promotor de ciclina Dirmo en los tumores desarrollados
a partir de células transfectadas con el plasmidoiov fueron similares a los
encontrados en los tumores provenientes de céatabErbBANLS (figura 66 C). Por
el contrario, no encontramos reclutamiento de ErbB2Il promotor de ciclina D1 de
los tumores desarrollados con células transfectadashErbBANLS (figura 66 C).
Estos resultados sostienen la participacion dirdetacomplejo transcripcional nuclear
que caracterizamos en este trabajo, formado pt8,&HebB2 y PR, en el crecimienito

vivo de tumores mamarios que expresan tanto PR conB2Erb
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Formacion del complejo nuclear Stat3/ErbB2 inducidgpor HRG y MPA

En el presente trabajo identificamos un rol congpiente nuevo de ErbB2 en el
cancer de mama, demostrando su capacidad de funciomao coactivador
transcripcional de Stat3. Resulta interesante teesglie estamos definiendo una nueva
clase de complejo transcripcional, en el que gbfade transcripcion (Stat3) es a su vez
un blanco rio abajo de su coactivador (ErbB2). vehcitoplasmatico, ErbB2 activado
por HRG o a través de PR unido a su ligando, getdaquicamente como un efector
rio arriba de Stat3, induciendo la fosforilacién S&at3 en tirosina, mediada por las
quinasas Jaks. Esto permite la translocacion de &tia el nucleo celular, donde
actua de factor de transcripcion. Demostramos guwstimulacion de células de cancer
de mama con HRG o con progestagenos promuevenkldcacion nuclear de ErbB2 y
Stat3. En el nacleo encontramos colocalizaciorterancion fisica entre Stat3 y ErbB2,
y la formacion de un complejo transcripcional erpeimotor de ciclina D1. En este
complejo, Stat3 funciona de factor de transcripcioniéndose directamente a sus
elementos respondedores, y ErbB2 cumple el rolodetivador de Stat3. Cuando la
estimulacién esta dada por progestagenos, PR unilo ligando también se recluta
junto con Stat3 y ErbB2, formando parte del congptegnscripcional. Estos hallazgos
revelan un nuevo e inesperado mecanismo de aceid@ngco no clasico del receptor
de progesterona, ya que promueve la activaciortat8 $ ErbB2 a nivel citoplasmatico
y luego forma parte de un complejo transcripcia@rakl que no se une directamente al
ADN. Mostramos que el reclutamiento de ErbB2 eslfumental para la unién de PR
con Stat3 en el promotor de ciclina D1. Asimismo.este complejo transcripcional, el
reclutamiento de PR es necesario para que ocuuaidam de ErbB2 con Stat3. En la
figura 67, se muestran dos modelos para esquemddizaccion de HRG y de los
progestagenos en células de cancer de mama, qurébaess en este trabajo.
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Figura 67. Modelos de formacion de los complejos transcripgies inducidos por HRG vy
progestagenasA. La union de HRG a su receptor, probablemente ErbBErbB4, provoca la
heterodimerizacion con ErbB2, lo que induce ladadkfcién de ErbB2 en tirosina 1222 y 877 (1). E2bB
activado promueve la fosforilacion de las quina%ass (2), necesaria para la activacién de Stat3 (3)
ErbB2 y Stat3 activados translocan luego al nG¢deoy 4b) donde forman un complejo transcripcional
en los sitios GAS del promotor de ciclina D1, emgaé ErbB2 actia de coactivador de St&3El
receptor de progesterona unido a su ligando inthueetivacion de Src (1) y la consecuente fosfoidia

de ErbB2 en tirosina 1222 y 877 (2). ErbB2 activado estos efectos rapidos, no genomicos del PR
promueve la fosforilacion de las quinasas Jaksrn(@esaria para la activacion de Stat3 (4). ErbB2 y
Stat3 activados por PR translocan luego al nu&eoy(5b) donde forman un complejo transcripciomal e
los sitios GAS del promotor de ciclina D1, en e¢dirbB2 actia de coactivador de Stat3. PR tamlsién e
ensamblado en el complejo transcripcional StatBErtc).

Los ensayos de proliferaciom vitro y los de crecimiento tumorah vivo
realizados en esta Tesis, demuestran claramenta guesencia de ErbB2 en el ndcleo,
y consecuente formacion del complejo Stat3/ErbB2um requisito absoluto para la
proliferacion de células de cancer de mama indup@maHRG o por progestagenos,
sugiriendo entonces que ErbB2 nuclear modula latig@nesis mamaria.

Los trabajos de Hung y colaboradores expandierenctmocimientos sobre la
biologia de ErbB2 al mostrar su localizacién nuclgasu capacidad de unirse a

secuencias especificas del ADN denominadas HAS lg®orsiglas en inglésiER2
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associated sequence.os promotores que identificaron con secuendidS fueron los
de los genes de PRPKp53-related protein kina3e MMP-16 (matrix
metalloproteinase-16 DDX-10 (DEAD-box RNA helicajey COX-2 yclooxygenase
type Il). Solamente analizaron en detalle la interaccidineeErbB2 y el promotor de
COX-2 (Wanget al. 2004). La asociacion de ErbB2 con el promotor €@X fue
detectada tanto en células de cancer de mama conwar®res primarios de mama
humanos que sobreexpresan ErbB2. En estos tratmjaporto la presencia de ErbB2
en el nacleo de modelos celulares en los que Ed#EB2ncuentra constitutivamente
activo (Wanget al. 2004). Continuando con la expansion de la compende la
biologia de ErbB2, nuestros hallazgos conformaprilaera evidencia de translocacion
nuclear de ErbB2 inducida por un ligando de loepéwres ErbBs y por hormona.
Ademas, describimos un nuevo rol de ErbB2 en elentdonde, en lugar de unirse a
secuencias HAS para actuar de factor de trans@nipeictia de coactivador de otro

factor de transcripcion sin unirse directamentgrainotor.

Interaccion nuclear entre Stat3, ErbB2, ErbB3 y HRG

Mediante experimentos de miscroscopia confocal yneonoprecipitacion, en
esta Tesis mostramos que el tratamiento de lasasélid7D con HRG provoco la
interaccion a nivel nuclear de ErbB2 y ErbB3, dbE2 y HRG, y de ErbB3 y Stat3.
Estos resultados sugieren que el estimulo con HR@uce la formacion de
heterodimeros ErbB2/ErbB3 que translocan al nugledo con el ligando, donde
interactian con Stat3 para formar complejos nuetedestos hallazgos junto con la
evidencia de que las quinasas Jaks participan dehmsmo de activacion de Stat3
inducida por HRG y que, en este mecanismo, ErbB2aade manera jerarquica rio
arriba de las quinasas Jaks, nos permiten progbmeodelo esquematizado en la figura
68.
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Figura 68. Modelo de formacién del complejo nuclear Stat3/EXBbB3/HRG La unién de HRG a
ErbB3 provoca la heterodimerizacion con ErbB2, @ ¢gnduce la fosforilacion de ErbB2 en tirosina
1222 y 877 (1). ErbB2 activado promueve la fosémibn de las quinasas Jaks (2), necesaria para la
activaciéon de Stat3 (3), permitiendo la translo@adiuclear de Stat3 (4a). ErbB2 y ErbB3 activados y
unidos a HRG translocan luego al nucleo (4b y 4co)deé interactiian con Stat3.

Se ha reportado que los heterodimeros ErbB2/ErbB8rsuna lenta endocitosis.
Dependiendo del ligando al que estén unidos, laligeiion puede continuar adentro
del endosoma; la unién de HRG a ErbB3 es estalpkel @ndosomal (Karet al. 2005).
Asimismo, la presencia de HRG1 en el compartimientdear ha sido bien reportada.
En la linea celular de cancer de mama SK-BR-3 smod&0, mediante distintas
técnicas, que HRG1 es rapidamente internalizadeanslbca al nucleo como una
molécula intacta. Ademas se mostro la presencimdesefial de localizacién nuclear en
su secuencia (Let al. 1996). La expresion nuclear de HRG1-4 tambiénetecth en
carcinomas mamarios ductales de distintos gradodifdeenciacion (Marshalet al.
2006). Otro trabajo mostré que la localizacion eaclde HRG1 es independiente del
receptor, ya que, por un lado, se detectdé en &hyl@ no expresan ninguno de sus
receptores, ErbB3 ni ErbB4, y, por otro lado, noiseafectada por la eliminacion del

dominio de union al ligando del receptor (Goldieigal. 2004). Los autores también
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demostraron que la secrecion de HRG1 y la subsituianion al receptor en la
superficie celular no es un prerrequisito paraokalizacion nuclear, y sugirieron que
los ligandos no secretados podrian tener funcieseecificas en el compartimiento
nuclear (Goldinget al. 2004). Queda por determinar en nuestro estudibiRG
endogena (cuya sintesis puede ser inducida pomwdation de las células con
diferentes mitdgenos) también localiza en el nlclgosi esto depende de la
translocacion nuclear de su receptor.

De los cuatro miembros de la familia de los ErdBdocalizacion nuclear ha sido
estudiada mas exhaustivamente para EGFR, y sddsqagie involucra su transporte
desde los endosomas. Dentro del ndcleo EGFR teridrieiones de factor de
transcripcion, agente remodelador de la croma#gente en la reparacion del ADN y
de transductor de sefiales por medio de su actitidaglna quinasa (Wang y Hung
2009). Por el contrario, si bien ErbB3 fue deteatad el nacleo celular, ademas de su
clasica localizacion en la membrana plasmatica ¢l eitoplasma (Wells y Marti 2002;
Carpenter 2003), existen pocos reportes sobrecslizacion nuclear, pero sugirieron
una posible funcion interesante en este compartbmid=nsayos en lineas celulares de
cancer de mama humano y en células de mama hunmnagalizadas, mostraron la
localizacion prominentemente nuclear del recepttaBB entero, utilizando distintas
técnicas y anticuerpos (Offterdingetral. 2002). Se confirmé la presencia de una sefal
de localizacion nuclear activa en la region carliexminal de ErbB3. El tratamiento
con un inhibidor de la exportacién nuclear, indujo aumento de las cantidades de
ErbB3 en el compartimiento nuclear. En particutar las células T47D, Offterdinger y
colaboradores encontraron una localizacion de EdiBB membrana plasmatica y en
el citosol, y luego del tratamiento con el inhibidde la exportacion nuclear, la
localizacion del receptor fue predominantementdeauqOffterdingeret al. 2002). Sin
embargo, la presencia de ErbB2 y de HRG no fuectdete en el nacleo de ninguno de
los tipos celulares estudiados. Cuando las célatasrtalizadas se diferenciaron y se
polarizaron como resultado del crecimiento en urembrana permeable, ErbB3
nuclear se vio localizado principalmente en loslenlos. En esas condiciones, la
exposicion a HRG durante tiempos prolongados (8 bs) resultdé en un cambio de la
localizacion del receptor desde los nucleolos hetiaucleoplasma y luego hacia el
citoplasma. El componente granular de los nuclee®egl sitio de procesamiento del
ARNr y formacion de los preribosomas. De este mtmoautores sugieren un rol para

ErbB3 en la regulacion de la biosintesis de rib@odurante el arresto del crecimiento,
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y el tratamiento con HRG causaria la regulacionatieg de este rol a través de su
secuestro en el citoplasma durante la prolifera@@ffterdingeret al.2002).

En una linea celular transformada murina proveaietel epitelio pulmonar
(células epiteliales tipo Il) se observé una mardadalizacion nuclear de los cuatro
receptores ErbBs en condiciones libre de suero edienulos. ErbBl y ErbB3 se
encontraron principalmente en los nucleolos, méntgue ErbB2 y ErbB4 se
localizaron difusamente en el nucleoplasma y en meantidad, en el citoplasma.
Estimulaciones cortas con HRG o EGF provocaron tinaion nuclear mas
pronunciada para ErbB2 y ErbB4. Coherente con éssiltados de Offterdinger y
colaboradores, el tratamiento con HRG resultdé ercambio de la localizacion de
ErbB3 y también de ErbBl desde los nucleolos heatiaucleoplasma y en menor
cantidad, hacia el citoplasma. Con distinta intdeadj los cuatro receptores
colocalizaron entre ellos luego de la estimulaadon HRG (Zscheppanet al. 2006).
ErbB3 también fue detectado en el nicleo de célliseas celulares de cancer de
préostata (Koumakpayet al. 2006). Sus niveles nucleares fueron bajos 0 aeset
tejidos no malignos y mas frecuentes en cancefexctarios a hormonas comparando
con canceres sensibles a hormonas, y se observ@anreacion positiva entre la
presencia de ErbB3 en el ndcleo y la progresiénotam El tratamiento de lineas
celulares de cancer de prostata con HRG provotdsfarilacion en tirosina de ErbB3
en el citoplasma pero no en el ndcleo, consisteatela ausencia de heterodimeros
nucleares ErbB2/ErbB3 reportados por Offterdingecojaboradores en células de
cancer de mama. A diferencia de este ultimo traldap estudios de Zscheppang y
Koumakpayi no proponen una funcion precisa delptereerbB3 en el nucleo.

Nuestro trabajo es el primero que muestra la Ipaaildn de las tres proteinas
ErbB3, ErbB2 y HRG simultdneamente en el nucleolael Nuestros resultados nos
permiten hipotetizar otra funcién de ErbB3 nucldderente a las reportadas: ErbB3
unido a su ligando HRG podria estar formando pdeie complejo transcripcional
nuclear Stat3/ErbB2 mostrado en el modelo de ladig7, para regular la expresion de
genes cuyos promotores poseen sitios de uniontd. 8m embargo, seria necesario

realizar los experimentos pertinentes para popeueba esta hipotesis.
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ErbB2 transloca entero al nucleo, donde se encuentrfosforilado en los residuos
tirosina 1222 y 877

Nuestros resultados d@/estern Blotrealizados con extractos citosolicos y
nucleares mostraron la translocacion nuclear gedeeina ErbB2 entera, dado, por un
lado, que el peso molecular de ErbB2 nuclear ealigbde ErbB2 presente en el
extracto celular total y en la fraccion citosélicasrespondiente a 185 kDa y, por otro
lado, dos anticuerpos distintos dirigidos contm déatremos carboxi y amino terminal
de ErbB2 reconocieron a la proteina en el extrauiolear. Ademas, esos dos
anticuerpos mencionados fueron utilizados pararerpatos de microscopia confocal
y reconocieron ErbB2 nuclear en células estimuladesHRG o MPA, demostrando
una vez mas que bajo estas condiciones el receptse cliva, sino que se transloca
entero al nucleo. En conjunto, nuestros resultadasstran que el receptor ErbB2
nuclear esta constituido por la molécula intaatagual concuerda con lo demostrado
previamente para ErbB2 constitutivamente actived@uolas que sobreexpresan ErbB2
(Wanget al. 2004; Giriet al. 2005). Sin embargo, Baselga y colaboradores nrostra
que el dominio extracelular de ErbB2 (el extremadnanterminal) puede sufrir una
protedlisis en la membrana plasmatica, lo que t@sul una activacion constitutiva del
dominio de ErbB2 remanente asociado a la membr@odopy-Servatet al. 1999;
Baselga y Albanell 2001). En otro trabajo, céled a y COS-7 fueron transfectadas
con el dominio intracelular de ErbB2 (el extremobei terminal, aminoacidos 655 a
1255) fusionado a GFP, y ese fragmento fue enabmea el nlcleo (Chest al. 2005).
Guo y colaboradores también demostraron que elrdonmtracelular de ErbB2 entra al
nacleo eficientemente en células SK-BR-3 y en a8lWCF-7, pero que la molécula
completa se localiza predominantemente en la merabcaoplasmatica (Cheet al.
2007). Por lo tanto, no se descarta la posibilidadque un mismo receptor utilice

diferentes mecanismos bajo distintas condiciones.

La actividad tirosina quinasa intrinseca de ErbB2 descripta como un requisito
absoluto para la endocitosis y translocacion deg¢ptor hacia el nucleo (Wargj al.
2004). En este trabajo de Tesis, expandimos estosctonientos mostrando que la
translocacion nuclear de ErbB2 requiere de su filsé@dn en uno de los principales
residuos de autofosforilacion, tirosina 1222/1272ry otro sitio distinto de los de

autofosforilacion, en el residuo tirosina 877/9@Bicado en el lazo de activacion del

148



Tesis Doctoral Lic. Wendy Béguelin Discusion

dominio quinasa (Guet al. 2006; Xuet al. 2007). De esta manera, reportamos una
nueva caracteristica del estado de ErbB2 nuclearfosforilacion en los residuos
tirosina 1222/1272 y 877/927.

La proteina quinasa Src funciona de intermediario etre PR y ErbB2

Si bien la capacidad de ErbB2 para asociarse & @ativarla es bien conocida
(Kim et al. 2005), la funcion de Src como regulador rio ardeaErbB2 permanece
poco explorada. Trabajos previos de nuestro laboay de otros grupos reportaron
gue Src actua como activador de ErbB2 al inducfosforilacién en el residuo tirosina
877 (Guoet al. 2006; Xu et al. 2007; Proiettiet al. 2009). En el presente trabajo
mostramos que MPA induce la fosforilacion de ErleB2irosina 1222/1272 y 877/927
tanto en las células T47D como en las C4HD, y esfecto fue bloqueado
completamente por PP2 y RU486. Estos hallazgosansistentes con un mecanismo
en el que la fosforilacion de ErbB2 en los residvdtg22/1272 y Y877/927 es inducida
por Src si y solo si Src esta activada por un PRouaisu ligando. Estos resultados
estan sustentados por los obtenidos en las cdldldd-Y-PR-BmPro, que expresan la
mutante de PR incapaz de activar las vias de gafi#ln, en los que la fosforilacion de
ErbB2 no fue inducida por MPA. En resumen, se ifleatun mecanismo en el que Src
activada inicialmente por los efectos rapidos deuRRlo a su ligando, actuaria como
punto de convergencia entre ErbB2 y PR. Entonces, aStivada pasa a ser un
modulador rio arriba de ErbB2 induciendo la fo$émibn en tirosina 1222/1272 vy

877/927, que conduce a la activacion de Stat3.

Importacién nuclear de Stat3 y ErbB2: ambas proteias deben estar fosforiladas

para translocar al nucleo y para interactuar

La diseccion de la dependencia de la importaciéeiean entre ErbB2 y Stat3
demostré que la translocacién nuclear de Stat3cidduyor HRG o por progestagenos
no depende de la migracion nuclear de ErbB2, weisa. En este sentido, un trabajo
que reportd la interaccion nuclear entre Stat3 yFEGdemostré que la importacion

nuclear de Stat3 puede ocurrir independientementia tbcalizacion de EGFR (Let
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al. 2005), coincidiendo con nuestros hallazgos. Presrde se describio la co-
migracion de Stat3 y el factor de crecimiento EGBddela superficie celular hacia la
region perinuclear a través de un mecanismo de @odgiscmediada por receptor (Bild
et al. 2002). La colocalizacién de Stat3 con vesiculasramocitosis en transito desde la
membrana celular hacia la region perinuclear, espuesta a la estimulacion con
factores de crecimiento, indicaria que el trangpaitoplasmatico de Stat3 es un
proceso activo. En nuestro trabajo el estimulolB& o MPA provocé el movimiento
de hErbBANLS desde la membrana citoplasmatica hacia el alitgsa la region
perinuclear, reteniendo de esta manera la capapioi@tcial de co-transitar con Stat3
hasta esa zona. Sin embargo, ya atravesada la aresmwiclear, Stat3 no necesitaria de
ErbB2 para ubicarse en el nlcleo.

Esta ampliamente reportado que la fosforilacionSdat3 en tirosina 705 es
imprescindible para su migracion nuclear (Darne8ZtBromberg y Darnell 2000). Sin
embargo, un trabajo publicado en 2005 reporté gdedforilacion de Stat3 en tirosina
es requerida para la union de Stat3 a sus elemssgpendedores en el ADN pero no
para su importacion nuclear, la cual ocurriria ttutsszamente (Liuet al. 2005). En ese
trabajo identificaron una region dentro del dominitcoiled-coil (hélice
superenrollada), en el extremo amino terminal d@3Stque seria necesaria para la
importacion nuclear de la proteina, y demostranss &ga regidon es critica para que sea
reconocida por la proteina transportadora espeagifec importinan3. Sin embargo,
nuestros resultados son consistentes con los deeDay Bromberg, porque la
preincubacién de las células C4HD y T47D con elbidlor de las quinasas Jaks o con
el inhibidor de ErbB2 (AG825), que previene la @wghcion de Stat3 inducida por
HRG o MPA, resultd en una inhibicion de la locatibam nuclear de Stat3. Ademas,
estos hallazgos indican que ErbB2 juega un rol conguctor rio arriba de la
fosforilacion de Stat3. Los resultados de los erpemtos de fraccionamiento
subcelular seguido d&/estern Bloty los de microscopia confocal mostraron que luego
de la estimulacion de las células con MPA o HRGandi@ 30 o 60 minutos,
respectivamente, los niveles de fosforilacion deB2ry Stat3 en el citosol son muy
bajos y las proteinas no colocalizan. Esto sugiere ErbB2 y Stat3 soélo interactian
cuando ambas estan fuertemente fosforiladas. Easel de la estimulacion por HRG,
esta interaccion sucede a los 10 minutos de tratdamien el citosol (Proietgét al.
2009) y a tiempos mas largos (1 hora), en el nu@é@studio mediante microscopia

confocal de las células C4HD transfectadas conB#NLS refuerza estos hallazgos,
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dado que no se observé colocalizacion de Stat3rgB#ANLS a pesar de que las dos
proteinas estan presentes en el citoplasma trestilaulacion con HRG. En este caso
s6lo hErbBANLS se encuentra fosforilada, ya que la fracciorsti#3 que permanece

en el citoplasma a la hora de tratamiento con HRRGasta fosforilada.

Complejo transcripcional nuclear Stat3/ErbB2

Un trabajo anterior identificd la interaccion nuleentre EGFR y Stat3 en el
promotor de la sintetasa de 0xido nitrico induc{iNOS), que contiene sitios de unién
tanto para Stat3 como para EGFR, estos ultimosndieaolos ATRS (por las siglas en
inglésAT rich sequenggLo et al.2005). En ese estudio, la naturaleza de la irnt&nac
nuclear entre EGFR y Stat3 fue explorada mediamaeegtrategia diferente a la nuestra,
ya gue se basd en la identificacion de genes qméuveran en sus promotores
elementos respondedores a Stat3 y ademas ATRSrdsangia de dos secuencias
ATRS vy sitios de unién a Stat3 es esencial paradalacion del promotor de INOS por
EGFR (Lo et al. 2005). Esto distingue al complejo transcripcioS8&t3/ErbB2 que
nosotros identificamos en el promotor de cicling §de requiere solamente de la unién
de Stat3 a sus sitios GAS y el reclutamiento dBErd esos mismos sitios para actuar
de coactivador de Stat3, sin unirse al ADN. Unailpesinterpretacion de esta
diferencia es que los complejos Stat3/EGFR y SHav®2 regulan sus genes blancos
mediante mecanismos distintos. También podria andgue la naturaleza de la
interaccion nuclear entre Stat3 y los ErbBs depéadie los motivos de union a Stat3 y
ErbBs disponibles en la regiéon promotorae(iancey del gen blanco, asi como de las
secuencias especificas y las caracteristicas estles propias del ADN cercano a esos
sitios de union. Consistente con esto ultimo, Sy@BGFR no se asocian juntos al
promotor de ciclina D1, a pesar de contener amitios £ATRS y GAS (Loet al. 2005)

y de ser regulado por EGFR nuclear (kiral.2001).

Unién de PR al complejo transcripcional Stat3/ErbB2en el promotor de ciclina D1

Si bien la capacidad de los progestagenos, actuartdavés de PR clasico, de

inducir la expresién génica de ciclina D1 en c&utke cancer de mama es bien
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conocida (Faivreet al. 2005; Boonyaratanakornkét al. 2007), poco se sabe de la
contribucién de la sefializacion rapida de PR yodenhecanismos transcripcionales de
PR. Ciclina D1 no contiene PREs canénicos en sm@i@r proximal, por lo que este
gen representa un modelo para investigar los nm&oasi por los cuales los
progestagenos unidos a PR regulan la expresion mes gadependientemente de la
unibn de PR a sus PREs. Se ha demostrado que ilacamt inducida por
progestagenos de las vias de las MAPKs y PI3K/Addliam la regulacion de PR sobre
la expresion de ciclina D1 en células de cancandma (Faivreet al. 2005; Saitohet

al. 2005; Boonyaratanakornkgt al. 2007). Otro estudio sugirid que los progestagenos
inducen la activacion del promotor de ciclina Dttawés de la union de PR al factor de
transcripcion AP-1 en un sitio de union a AP-1 @ge encuentra en el promotor
proximal de ciclina D1 (Cicatiellet al. 2004). EI mecanismo por el cual un factor de
transcripcion regula le expresion génica sin urersels elementos respondedores en el
ADN, sino estableciendo un contacto proteina-pmnatebn otro factor de transcripcion
en el ADN se lo denominé en inglés “tethering medtra”. De esta manera, aunque
s6lo una de las dos proteinas se une al ADN, apdseen dominios de union al ADN
(Tunget al.1993). Mediante este mecanismo se ha demostradBRjse une al factor
de transcripcibn Spl para regular la transcripcéi;m genes cuyos promotores
proximales contienen sitios de unién a Spl perd®R&s, como el promotor de p21
(Owenet al.1998) y el de EGFR (Faivet al.2008).

Nuestros hallazgos proveen una comprension totaémewedosa del mecanismo
por el cual PR induce la expresion de ciclina DXuenores mamarios, que integra la
activacion rapida de ErbB2 y Stat3 por PR unidoualigando, y un mecanismo
transcripcional no clasico de PR que consiste emildn de un complejo nuclear sobre
el promotor de ciclina D1, en el que ErbB2 actlacdactivador de Stat3. Ademas,
nuestro descubrimiento del co-reclutamiento de &Rojcon Stat3 y ErbB2 en el
promotor de ciclina D1 revela un nuevo aspecto melcanismo no clasico de
“tethering” de PR. Entonces, en este trabajo mogisaque el reclutamiento de ErbB2
es un requisito absoluto para el mecanismo de fiatiiede PR con Stat3 en los sitios
GAS del promotor de ciclina D1. Esta es la primd#anostracion de una cooperacion
funcional en el ndcleo entre un receptor de hormaseroideas, PR, y un receptor
tirosina quinasa, ErbB2, para inducir la activacitbanscripcional de un gen.
Encontramos también una explicacion mecanistica fmrdependencia mutua entre

ErbB2 y PR en la formacién de un complejo transooipal activo con Stat3.
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Mostramos que el co-reclutamiento de coactivadooesactividad de remodelacion de
la cromatina, como CBP y p300, ocurre solamenge $orma el complejo multiproteico
Stat3/ErbB2/PR.

Diversos estudios de receptores nucleares y sias si¢ uniéon a escala global
genomica, mediante técnicas de inmunoprecipitadéna cromatina seguida de la
hibridizacion del producto microarraysde oligonucle6tidos (ChIP-chip) y captura de
la conformacion del cromosomehfomosome conformation captuC), demostraron
gue estos receptores pueden afectar la transcrigeidm determinado gen uniéndose a
secuencias muy lejanas (hasta 200 kilobases) tileldg inicio de la transcripcion, en
regiones intergénicas e intronicas (Caretllal. 2005; Carrollet al. 2006; Soet al.
2007; Wanget al. 2007; Lefteroveet al. 2008; Welboreret al. 2009). Estos hallazgos
expandieron la nocion de la clasica accion descppta los receptores nucleares en los
promotores proximales de genes respondedores aohasnpara situarlos en contextos
donde actuan como factores de largo alcance, masajue factores de transcripcion
clasicos. La organizacion espacial de los elemeaegondedores a estos receptores en
el ndcleo puede implicar la combinacion de mulSpkdtios de union, distales y
proximales, mediante mecanismos t®oping”, para acercar elementeshancersn
cis- y entrans- a las proximidades del promotor (Bidde al. 2009). Entonces, no
podemos descartar la posibilidad de que el receggoprogesterona, ademas de su
accion no genomica, activando rapidamente a ErbERay3, regule la expresion de
ciclina D1 a través de su accion como factor dgolacance, acercandose a Stat3 desde

regiones lejanas, pero unido a sus sitios PREs.

Formacion del complejo nuclear Stat3/ErbB2 inducidgpor HRG

El reclutamiento simultaneo de Stat3 y ErbB2 erpmimotor de ciclina D1
inducido por HRG lo corroboramos en distintas lénealulares con diferentes niveles
de expresion de ErbB2. Llamativamente, las linedislares con mayor expresion de
ErbB2 mostraron un mayor reclutamiento del comp&gt3/ErbB2 en los sitios GAS.
Consistente con los resultados obtenidos en logiexpatos de actividad luciferasa, en
los que se detectdé que la sobreexpresion de hErfiBawnent6é fuertemente y de
manera concentracion-dependiente la actividad drgoesonal de Stat3 sobre el

promotor de ciclina D1 inducida por HRG, es positpe la correlacion positiva que
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encontramos entre la expresion de ErbB2 y la cpawin de Stat3 y ErbB2 inducida
por HRG en el promotor de ciclina D1, se deba awmento de la actividad de ErbB2
como coactivador transcripcional de Stat3. Por laido, resulta interesante resaltar que
la formacién del complejo transcripcional Stat3/E2b& observd en lineas celulares
gque expresan muy bajos niveles (o casi indetecpbePR, como las células BT-474 y
MCF-7. Estos resultados indican que la formacidncdenplejo nuclear Stat3/ErbB2
inducida por HRG no requiere de la presencia deTRRmbién es posible que PR forme
parte de este complejo en las células que lo exprelado que en trabajos anteriores
del laboratorio se demostro6 la capacidad de HR@®dlgir la activacion de PR por un
mecanismo que requiere la presencia de ErbB2 fualciola activacion de las p42/p44
MAPKs (Labriola et al. 2003). Seria necesario realizar los experimenpospéados

para dilucidarlo.

Accion de ErbB2 como coactivador

Ademas de ErbB2, todos los demas miembros de ldidage los ErbBs han sido
detectados en el nucleo celular (Wang y Hung 2008no los receptores ErbBs no
tienen dominios clasicos de union al ADN, se propupie otros factores de
transcripcion con capacidad de unirse al ADN coapaon los ErbBs para regular la
expresion génica. Si bien los primeros trabajo$ideg y colaboradores demostraron
que ErbB2 modula la activacion del promotor de C®DXincionando de factor de
transcripcion (Wanget al. 2004), la capacidad de ErbB2 de actuar de coalctiva
transcripcional no ha sido aun explorada. Los éssuctalizados en el presente trabajo
en células de cancer de mama humano y murino pndaeseprimeras evidencias de la
accion de ErbB2 como coactivador transcripcional.

En esta Tesis demostramos que ErbB2 cumple comfiaiagdon mas amplia y
general de un coactivador, es decir, una molécuta ep reclutada por factores de
transcripcion unidos al ADN para aumentar la trepson (O'Malley y Kumar 2009).
Los experimentos clave realizados en este trabaja postular a ErbB2 como
coactivador transcripcional de Stat3 son los daxaitin del gen reportero, en los que
la sobreexpresion de ErbB2 salvaje en células farataglas con construcciones con
promotores conteniendo sitios de union a Stat3,eatdnfuertemente y de manera

concentracion-dependiente la activacion del genrteqmo inducida por HRG o por
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MPA. Cuando las células fueron transfectadas comB#ANLS, los mitdgenos no
fueron capaces de inducir la actividad transcripgiale Stat3 sobre los promotores de
las distintas construcciones utilizadas. En estimad condiciones, a pesar de que
Stat3 se encuentra activa en el nacleo, no es apaztivar la transcripcion génica si
ErbB2 no esta disponible en el nucleo. Otro apwnigortante para la definicion del
nuevo rol que identificamos de ErbB2, son los teslols de los ensayos de
inmunoprecipitacion de la cromatina en células T4/ADsfectadas con hErbBRLS,
en los que mostramos que si ErbB2 no se recluta joon Stat3 en el promotor de
ciclina D1, no se puede formar un complejo trapstonalmente activo ya que
tampoco se reclutan las histonas acetiltransferaSB® y p300, necesarias para
descomprimir la cromatina y, consistentemente enacgtilan las histonas H3 ni H4.
Esta claro que los coactivadores son muy divereossolo en cuanto a la
estructura que presentan sino también por el modd gue interacttan con los factores
de transcripcion para regular el proceso de trgngén. De acuerdo al mecanismo de
accion, los coactivadores han sido divididos enalases principales: 1) coactivadores
primarios que se unen directamente a factores atesdripcion y que contienen a
menudo actividades enzimaticas relevantes necegaaia cambiar la estructura de la
cromatina de un estado quiescente a uno que pelanitanscripcién génica activa,
ejemplos de este tipo de coactivadores son p308, \CBCAF, dotados de una potente
actividad histona acetiltransferasa, y 2) coactivesilcsecundarios que se acoplan a
factores de transcripcion y forman un andamiajeilifando el reclutamiento de otras
proteinas que contienen actividades enzimaticasastes, resultando en el ensamblaje
de complejos transcripcionales multi-proteicos @sret al. 1998; Hoffmann y
Spengler 2008). Generalmente los correguladorefb@xhuna gran variabilidad en sus
propiedades enzimaticas y de andamiaje; sin embdeg@nden invariablemente de las
proteinas “localizadoras” —i.e., los factores dmscripcidbn que se unen a secuencias
especificas en el ADN- para desempefar sus roteshfie y Gann 1997; Ptashne
2003). Nuestros resultados de los ensayos de ChlRéhkilas transfectadas con
hErbB2ANLS, demuestran claramente que ErbB2 participa aefotmacion de un
andamiaje para facilitar el reclutamiento de p30CGBP. Sin embargo, no podemos
descartar la posibilidad de que ErbB2 posea activiiahistona acetiltransferasa o de
ADN desmetilasa o alguna otra actividad remodekadde la cromatina ain no

identificada.
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Relacion de Stat3 y ErbB2 con la tumorigénesis mama

Los mecanismos moleculares de la interaccion emmMeB2 y Stat3 que
promueven el crecimiento de carcinomas mamariang@Ecen muy poco explorados.
Recientemente, nuestro grupo de trabajo demostdchB2 activado por HRG induce
la activacion de Stat3 a través de la participad®®R como molécula de sefalizacion
sin unirse a su ligando. Una vez activada, StaiBaamomo un efector rio abajo tanto de
HRG/ErbB2 como de un PR no unido a su ligando padacir la proliferacion en
tumores mamarios (Proiegt al. 2009). Por otro lado, se reporté que la inhibiai@én
Stat3 mediante péptidos bloqueantes inhibi6 laifprakion de células de cancer de
mama que sobreexpresan ErbB2 (Tetnal. 2006). También se demostré que la
sobreexpresion de ErbB2 correlaciona con la adgtvate Stat3 y consecuente union de
Stat3 a sus elementos respondedores en el prodet™, y que esto esta asociado
a la resistencia a la quimioterapia en tumores mam@Hawthorneet al. 2009). El
presente trabajo demuestra una correlacion diedi® la funcidon de ErbB2 nuclear
como coactivador transcripcional de Stat3 y el iomemto de tumores mamarios.
Encontramos que células que expresan la mutantertal®? incapaz de translocar al
nacleo, hErbBANLS, muestran una reduccion en la respuesta prtifea a HRG vy
progestagenos, tanto vitro comoin vivo. Estos resultados fueron obtenidos tanto en
células cuya expresion de ErbB2 enddégeno fue ssldaccomo en células que retienen
la expresion de ErbB2 enddgeno. Cabe destacar gagamos por primera vez que la
mutante hErbBARNLS funciona como un inhibidor dominante negative th
translocacion nuclear de ErbB2 endogeno, probabitmmediante la formacion de
dimeros ErbB2 enddgeno-hErbB2LS que “secuestran” la proteina enddgena en el
citoplasma. Los experimentos realizados por Hunglgboradores, en aquellos trabajos
en los que identificaron el dominio de localizaciduclear de ErbB2 y disefiaron y
describieron la mutante hErbBRLS (Giri et al. 2005), se llevaron a cabo en células
que no expresan ErbB2 (o expresan muy bajos njyelemo las lineas 293 y CHO.
Cuando transfectaron con hErbBYLS las células SK-BR-3, que sobreexpresan
ErbB2, no analizaron la localizacion del receptutdgeno.

Sustentando el concepto desarrollado en esta Besica del rol clave que
desempenia el receptor ErbB2 nuclear en la tumagigmnmamaria, demostramos que

tras la estimulacion con HRG y progestagenos, hEAbDRS retiene su actividad
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tirosina quinasa intrinseca intacta, siendo capaadiwar las vias de sefalizacion
clasicamente activadas por ErbB2, las MAPKs y PABK/y de inducir la fosforilacion
de Stat3. Esto indica que a pesar de una functaatancomo receptor tirosina quinasa
de membrana y activador de las vias de sefalizanitwgénicas, el bloqueo de la
funcién nuclear de ErbB2 impide notablemente suscte§ proliferativos en el
desarrollo del cancer de mama. La transfecciénaomutante hErbBENLS de células
C4HD y JIMT-1 que retienen la expresion endégen&itd2, inhibié fuertemente el
crecimiento tumoral. Esto es consistente con noesthallazgos en los que
identificamos el rol de hErbB&NLS como un inhibidor dominante negativo de la
translocacion nuclear de ErbB2 enddgeno. Los estudioleculares de los tumores
provenientes de ratones inyectados con célulassféetadas con hErbRBRAILS
presentaron altos niveles de fosforilacion de Erb82t3 y Akt o p42/p44 MAPKs.
También encontramos un fuerte reclutamiento de8 ®&tatel promotor de ciclina D1 en
los tumores desarrollados con células transfectegiahErbBANLS y con MPA. En
esos tumores no se observo la unién de ErbB2 groshotor de ciclina D1. En
conjunto, estos resultados poseen implicanciapéatecas de largo alcance, ya que
indican que el crecimiento de tumores mamariosworbB2 con funciones tirosina
quinasa intactas, puede ser inhibido medianteogjuglo de la translocacién de ErbB2
hacia el nucleo.

Actualmente, el Unico gen cuya expresion se dedmagie es modulada por la
funcién de ErbB2 como factor de transcripcion, €&Xe2 (Wanget al. 2004). En ese
trabajo los autores mostraron que la inhibicionladexpresion de COX-2 en células
MCF-7 que sobreexpresan ErbB2 suprimié la actividtadasiva de esas células.
Indudablemente, otros genes aun no identificadgalados por ErbB2 mediante su
funcidbn como factor de transcripcion, podrian estarolucrados en los efectos
proliferativos de ErbB2 nuclear. Del mismo modo, flamcion de ErbB2 como
coactivador de Stat3 podria suceder virtualmentedws los genes regulados por Stat3,
o incluso ErbB2 podria coactivar otros factoredreascripcion. La funciéon de ErbB2
en el ndcleo celular conforma un nuevo campo desitiyacion, y los resultados de esta

Tesis ponen en relieve la importancia de desariolla
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Accion de la mutante hErbB2ANLS versus trastuzumab

Debido al rol que ErbB2 y EGFR desempefian en lagéaesis del cancer, se
convirtieron en importantes blancos de las terapiaticancer. se han desarrollado
drogas contra ambos receptores. En particular, léicipacion de ErbB2 en el
desarrollo del cancer de mama generd la impleméntade distintas estrategias
terapéuticas (Yarden y Sliwkowski 2001). Estas agsgias incluyen el uso de
anticuerpos monoclonales dirigidos contra el domextracelular del receptor, como el
trastuzumab, y el uso de pequefias moléculas imrdsdde tirosina quinasas, como el
lapatinib, que inhibe la actividad tirosina quinadsato de ErbB2 como de EGFR
(Baselga y Norton 2002).

El lapatinib (GW572016) inhibe los procesos de Bedi@on de los receptores
uniéndose al bolsillo de unién a ATP del dominiongeia de ErbB2 y EGFR,
previniendo la autofosforilacion y subsiguiente ivaation de los mecanismos de
sefalizacion (Nelson y Dolder 2006). Ademas de daRIBK/Akt, el lapatinib inhibe la
sefalizacion de otras vias, como la de las MAPKsggyla negativamente la expresion
de proteinas anti apoptéticas, como survivina €€ial. 2002; Xiaet al.2006).

El anticuerpo monoclonal humanizado trastuzumalrogf#in), que se une con
alta afinidad al dominio extracelular de ErbB2 (Ha#lzt al. 1989; Carteet al. 1992;
Burgesset al. 2003), ha sido utilizado para el tratamiento deceées de mama que
sobreexpresan ErbB2 desde 1998 y esta aprobadepaaamiento de canceres de
mama tanto metastasicos como en estadios tempidaasbstante, los mecanismos de
accion del trastuzumab no estdn completamente teaeaalos. Algunos estudios
demostraron que el trastuzumab previene espec#itgmla activacion de Akt
reduciendo la sefalizacion de la via PI3K/Akt (Naget al. 2004). Previamente la
unién del trastuzumab a células que sobreexpregaB2Ey la consecuente activacion
del receptor, su internalizacion y dawnregulacion, se postularon como mecanismos
primarios de inhibicion directa del crecimiento élla et al. 2001). El trastuzumab
también inhibe la angiogénesis posiblemente caridm la expresion de factores
angiogénicos y anti angiogénicos (lzuetial. 2002). Ademas de los efectos directos
sobre las células de cancer, algunas evidencidsrengque la citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpo juega un rol importamtia @ctividad anti tumorigénica del
trastuzumab (Clynest al.2000; Baroket al.2007).
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El trastuzumab proporciona beneficios clinicos austles en pacientes con
canceres de mama avanzados que sobreexpresan Ebi2ighet al. 1999; Vogelet
al. 2002; Baselgat al. 2005) y mejora la supervivencia cuando se admajshto con
quimioterapia (Slamoret al. 2001; Martyet al. 2005). Ademas se demostré que el
trastuzumab mejora la sobrevida libre de recaidabyevida general en pacientes con
canceres de mama en estadios tempranos que salessexErbB2 (Piccart-Gebhaat
al. 2005; Romonakt al.2005). Sin embargo, mas del 70% de los pacieoes@&nceres
de mama que sobreexpresan ErbB2 no responde alztrasab administrado como
terapia de agente unico debido a la resistenciagpia 0 adquirida que desarrollan
(Kute et al. 2004). Hay muchos mecanismos potenciales paraessstencia al
trastuzumab, que incluyen la inactivacién, mutacdpérdida de PTENpHosphatase
and tensin homolgg la fosfatasa que desfosforila PIP3, con la counsete activacion
constitutiva de Akt; la mutacion dK3CA el gen que codifica la subunidad catalitica
pll@x de PI3K, provocando su activacion constitutivagataet al.2004; Junttileet al.
2009); la activacion de otros receptores tirosimaasa, como IGF-1R (Let al.2001),
y evidencias recientes sugieren que la sobreere® HRG1 y su accion autocrina
también podria tener un rol en la resistenciaadtiizumab, ya que el tratamierino
vitro con HRG aumenté la resistencia al anticuerpo eea# celulares de cancer de
mama (Yaoet al. 2009). Otro posible mecanismo de resistencia eslanulacion de
formas truncadas de ErbB2 que carecen del domixti@celular al cual se une el
trastuzumab (Scaltritet al. 2007). Los fragmentos carboxi terminales de ErbB2,
truncados en el amino terminal, conocidos como [ER&Ho0 fragmentos C-terminales,
se encuentran frecuentemente en lineas celularesrd®r de mama y tumores que
expresan ErbB2 (Molinat al. 2002). Incluso en algunos tumores estos fragmentos
constituyen la forma predominante de ErbB2 (Molataal. 2002). El origen de esos
fragmentos puede ser el resultado de una protdl&idominio extracelular de ErbB2
de membrana (Christiansoet al. 1998; Codony-Servaet al. 1999), o por sitios
alternativos de inicio de la traduccion, puntualteede dos residuos metionina que se
encuentran cercanos al dominio transmembrana dB2E(Anido et al. 2006). La
funcion bioldgica de las proteinas p95HER?2 no da saracterizada exhaustivamente,
aungue se sabe que localizan preferentementergrtieb celular y se demostrd que su
sobreexpresion provoco el desarrollo de tumores tramgplantados en ratoneade
que resultaron ser resistentes a trastuzumab (Aetidd. 2006; Scaltritiet al. 2007).

Ademas se encontré una correlacion positiva emtrexipresion de p95HER2 vy la
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resistencia al trastuzumab en adenocarcinomas nmmmaumanos (Scaltritet al.
2007). Estos fragmentos carboxi terminales de ErkiBRen actividad quinasa
intrinseca, y esta actividad es necesaria paraosalizacion nuclear y para el
crecimiento tumoral (Codony-Senttal. 1999; Anidoet al.2006).

Por todo lo expuesto, los tumores que expresan pB2Hson resistentes al
tratamiento con trastuzumab porque estas formasdadas de ErbB2 no poseen el
dominio extracelular que reconoce el anticuerpo ps de esperar que sean sensibles a
la administracion de la mutante hErlLS, ya que actuaria de inhibidor dominante
negativo de la translocacion nuclear de p95HER2.

En este trabajo mostramos que la inhibicién dealastocacion de ErbB2 hacia el
nacleo utilizando la mutante hErbBIRLS, resultd ser una estrategia mas efectiva que
el tratamiento con trastuzumab para inhibir la ifedcion inducida por HRG de las
células sensibles a trastuzumab, BT-474 y SK-BRe3ha reportado, por un lado, que
estas lineas celulares expresan los fragmentosxiadrminales de ErbB2 ademas de
sobreexpresar el receptor entero (Christianstoal. 1998; Xiaet al. 2004). Por otro
lado, se demostré que el tratamiemovitro con HRG1 aumento la resistencia al
trastuzumab en estas lineas celulares (Dierne¢ial. 2005; Junttileet al.2009; Yaoet
al. 2009), mediante un mecanismo en el cual HRG pmevigue el trastuzumab
interrumpa la formacién del complejo ErbB2/ErbBGnr{lila et al.2009). Estos podrian
ser los motivos por los cuales el tratamiento castizumab no es tan eficiente como la
transfeccion con la mutante hErbBRLS para inhibir la proliferacion inducida por
HRG.

Los tumores y lineas celulares de cancer de mamaxpresan p95HER?2 son, sin
embargo, sensibles a pequefias moléculas inhibidt#asrosina quinasas, como el
lapatinib, ya que la actividad tirosina quinasasdi®s fragmentos carboxi terminales de
ErbB2 permanece intacta (Anidgt al. 2006; Scaltritiet al. 2007). Seria interesante
evaluar si el uso de hErbBRLS es también més efectivo que el tratamiento con
lapatinib para inhibir la proliferacién celular. dedos modos, nuestros resultados de
los experimentosn vivo con los tumores xenotransplantados desarrolladoslan
células JIMT-1 tienen mayor alcance, dado que esthdgas son resistentes tanto al
trastuzumab como al lapatinib, y nuestros hallazgosstran que la introduccion de la
mutante hErbBANLS en estas células resultd ser una terapia sunareéectiva para
la inhibicién del crecimiento tumoral. La capacid#e union del trastuzumab a ErbB2

en las células JIMT-1 es relativamente baja contaacan la de otras lineas celulares
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que sobreexpresan ErbB2, como BT-474 y SK-BR-3 {iaret al. 2010). La linea
celular JIMT-1 tiene mutado el gdlK3CA presenta bajos niveles de expresion de
PTEN, y muy altos niveles de ARNm de HRG1 compavarwh otras lineas celulares
positivas para ErbB2 (Koninkit al. 2010). Por otro lado, se demostro que en esta line
celular, el epitope que permite que el trastuzureabnozca el dominio extracelular de
ErbB2 se encuentra enmascarado por el proteoglidhi©4 (Nagyet al. 2005). Por lo
tanto, la resistencia de las células JIMT-1 altasmab y lapatinib probablemente se

deba a varios mecanismos moleculares co-existarte®) los recién mencionados.

En este trabajo no pudimos evaluar la eficienclatrdstuzumab en los tumores
gue crecieron con HRG porgue fueron tumores munynelsanticuerpo humanizado no
reconoce el receptor murino. Pero esta reportamtajmplado, que el tratamieniovitro
con HRG1 exdgena aumento la resistencia al anpouan lineas celulares de cancer de
mama (Motoyamaet al. 2002; Diermeieret al. 2005; Junttilaet al. 2009; Yaoet al.
2009); y por otro lado, tumores xenotransplantados resistencia adquirida al
trastuzumab mostraron sobreexpresion de HRG1 (Rittal. 2007). Entonces, es de
esperar que tumores desarrollados con HRG no rdapoman potentemente al

trastuzumab como lo hicieron con la mutante hEANBZS.

Implicancias terapéuticas del uso de hErbBEANLS

El modelo de cancer de mama C4HD posee caraatasgsinicas que lo vuelven
particularmente atractivo para experimenitos/ivo en los que se quiere estudiar la
funcién de ErbB2. Como los tumores C4HD sobreexprdsrbB2 y también poseen
altos niveles de expresion del receptor de estr@&gnorogesterona, se asemejan al
fenotipo presente en una gran cantidad de cancdeesmama humanos que
sobreexpresan ErbB2, un fenotipo asociado a lateesiia a la terapia hormonal (Prat y
Baselga 2008). Aproximadamente el 50% de los cam@somamarios humanos que
sobreexpresan ErbB2 también expresan los recepboresonales PR y receptor de
estrogenos. A pesar de que la positividad de lospteres hormonales predice una
eficacia de la terapia endocrina, datos preclinigoslinicos sugieren que la
sobreexpresion de ErbB2 confiere resistencia s#da al tratamiento hormonal.

Ademas, la sobreexpresion de ErbB2 es un factodptimo adverso independiente sin

161



Tesis Doctoral Lic. Wendy Béguelin Discusion

considerar el estado hormonal del tumor, indicama® en los pacientes con tumores
mamarios que sobreexpresan receptores hormonalEebB2, no seria eficaz una
terapia hormonal de agente Unico (Prat y Baselg®)200 pesar de que los datos
clinicos indican que las terapias combinadas amtmbnal y anti ErbB2, como la
administracion de trastuzumab, mejoran los resoftabmparando con el tratamiento
endocrino solo, otros estudios sugieren que estapias combinadas en realidad son
menos eficaces que la combinacion de la terapieEanB2 con la quimioterapia (Prat
y Baselga 2008). Estas discrepancias nos enfrestamna gran cantidad de pacientes
que requieren nuevas terapias para tumores mangu@sobreexpresan ErbB2. Los
resultados presentados en esta Tesis revelan unblepastervencion terapéutica
novedosa en tumores de mama que sobreexpresan, Ed2la en la inhibicion de la
translocacion nuclear de ErbB2, posiblemente mésli@napia génica, y que consistiria
en la transferencia de la mutante de ErbB2 incageztranslocar al nucleo,

hErbB2ANLS, para ser usada como terapia de agente unico.

162



REFERENCIAS



Tesis Doctoral Lic. Wendy Béguelin Referencias

Akiyama T, Matsuda S, Namba Y, Saito T, ToyoshimaYldmamoto T (1991) The
transforming potential of the c-erbB-2 protein isgulated by its
autophosphorylation at the carboxyl-terminal domaol Cell Biol 11:833-
842.

Alimandi M, Romano A, Curia MC, Muraro R, Fedi Padnson SA, Di Fiore PP,
Kraus MH (1995) Cooperative signaling of ErbB3 aabB2 in neoplastic
transformation and human mammary carcinomas. Omeot@:1813-1821.

Anido J, Scaltriti M, Bech Serra JJ, Santiago JasBf Todo FR, Baselga J, Arribas J
(2006) Biosynthesis of tumorigenic HER2 C-termifralgments by alternative
initiation of translation. EMBO J 25:3234-3244.

Apter D, Vihko R (1983) Early menarche, a risk tadr breast cancer, indicates early
onset of ovulatory cycles. J Clin Endocrinol Me&h82-86.

Apter D, Reinila M, Vihko R (1989) Some endocrifearacteristics of early menarche,
a risk factor for breast cancer, are preservedadtdthood. Int J Cancer 44.783-
787.

Arnold A, Papanikolaou A (2005) Cyclin D1 in breasincer pathogenesis. J Clin
Oncol 23:4215-4224.

Atlas E, Cardillo M, Mehmi |, Zahedkargaran H, Ta@gLupu R (2003) Heregulin is
sufficient for the promotion of tumorigenicity amdetastasis of breast cancer
cells in vivo. Mol Cancer Res 1:165-175.

Balana ME, Lupu R, Labriola L, Charreau EH, ElizRV (1999) Interactions between
progestins and heregulin (HRG) signaling pathw&#RG acts as mediator of
progestins proliferative effects in mouse mammalgnacarcinomas. Oncogene
18:6370-6379.

Balana ME, Labriola L, Salatino M, Movsichoff F,tBes G, Charreau EH, Elizalde PV
(2001) Activation of ErbB-2 via a hierarchical irdetion between ErbB-2 and
type | insulin-like growth factor receptor in mammaumor cells. Oncogene
20:34-47.

Ballare C, Uhrig M, Bechtold T, Sancho E, Di DonanM, Migliaccio A, Auricchio
F, Beato M (2003) Two domains of the progester@mueptor interact with the
estrogen receptor and are required for progesteaotieation of the c-Src/Erk
pathway in mammalian cells. Mol Cell Biol 23:1994630

Barok M, Isola J, Palyi-Krekk Z, Nagy P, Juhas¥dreb G, Kauraniemi P, Kapanen A,
Tanner M, Szollosi J (2007) Trastuzumab cause$a@uyidependent cellular
cytotoxicity-mediated growth inhibition of submactopic JIMT-1 breast
cancer xenografts despite intrinsic drug resistaial Cancer Ther 6:2065-
2072.

Baselga J, Albanell J (2001) Mechanism of actioardf-HER2 monoclonal antibodies.
Ann Oncol 12 Suppl 1:S35-41.

Baselga J, Norton L (2002) Focus on breast can@arcé® Cell 1:319-322.

Baselga J, Swain SM (2009) Novel anticancer targetwisiting ERBB2 and
discovering ERBB3. Nat Rev Cancer 9:463-475.

Baselga J, Carbonell X, Castaneda-Soto NJ, Clemerreen M, Harvey V, Morales
S, Barton C, Ghahramani P (2005) Phase Il studefi€acy, safety, and
pharmacokinetics of trastuzumab monotherapy adtemn@d on a 3-weekly
schedule. J Clin Oncol 23:2162-2171.

Batra SK, Castelino-Prabhu S, Wikstrand CJ, ZhuH¥mphrey PA, Friedman HS,
Bigner DD (1995) Epidermal growth factor ligand-ipéedent, unregulated,

164



Tesis Doctoral Lic. Wendy Béguelin Referencias

cell-transforming potential of a naturally occugimhuman mutant EGFRvIII
gene. Cell Growth Differ 6:1251-1259.

Baulida J, Kraus MH, Alimandi M, Di Fiore PP, Canper G (1996) All ErbB receptors
other than the epidermal growth factor receptoresi@gocytosis impaired. J Biol
Chem 271:5251-5257.

Beato M, Chavez S, Truss M (1996) Transcriptiomgutation by steroid hormones.
Steroids 61:240-251.

Beral V (2003) Breast cancer and hormone-replacethenapy in the Million Women
Study. Lancet 362:419-427.

Bernstein L (2002) Epidemiology of endocrine-retatesk factors for breast cancer. J
Mammary Gland Biol Neoplasia 7:3-15.

Bernstein L, Ross RK (1993) Endogenous hormonesbasakt cancer risk. Epidemiol
Rev 15:48-65.

Biddie SC, John S, Hager GL (2009) Genome-wide m@sms of nuclear receptor
action. Trends Endocrinol Metab 21:3-9.

Bild AH, Turkson J, Jove R (2002) Cytoplasmic tyams of Stat3 by receptor-mediated
endocytosis. EMBO J 21:3255-3263.

Blume-Jensen P, Hunter T (2001) Oncogenic kinagealing. Nature 411:355-365.

Boonyaratanakornkit V, McGowan E, Sherman L, MantA, Cheskis BJ, Edwards
DP (2007) The role of extranuclear signaling actiohprogesterone receptor in
mediating progesterone regulation of gene expresaimwhthe cell cycle. Mol
Endocrinol 21:359-375.

Boonyaratanakornkit V, Scott MP, Ribon V, ShermanAnderson SM, Maller JL,
Miller WT, Edwards DP (2001) Progesterone recepimmtains a proline-rich
motif that directly interacts with SH3 domains amdtivates c-Src family
tyrosine kinases. Mol Cell 8:269-280.

Bowman T, Jove R (1999) STAT Proteins and Cancanc€r Control 6:615-619.

Bromberg J, Darnell JE, Jr. (2000) The role of S$AM transcriptional control and
their impact on cellular function. Oncogene 19:22493.

Bromberg JF, Horvath CM, Besser D, Lathem WW, Dhrdg&, Jr. (1998) Stat3
activation is required for cellular transformatidoy v-src. Mol Cell Biol
18:2553-2558.

Bromberg JF, Wrzeszczynska MH, Devgan G, Zhao ¥tdlleRG, Albanese C, Darnell
JE, Jr. (1999) Stat3 as an oncogene. Cell 98:2385-30

Bueter W, Dammann O, Zscheppang K, Korenbaum E, amn CE (2006) ErbB
receptors in fetal endothelium--a potential linkageint for inflammation-
associated neonatal disorders. Cytokine 36:267-275.

Burgess AW, Cho HS, Eigenbrot C, Ferguson KM, Gaif®, Leahy DJ, Lemmon
MA, Sliwkowski MX, Ward CW, Yokoyama S (2003) An ep-and-shut case?
Recent insights into the activation of EGF/ErbBeygors. Mol Cell 12:541-552.

Buser AC, Gass-Handel EK, Wyszomierski SL, DopplérLeonhardt SA, Schaack J,
Rosen JM, Watkin H, Anderson SM, Edwards DP (20®¥fgesterone receptor
repression of prolactin/signal transducer and ativaof transcription 5-
mediated transcription of the beta-casein geneammary epithelial cells. Mol
Endocrinol 21:106-125.

Carnevale RP, Proietti CJ, Salatino M, Urtreger PReluffo G, Edwards DP,
Boonyaratanakornkit V, Charreau EH, Bal de Kieffd&, Schillaci R, Elizalde
PV (2007) Progestin effects on breast cancer cedlifpration, proteases
activation, and in vivo development of metastatfeemotype all depend on

165



Tesis Doctoral Lic. Wendy Béguelin Referencias

progesterone receptor capacity to activate cytoptasignaling pathways. Mol
Endocrinol 21:1335-1358.

Carpenter G (2003) Nuclear localization and possiohctions of receptor tyrosine
kinases. Curr Opin Cell Biol 15:143-148.

Carraway KL, 3rd, Cantley LC (1994) A neu acquaictafor erbB3 and erbB4: a role
for receptor heterodimerization in growth signaliGgll 78:5-8.

Carroll JS, Liu XS, Brodsky AS, Li W, Meyer CA, SyaAJ, Eeckhoute J, Shao W,
Hestermann EV, Geistlinger TR, Fox EA, Silver PAroBn M (2005)
Chromosome-wide mapping of estrogen receptor bgnhdaeveals long-range
regulation requiring the forkhead protein FoxA1ll@@2:33-43.

Carroll JS, Meyer CA, Song J, Li W, Geistlinger TRgckhoute J, Brodsky AS, Keeton
EK, Fertuck KC, Hall GF, Wang Q, Bekiranov S, Setokanko V, Fox EA,
Silver PA, Gingeras TR, Liu XS, Brown M (2006) Gem®wide analysis of
estrogen receptor binding sites. Nat Genet 38: 112280,

Carter P, Presta L, Gorman CM, Ridgway JB, HenneiMdng WL, Rowland AM,
Kotts C, Carver ME, Shepard HM (1992) Humanizatodran anti-p185HER2
antibody for human cancer therapy. Proc Natl Acad5S A 89:4285-42809.

Casimiro M, Rodriguez O, Pootrakul L, Aventian Mydhina N, Cromelin C, Ferzli G,
Johnson K, Fricke S, Diba F, Kallakury B, OhanygrarC, Chen M, Ostrowski
M, Hung MC, Rabbani SA, Datar R, Cote R, PestellAhanese C (2007)
ErbB-2 induces the cyclin D1 gene in prostate epih cells in vitro and in
vivo. Cancer Res 67:4364-4372.

Cicatiello L, Addeo R, Sasso A, Altucci L, PetriazB8, Borgo R, Cancemi M, Caporali
S, Caristi S, Scafoglio C, Teti D, Bresciani F, iRerB, Weisz A (2004)
Estrogens and progesterone promote persistent CQjé¢Dé activation during
G1 by inducing transcriptional derepression viauotd-Fos/estrogen receptor
(progesterone receptor) complex assembly to aldistmulatory element and
recruitment of cyclin D1 to its own gene promotdnl Cell Biol 24:7260-7274.

Clynes RA, Towers TL, Presta LG, Ravetch JV (20@@)bitory Fc receptors modulate
in vivo cytoxicity against tumor targets. Nat Med43-446.

Cobleigh MA, Vogel CL, Tripathy D, Robert NJ, Sch8l Fehrenbacher L, Wolter JM,
Paton V, Shak S, Lieberman G, Slamon DJ (1999) iNatibnal study of the
efficacy and safety of humanized anti-HER2 monodl@ardibody in women
who have HERZ2-overexpressing metastatic breastecahat has progressed
after chemotherapy for metastatic disease. J GlicoOL7:2639-2648.

Codony-Servat J, Albanell J, Lopez-Talavera JCibag J, Baselga J (1999) Cleavage
of the HER2 ectodomain is a pervanadate-activaldegss that is inhibited by
the tissue inhibitor of metalloproteases-1 in brezmncer cells. Cancer Res
59:1196-1201.

Condon JC, Hardy DB, Kovaric K, Mendelson CR (20Q#)-regulation of the
progesterone receptor (PR)-C isoform in laboringpmegtrium by activation of
nuclear factor-kappaB may contribute to the onséalmdr through inhibition of
PR function. Mol Endocrinol 20:764-775.

Conneely OM, Maxwell BL, Toft DO, Schrader WT, O'Néy BW (1987) The A and
B forms of the chicken progesterone receptor doigealternate initiation of
translation of a unique mMRNA. Biochem Biophys Resnthun 149:493-501.

Cuello M, Ettenberg SA, Clark AS, Keane MM, Posidt, Nau MM, Dennis PA,
Lipkowitz S (2001) Down-regulation of the erbB-2ceptor by trastuzumab
(herceptin) enhances tumor necrosis factor-relagoptosis-inducing ligand-

166



Tesis Doctoral Lic. Wendy Béguelin Referencias

mediated apoptosis in breast and ovarian cancelireed that overexpress erbB-
2. Cancer Res 61:4892-4900.

Chen L, Qian L, Zhang Z, Shi M, Song Y, Yuan G, @@ad, Hu M, Yu M, Zhang X,
Shen B, Guo N (2007) Mutational analysis of ErbB&acellular localization.
Histochem Cell Biol 128:473-483.

Chen QQ, Chen XY, Jiang YY, Liu J (2005) Identifica of novel nuclear localization
signal within the ErbB-2 protein. Cell Res 15:50435

Chlebowski RT, Kim JA, Col NF (2003) Estrogen deficy symptom management in
breast cancer survivors in the changing context@fopausal hormone therapy.
Semin Oncol 30:776-788.

Cho HS, Leahy DJ (2002) Structure of the extratalluegion of HER3 reveals an
interdomain tether. Science 297:1330-1333.

Christianson TA, Doherty JK, Lin YJ, Ramsey EE, iHek R, Keenan EJ, Clinton GM
(1998) NH2-terminally truncated HER-2/neu protewlationship with shedding
of the extracellular domain and with prognostictdéas in breast cancer. Cancer
Res 58:5123-5129.

Darnell JE, Jr. (1997) STATs and gene regulati@rer®e 277:1630-1635.

Darnell JE, Jr., Kerr IM, Stark GR (1994) Jak-STA#@thways and transcriptional
activation in response to IFNs and other extratallsignaling proteins. Science
264:1415-1421.

Decker T, Kovarik P (2000) Serine phosphorylatidnSGATs. Oncogene 19:2628-
2637.

Dickson RB, Lippman ME (1995) Growth factors in d&secancer. Endocr Rev 16:559-
589.

Diermeier S, Horvath G, Knuechel-Clarke R, Hofstaedr, Szollosi J, Brockhoff G
(2005) Epidermal growth factor receptor coexprassimdulates susceptibility
to Herceptin in HER2/neu overexpressing breasteracells via specific erbB-
receptor interaction and activation. Exp Cell R@4:804-619.

Dolled-Filhart M, Camp RL, Kowalski DP, Smith BL,ilRm DL (2003) Tissue
microarray analysis of signal transducers and actigaf transcription 3 (Stat3)
and phospho-Stat3 (Tyr705) in node-negative breasicer shows nuclear
localization is associated with a better progndSis Cancer Res 9:594-600.

Dran G, Luthy IA, Molinolo AA, Montecchia F, Chaae EH, Pasqualini CD, Lanari C
(1995) Effect of medroxyprogesterone acetate (M&#Ag serum factors on cell
proliferation in primary cultures of an MPA-inducethmmary adenocarcinoma.
Breast Cancer Res Treat 35:173-186.

Eeckhoute J, Carroll JS, Geistlinger TR, Torresafus MI, Brown M (2006) A cell-
type-specific transcriptional network required fstrogen regulation of cyclin
D1 and cell cycle progression in breast cancereG&ev 20:2513-2526.

Eto I (2000) Molecular cloning and sequence analg$ithe promoter region of mouse
cyclin D1 gene: implication in phorbol ester-inddceimour promotion. Cell
Prolif 33:167-187.

Ewen ME, Lamb J (2004) The activities of cyclin Biat drive tumorigenesis. Trends
Mol Med 10:158-162.

Faivre E, Skildum A, Pierson-Mullany L, Lange CAO(@5) Integration of progesterone
receptor mediated rapid signaling and nuclear astionbreast cancer cell
models: role of mitogen-activated protein kinases &ell cycle regulators.
Steroids 70:418-426.

Faivre EJ, Lange CA (2007) Progesterone receptpregulate Wnt-1 to induce
epidermal growth factor receptor transactivation erfsfc-dependent sustained

167



Tesis Doctoral Lic. Wendy Béguelin Referencias

activation of Erk1/2 mitogen-activated protein lgean breast cancer cells. Mol
Cell Biol 27:466-480.

Faivre EJ, Daniel AR, Hillard CJ, Lange CA (2008)odresterone receptor rapid
signaling mediates serine 345 phosphorylation asttieting to specificity
protein 1 transcription factors. Mol Endocrinol 223-837.

Falls DL, Rosen KM, Corfas G, Lane WS, Fischbach (3893) ARIA, a protein that
stimulates acetylcholine receptor synthesis, is ember of the neu ligand
family. Cell 72:801-815.

Fedi P, Pierce JH, di Fiore PP, Kraus MH (1994)id#ht coupling with
phosphatidylinositol 3-kinase, but not phospholgad gamma or GTPase-
activating protein, distinguishes ErbB-3 signalfrgm that of other ErbB/EGFR
family members. Mol Cell Biol 14:492-500.

Ferguson KM, Berger MB, Mendrola JM, Cho HS, Ledhy, Lemmon MA (2003)
EGF activates its receptor by removing interactithvad autoinhibit ectodomain
dimerization. Mol Cell 11:507-517.

Fiddes RJ, Janes PW, Sivertsen SP, Sutherland Risgitdve EA, Daly RJ (1998)
Inhibition of the MAP kinase cascade blocks heregimduced cell cycle
progression in T-47D human breast cancer cellso@Qeme 16:2803-2813.

Garrett TP, McKern NM, Lou M, Elleman TC, Adams TEgvrecz GO, Zhu HJ,
Walker F, Frenkel MJ, Hoyne PA, Jorissen RN, Ni¢g, Burgess AW, Ward
CW (2002) Crystal structure of a truncated epidérgrawth factor receptor
extracellular domain bound to transforming growdlotér alpha. Cell 110:763-
773.

Giraud S, Bienvenu F, Avril S, Gascan H, Heery DBoqueret O (2002) Functional
interaction of STAT3 transcription factor with tleeactivator NcoA/SRC1la. J
Biol Chem 277:8004-8011.

Giri DK, Ali-Seyed M, Li LY, Lee DF, Ling P, BartHomeusz G, Wang SC, Hung MC
(2005) Endosomal transport of ErbB-2: mechanismrmfalear entry of the cell
surface receptor. Mol Cell Biol 25:11005-11018.

Golding M, Ruhrberg C, Sandle J, Gullick WJ (200dlppping nucleolar and
spliceosome localization sequences of neureguletad Exp Cell Res 299:110-
118.

Goodearl AD, Davis JB, Mistry K, Minghetti L, Ot3, Waterfield MD, Stroobant P
(1993) Purification of multiple forms of glial grdiwv factor. J Biol Chem
268:18095-18102.

Graus-Porta D, Beerli RR, Daly JM, Hynes NE (19%MbB-2, the preferred
heterodimerization partner of all ErbB receptors, a mediator of lateral
signaling. EMBO J 16:1647-1655.

Grillo M, Bott MJ, Khandke N, McGinnis JP, Mirandi4 Meyyappan M, Rosfjord EC,
Rabindran SK (2006) Validation of cyclin D1/CDK4 as anticancer drug
target in MCF-7 breast cancer cells: Effect of tatrd overexpression of cyclin
D1 and siRNA-mediated inhibition of endogenous ikycD1l and CDK4
expression. Breast Cancer Res Treat 95:185-194.

Guo W, Pylayeva Y, Pepe A, Yoshioka T, Muller Wdghirami G, Giancotti FG
(2006) Beta 4 integrin amplifies ErbB2 signaling pyomote mammary
tumorigenesis. Cell 126:489-502.

Guy PM, Platko JV, Cantley LC, Cerione RA, Carrawdy, 3rd (1994) Insect cell-
expressed pl80erbB3 possesses an impaired tyrkisiage activity. Proc Natl
Acad SciU S A 91:8132-8136.

168



Tesis Doctoral Lic. Wendy Béguelin Referencias

Haslam SZ, Osuch JR, Raafat AM, Hofseth LJ (2008%tfenopausal hormone
replacement therapy: effects on normal mammary glandumans and in a
mouse postmenopausal model. J Mammary Gland Biopldsia 7:93-105.

Hawthorne VS, Huang WC, Neal CL, Tseng LM, Hung MG D (2009) ErbB2-
mediated Src and signal transducer and activatdraofscription 3 activation
leads to transcriptional up-regulation of p21Ciptl @hemoresistance in breast
cancer cells. Mol Cancer Res 7:592-600.

Henderson BE, Feigelson HS (2000) Hormonal car@nesgis. Carcinogenesis 21:427-
433.

Hoffmann A, Spengler D (2008) A new coactivator dtion for Zacl's C2H2 zinc
finger DNA-binding domain in selectively controllif@CAF activity. Mol Cell
Biol 28:6078-6093.

Hofseth LJ, Raafat AM, Osuch JR, Pathak DR, SlonGR, Haslam SZ (1999)
Hormone replacement therapy with estrogen or estrogelus
medroxyprogesterone acetate is associated witeased epithelial proliferation
in the normal postmenopausal breast. J Clin Endokcketab 84:4559-4565.

Holbro T, Beerli RR, Maurer F, Koziczak M, Barba&,3rd, Hynes NE (2003) The
ErbB2/ErbB3 heterodimer functions as an oncogemd: (ErbB2 requires
ErbB3 to drive breast tumor cell proliferation. Erdlatl Acad Sci U S A
100:8933-8938.

Hopp TA, Weiss HL, Hilsenbeck SG, Cui Y, Allred DBorwitz KB, Fuqua SA (2004)
Breast cancer patients with progesterone recefiRefAfich tumors have poorer
disease-free survival rates. Clin Cancer Res 1Q:-27%0.

Hsiao JR, Jin YT, Tsai ST, Shiau AL, Wu CL, Su WAD@3) Constitutive activation of
STAT3 and STATS is present in the majority of ndsayngeal carcinoma and
correlates with better prognosis. Br J Cancer 89:349.

Hsu SC, Hung MC (2007) Characterization of a ndwglartite nuclear localization
sequence in the EGFR family. J Biol Chem 282:1023240.

Hudziak RM, Lewis GD, Winget M, Fendly BM, ShepariM, Ullrich A (1989)
pl85HER2 monoclonal antibody has antiproliferatiefects in vitro and
sensitizes human breast tumor cells to tumor necrfastor. Mol Cell Biol
9:1165-1172.

Hynes NE, Stern DF (1994) The biology of erbB-2/hH#tR-2 and its role in cancer.
Biochim Biophys Acta 1198:165-184.

Hynes NE, Lane HA (2005) ERBB receptors and cantter:complexity of targeted
inhibitors. Nat Rev Cancer 5:341-354.

Ismail PM, Amato P, Soyal SM, DeMayo FJ, ConneeM,@'Malley BW, Lydon JP
(2003) Progesterone involvement in breast developraed tumorigenesis--as
revealed by progesterone receptor "knockout" anmbckin® mouse models.
Steroids 68:779-787.

lzumi Y, Xu L, di Tomaso E, Fukumura D, Jain RK (29 Tumour biology: herceptin
acts as an anti-angiogenic cocktail. Nature 416 280®-

Jacobsen BM, Richer JK, Schittone SA, Horwitz KB@2) New human breast cancer
cells to study progesterone receptor isoform ratiects and ligand-independent
gene regulation. J Biol Chem 277:27793-27800.

Jones FE, Jerry DJ, Guarino BC, Andrews GC, Stdfn(I®96) Heregulin induces in
vivo proliferation and differentiation of mammarypithelium into secretory
lobuloalveoli. Cell Growth Differ 7:1031-1038.

Junttila TT, Akita RW, Parsons K, Fields C, Lewisilipps GD, Friedman LS, Sampath
D, Sliwkowski MX (2009) Ligand-independent HER2/H&RI3K complex is

169



Tesis Doctoral Lic. Wendy Béguelin Referencias

disrupted by trastuzumab and is effectively inl@ditby the PI3K inhibitor
GDC-0941. Cancer Cell 15:429-440.

Kani K, Park E, Landgraf R (2005) The extracellutlimains of ErbB3 retain high
ligand binding affinity at endosome pH and in thecked conformation.
Biochemistry 44:15842-15857.

Kastner P, Krust A, Turcotte B, Stropp U, Tora Lro@emeyer H, Chambon P (1990)
Two distinct estrogen-regulated promoters gendratescripts encoding the two
functionally different human progesterone recegtoms A and B. EMBO J
9:1603-1614.

Key TJ (1999) Serum oestradiol and breast canskr Endocr Relat Cancer 6:175-180.

Keydar I, Chen L, Karby S, Weiss FR, Delarea J, REY Chaitcik S, Brenner HJ
(1979) Establishment and characterization of a tak of human breast
carcinoma origin. Eur J Cancer 15:659-670.

Kim H, Chan R, Dankort DL, Zuo D, Najoukas M, Pafik Muller WJ (2005) The c-
Src tyrosine kinase associates with the catalymain of ErbB-2: implications
for ErbB-2 mediated signaling and transformationc@yene 24:7599-7607.

King RJ (1993) William L. McGuire Memorial Symposiurgstrogen and progestin
effects in human breast carcinogenesis. BreasteCdes Treat 27:3-15.

Koninki K, Barok M, Tanner M, Staff S, Pitkanen Bemmila P, Ilvesaro J, Isola J
(2010) Multiple molecular mechanisms underlyingsttaumab and lapatinib
resistance in JIMT-1 breast cancer cells. Canct#rA92:211-219.

Korzus E, Torchia J, Rose DW, Xu L, Kurokawa R, Merhey EM, Mullen TM, Glass
CK, Rosenfeld MG (1998) Transcription factor-specitequirements for
coactivators and their acetyltransferase functi®esence 279:703-707.

Koumakpayi IH, Diallo JS, Le Page C, Lessard L,a8& M, Begin LR, Mes-Masson
AM, Saad F (2006) Expression and nuclear locabmatf ErbB3 in prostate
cancer. Clin Cancer Res 12:2730-2737.

Kumar R, Thompson EB (1999) The structure of thelear hormone receptors.
Steroids 64:310-319.

Kute T, Lack CM, Willingham M, Bishwokama B, Willias H, Barrett K, Mitchell T,
Vaughn JP (2004) Development of Herceptin resigancbreast cancer cells.
Cytometry A 57:86-93.

Labriola L, Salatino M, Proietti CJ, Pecci A, Co®d&,, Kornblihtt AR, Charreau EH,
Elizalde PV (2003) Heregulin induces transcriptiorectivation of the
progesterone receptor by a mechanism that reqfunestional ErbB-2 and
mitogen-activated protein kinase activation in bBtezncer cells. Mol Cell Biol
23:1095-1111.

Lanari C, Molinolo AA, Pasqualini CD (1986) Indumti of mammary adenocarcinomas
by medroxyprogesterone acetate in BALB/c femaleem{ancer Lett 33:215-
223.

Lange CA (2004) Making sense of cross-talk betwstenoid hormone receptors and
intracellular signaling pathways: who will have tlast word? Mol Endocrinol
18:269-278.

Lange CA, Richer JK, Horwitz KB (1999) HypothesRrogesterone primes breast
cancer cells for cross-talk with proliferative omtigroliferative signals. Mol
Endocrinol 13:829-836.

Lange CA, Shen T, Horwitz KB (2000) Phosphorylatioh human progesterone
receptors at serine-294 by mitogen-activated proteinase signals their
degradation by the 26S proteasome. Proc Natl Acal & A 97:1032-1037.

170



Tesis Doctoral Lic. Wendy Béguelin Referencias

Lange CA, Richer JK, Shen T, Horwitz KB (1998) Cergence of progesterone and
epidermal growth factor signaling in breast cand&tentiation of mitogen-
activated protein kinase pathways. J Biol Chem 2I308-31316.

Lefterova MI, Zhang Y, Steger DJ, Schupp M, Schu@ristancho A, Feng D, Zhuo D,
Stoeckert CJ, Jr., Liu XS, Lazar MA (2008) PPARgamamd C/EBP factors
orchestrate adipocyte biology via adjacent bindimga genome-wide scale.
Genes Dev 22:2941-2952.

Leonhardt SA, Boonyaratanakornkit V, Edwards DPO@O0Progesterone receptor
transcription and non-transcription signaling messas. Steroids 68:761-770.

Leslie K, Lang C, Devgan G, Azare J, Berishaj Mydk W, Kim YB, Paz K, Darnell
JE, Albanese C, Sakamaki T, Pestell R, Bromber@QDq) Cyclin D1 is
transcriptionally regulated by and required fons@mrmation by activated signal
transducer and activator of transcription 3. Cafftes 66:2544-2552.

Li L, Shaw PE (2002) Autocrine-mediated activatiohSTAT3 correlates with cell
proliferation in breast carcinoma lines. J Biol @h277:17397-17405.

Li W, Park JW, Nuijens A, Sliwkowski MX, Keller GA1996) Heregulin is rapidly
translocated to the nucleus and its transport ietaded with c-myc induction in
breast cancer cells. Oncogene 12:2473-2477.

Li X, Wong J, Tsai SY, Tsai MJ, O'Malley BW (200Bjogesterone and glucocorticoid
receptors recruit distinct coactivator complexes prainote distinct patterns of
local chromatin modification. Mol Cell Biol 23:3768¢73.

Lin SY, Makino K, Xia W, Matin A, Wen Y, Kwong KYBourguignon L, Hung MC
(2001) Nuclear localization of EGF receptor and ptgential new role as a
transcription factor. Nat Cell Biol 3:802-808.

Linggi B, Carpenter G (2006) ErbB receptors: newights on mechanisms and
biology. Trends Cell Biol 16:649-656.

Liu L, McBride KM, Reich NC (2005) STAT3 nuclear purt is independent of
tyrosine phosphorylation and mediated by importptia3. Proc Natl Acad Sci
U S A 102:8150-8155.

Lo HW, Ali-Seyed M, Wu Y, Bartholomeusz G, Hsu S@yng MC (2006) Nuclear-
cytoplasmic transport of EGFR involves receptor entlusis, importin betal
and CRM1. J Cell Biochem 98:1570-1583.

Lo HW, Hsu SC, Ali-Seyed M, Gunduz M, Xia W, Wei Bartholomeusz G, Shih JY,
Hung MC (2005) Nuclear interaction of EGFR and SBAM the activation of
the INOS/NO pathway. Cancer Cell 7:575-589.

Lu Y, Zi X, Zhao Y, Mascarenhas D, Pollak M (200hsulin-like growth factor-I
receptor signaling and resistance to trastuzumacg@tin). J Natl Cancer Inst
93:1852-1857.

Lydon JP, Sivaraman L, Conneely OM (2000) A reagptaof progesterone action in
the mammary gland. J Mammary Gland Biol Neoplas32%-338.

Magnusson C, Baron JA, Correia N, Bergstrom R, Add@®, Persson | (1999) Breast-
cancer risk following long-term oestrogen- and megn-progestin-replacement
therapy. Int J Cancer 81:339-344.

Marmor MD, Skaria KB, Yarden Y (2004) Signal transtion and oncogenesis by
ErbB/HER receptors. Int J Radiat Oncol Biol Phys983-913.

Marshall C, Blackburn E, Clark M, Humphreys S, @GklwWJ (2006) Neuregulins 1-4
are expressed in the cytoplasm or nuclei of ducaatinoma (in situ) of the
human breast. Breast Cancer Res Treat 96:163-168.

171



Tesis Doctoral Lic. Wendy Béguelin Referencias

Marti U, Burwen SJ, Wells A, Barker ME, Huling Serfen AM, Jones AL (1991)
Localization of epidermal growth factor receptor hmepatocyte nuclei.
Hepatology 13:15-20.

Marty M, Cognetti F, Maraninchi D, Snyder R, Mauri, Tubiana-Hulin M, Chan S,
Grimes D, Anton A, Lluch A, Kennedy J, O'Byrne Korite P, Green M, Ward
C, Mayne K, Extra JM (2005) Randomized phase Hltaf the efficacy and
safety of trastuzumab combined with docetaxel irtiepés with human
epidermal growth factor receptor 2-positive metastabreast cancer
administered as first-line treatment: the M7700adgt group. J Clin Oncol
23:4265-4274.

Matos E, Loria D, Zengarini N (2003) Atlas de Mdidad por Cancer en Argentina
(1997-2001). Publicacion del Ministerio de Saludaldlacion 2:13-16.

Mayor S, Pagano RE (2007) Pathways of clathrinpedéent endocytosis. Nat Rev
Mol Cell Biol 8:603-612.

Meyer D, Birchmeier C (1995) Multiple essential ftions of neuregulin in
development. Nature 378:386-390.

Migliaccio A, Piccolo D, Castoria G, Di Domenico Milancio A, Lombardi M, Gong
W, Beato M, Auricchio F (1998) Activation of thecgs21lras/Erk pathway by
progesterone receptor via cross-talk with estrogeeptor. EMBO J 17:2008-
2018.

Mincione G, Bianco C, Kannan S, Colletta G, Cidldi€&, Sliwkowski M, Yarden Y,
Normanno N, Pramaggiore A, Kim N, Salomon DS (1996hanced expression
of heregulin in c-erb B-2 and c-Ha-ras transformemlise and human mammary
epithelial cells. J Cell Biochem 60:437-446.

Molina MA, Saez R, Ramsey EE, Garcia-Barchino MdjoRF, Evans AJ, Albanell J,
Keenan EJ, Lluch A, Garcia-Conde J, Baselga J,t@lirtcM (2002) NH(2)-
terminal truncated HER-2 protein but not full-lemgeceptor is associated with
nodal metastasis in human breast cancer. Clin C&e®8:347-353.

Molinolo AA, Lanari C, Charreau EH, Sanjuan N, Rasmi CD (1987) Mouse

mammary tumors induced by medroxyprogesterone  taceta
immunohistochemistry and hormonal receptors. J athcer Inst 79:1341-
1350.

Moore MR, Conover JL, Franks KM (2000) Progestifeets on long-term growth,
death, and Bcl-xL in breast cancer cells. BiocheiopBys Res Commun
277:650-654.

Mora LB, Buettner R, Seigne J, Diaz J, Ahmad N,dzaR, Bowman T, Falcone R,
Fairclough R, Cantor A, Muro-Cacho C, LivingstonKarras J, Pow-Sang J,
Jove R (2002) Constitutive activation of Stat3 umtan prostate tumors and cell
lines: direct inhibition of Stat3 signaling inducapoptosis of prostate cancer
cells. Cancer Res 62:6659-6666.

Mote PA, Bartow S, Tran N, Clarke CL (2002) Loss aui-ordinate expression of
progesterone receptors A and B is an early evetaast carcinogenesis. Breast
Cancer Res Treat 72:163-172.

Motoyama AB, Hynes NE, Lane HA (2002) The efficamlyErbB receptor-targeted
anticancer therapeutics is influenced by the albdifp of epidermal growth
factor-related peptides. Cancer Res 62:3151-3158.

Mulac-Jericevic B, Lydon JP, DeMayo FJ, Conneely @03) Defective mammary
gland morphogenesis in mice lacking the progestereoeptor B isoform. Proc
Natl Acad Sci U S A 100:9744-9749.

172



Tesis Doctoral Lic. Wendy Béguelin Referencias

Musgrove EA (2006) Cyclins: roles in mitogenic safing and oncogenic
transformation. Growth Factors 24:13-19.

Musgrove EA, Hamilton JA, Lee CS, Sweeney KJ, Weai§ Sutherland RL (1993)
Growth factor, steroid, and steroid antagonist l&gn of cyclin gene
expression associated with changes in T-47D humaasbrcancer cell cycle
progression. Mol Cell Biol 13:3577-3587.

Nagata Y, Lan KH, Zhou X, Tan M, Esteva FJ, Sahf, Klos KS, Li P, Monia BP,
Nguyen NT, Hortobagyi GN, Hung MC, Yu D (2004) PTEhttivation
contributes to tumor inhibition by trastuzumab, donds of PTEN predicts
trastuzumab resistance in patients. Cancer Cell7/61R7.

Nagpal JK, Mishra R, Das BR (2002) Activation o&S3 as one of the early events in
tobacco chewing-mediated oral carcinogenesis. C&#2393-2400.

Nagy P, Friedlander E, Tanner M, Kapanen Al, Caayp¥L, Isola J, Jovin TM (2005)
Decreased accessibility and lack of activation dfB2 in JIMT-1, a herceptin-
resistant, MUC4-expressing breast cancer cell tancer Res 65:473-482.

Nakashima K, Yanagisawa M, Arakawa H, Kimura N, dtésine T, Kawabata M,
Miyazono K, Taga T (1999) Synergistic signaling fetal brain by STAT3-
Smadl complex bridged by p300. Science 284:479-482.

Nelson MH, Dolder CR (2006) Lapatinib: a novel diyosine kinase inhibitor with
activity in solid tumors. Ann Pharmacother 40:2&B2

Neve RM, Holbro T, Hynes NE (2002) Distinct rolew fphosphoinositide 3-kinase,
mitogen-activated protein kinase and p38 MAPK indmgng cell cycle
progression of breast cancer cells. Oncogene 27:4586.

Ni CY, Murphy MP, Golde TE, Carpenter G (2001) gamrSecretase cleavage and
nuclear localization of ErbB-4 receptor tyrosinadse. Science 294:2179-2181.

Nicholson RI, Gee JM, Harper ME (2001) EGFR andceaprognosis. Eur J Cancer 37
Suppl 4:59-15.

Niu G, Wright KL, Huang M, Song L, Haura E, TurksdnZhang S, Wang T, Sinibaldi
D, Coppola D, Heller R, Ellis LM, Karras J, Brombel, Pardoll D, Jove R, Yu
H (2002) Constitutive Stat3 activity up-regulateEGF expression and tumor
angiogenesis. Oncogene 21:2000-2008.

O'Malley BW, Kumar R (2009) Nuclear receptor coregurs in cancer biology. Cancer
Res 69:8217-8222.

Offterdinger M, Schofer C, Weipoltshammer K, Grdiw (2002) c-erbB-3: a nuclear
protein in mammary epithelial cells. J Cell Biol 1$29-939.

Olayioye MA, Neve RM, Lane HA, Hynes NE (2000) TBebB signaling network:
receptor heterodimerization in development and @areMBO J 19:3159-3167.

Olayioye MA, Beuvink |, Horsch K, Daly JM, Hynes NE999) ErbB receptor-induced
activation of stat transcription factors is mediabg Src tyrosine kinases. J Biol
Chem 274:17209-17218.

Orr-Urtreger A, Trakhtenbrot L, Ben-Levy R, Wen Rechavi G, Lonai P, Yarden Y
(1993) Neural expression and chromosomal mappindNed differentiation
factor to 8p12-p21. Proc Natl Acad Sci U S A 90:2-8871.

Ostrander JH, Daniel AR, Lofgren K, Kleer CG, Lar@# (2007) Breast tumor kinase
(protein tyrosine kinase 6) regulates heregulin-gedliactivation of ERK5 and
p38 MAP kinases in breast cancer cells. Cancel6R&& 99-4209.

Owen GlI, Richer JK, Tung L, Takimoto G, Horwitz KB998) Progesterone regulates
transcription of the p21(WAF1) cyclin- dependernidse inhibitor gene through
Spl and CBP/p300. J Biol Chem 273:10696-10701.

173



Tesis Doctoral Lic. Wendy Béguelin Referencias

Pandis N, Heim S, Bardi G, Limon J, Mandahl N, Nitan F (1992) Improved
technique for short-term culture and cytogeneti@lysis of human breast
cancer. Genes Chromosomes Cancer 5:14-20.

Peles E, Yarden Y (1993) Neu and its ligands: framoncogene to neural factors.
Bioessays 15:815-824.

Piccart-Gebhart M&t al. (2005) Trastuzumab after adjuvant chemotherapiyl R 2-
positive breast cancer. N Engl J Med 353:1659-1672.

Pike MC, Spicer DV (2000) Hormonal contraceptior amemoprevention of female
cancers. Endocr Relat Cancer 7:73-83.

Pike MC, Ross RK (2000) Progestins and menopayséemiological studies of risks
of endometrial and breast cancer. Steroids 65:&#9-6

Pinkas-Kramarski R, Alroy I, Yarden Y (1997) ErbBceptors and EGF-like ligands:
cell lineage determination and oncogenesis thrazghbinatorial signaling. J
Mammary Gland Biol Neoplasia 2:97-107.

Pinkas-Kramarski R, Soussan L, Waterman H, LevkoWwit Alroy |, Klapper L, Lavi
S, Seger R, Ratzkin BJ, Sela M, Yarden Y (1996)eBiification of Neu
differentiation factor and epidermal growth factignaling by combinatorial
receptor interactions. EMBO J 15:2452-2467.

Planque N (2006) Nuclear trafficking of secretectdes and cell-surface receptors: new
pathways to regulate cell proliferation and diffgration, and involvement in
cancers. Cell Commun Signal 4:7.

Prat A, Baselga J (2008) The role of hormonal thyeia the management of hormonal-
receptor-positive breast cancer with co-expressibrtHER2. Nat Clin Pract
Oncol 5:531-542.

Proietti C, Salatino M, Rosemblit C, Carnevale R¢cé® A, Kornblihtt AR, Molinolo
AA, Frahm |, Charreau EH, Schillaci R, Elizalde P2005) Progestins induce
transcriptional activation of signal transducer aafivator of transcription 3
(Stat3) via a Jak- and Src-dependent mechanisneasbcancer cells. Mol Cell
Biol 25:4826-4840.

Proietti CJ, Rosemblit C, Beguelin W, Rivas MA, Di&laqgue MC, Charreau EH,
Schillaci R, Elizalde PV (2009) Activation of Stat§ heregulin/ErbB-2 through
the co-option of progesterone receptor signalingedr breast cancer growth.
Mol Cell Biol 29:1249-1265.

Ptashne M (2003) Regulated recruitment and codpiyain the design of biological
regulatory systems. Philos Transact A Math Phys &ri361:1223-1234.
Ptashne M, Gann A (1997) Transcriptional activatignrecruitment. Nature 386:569-

S577.

Qiu M, Lange CA (2003) MAP kinases couple multiplenctions of human
progesterone receptors: degradation, transcrigti®ymergy, and nuclear
association. J Steroid Biochem Mol Biol 85:147-157.

Quelle DE, Ashmun RA, Shurtleff SA, Kato JY, Bargb®, Roussel MF, Sherr CJ
(1993) Overexpression of mouse D-type cyclins aratts G1 phase in rodent
fibroblasts. Genes Dev 7:1559-1571.

Real PJ, Sierra A, De Juan A, Segovia JC, Lopeza\ldg, Fernandez-Luna JL (2002)
Resistance to chemotherapy via Stat3-dependenexm@ssion of Bcl-2 in
metastatic breast cancer cells. Oncogene 21:7618-761

Ren Z, Schaefer TS (2002) ErbB-2 activates StgiBaain a Src- and JAK2-dependent
manner. J Biol Chem 277:38486-38493.

Rennstam K, Jonsson G, Tanner M, Bendahl PO, Sta#fapanen Al, Karhu R,
Baldetorp B, Borg A, Isola J (2007) Cytogenetic relaterization and gene

174



Tesis Doctoral Lic. Wendy Béguelin Referencias

expression profiling of the trastuzumab-resistaeabt cancer cell line JIMT-1.
Cancer Genet Cytogenet 172:95-106.

Richer JK, Jacobsen BM, Manning NG, Abel MG, WolMDHorwitz KB (2002)
Differential gene regulation by the two progesteroeceptor isoforms in human
breast cancer cells. J Biol Chem 277:5209-5218.

Riese DJ, Kim ED, Elenius K, Buckley S, Klagsbrun®owman GD, Stern DF (1996)
The epidermal growth factor receptor couples tramsing growth factor-alpha,
heparin-binding epidermal growth factor-like fagtand amphiregulin to Neu,
ErbB-3, and ErbB-4. J Biol Chem 271:20047-20052.

Ritter CA, Perez-Torres M, Rinehart C, Guix M, Degd, Engelman JA, Arteaga CL
(2007) Human breast cancer cells selected fortegsls to trastuzumab in vivo
overexpress epidermal growth factor receptor anoBHigands and remain
dependent on the ErbB receptor network. Clin CaRe=s 13:4909-4919.

Rivas MA, Tkach M, Beguelin W, Proietti CJ, Rosein@l, Charreau EH, Elizalde PV,
Schillaci R (2010) Transactivation of ErbB-2 indddey tumor necrosis factor
alpha promotes NF-kappaB activation and breasterared!| proliferation. Breast
Cancer Res Treat 122:111-124.

Romond EHet al. (2005) Trastuzumab plus adjuvant chemotherapgperable HER2-
positive breast cancer. N Engl J Med 353:1673-1684.

Ross RK, Paganini-Hill A, Wan PC, Pike MC (2000¥det of hormone replacement
therapy on breast cancer risk: estrogen versusgestrplus progestin. J Natl
Cancer Inst 92:328-332.

Rowan BG, O'Malley BW (2000) Progesterone receptactivators. Steroids 65:545-
549.

Saitoh M, Ohmichi M, Takahashi K, Kawagoe J, OhtaDbshida M, Takahashi T,
Igarashi H, Mori-Abe A, Du B, Tsutsumi S, Kurachi H2005)
Medroxyprogesterone acetate induces cell proli@mahrough up-regulation of
cyclin D1 expression via phosphatidylinositol 3-&se/Akt/nuclear factor-
kappaB cascade in human breast cancer cells. Endlmgy 146:4917-4925.

Salatino M, Schillaci R, Proietti CJ, CarnevaleHRahm I, Molinolo AA, Iribarren A,
Charreau EH, Elizalde PV (2004) Inhibition of irveibreast cancer growth by
antisense oligodeoxynucleotides to type | insuke-lgrowth factor receptor
MRNA involves inactivation of ErbBs, PI-3K/Akt ampd2/p44 MAPK signaling
pathways but not modulation of progesterone receptdivity. Oncogene
23:5161-5174.

Salomon DS, Brandt R, Ciardiello F, Normanno N @Q&pidermal growth factor-
related peptides and their receptors in human matges. Crit Rev Oncol
Hematol 19:183-232.

Sartorius CA, Shen T, Horwitz KB (2003) Progesteroeceptors A and B differentially
affect the growth of estrogen-dependent human bteasor xenografts. Breast
Cancer Res Treat 79:287-299.

Sartorius CA, Groshong SD, Miller LA, Powell RL, AgiL, Takimoto GS, Horwitz KB
(1994) New T47D breast cancer cell lines for theepwhdent study of
progesterone B- and A-receptors: only antiprogesticupied B-receptors are
switched to transcriptional agonists by cAMP. CarRes 54:3868-3877.

Scaltriti M, Rojo F, Ocana A, Anido J, Guzman M,r@s J, Di Cosimo S, Matias-Guiu
X, Ramon y Cajal S, Arribas J, Baselga J (2007)résgsion of p95HER2, a
truncated form of the HER2 receptor, and respoasanti-HER2 therapies in
breast cancer. J Natl Cancer Inst 99:628-638.

175



Tesis Doctoral Lic. Wendy Béguelin Referencias

Shen T, Horwitz KB, Lange CA (2001) Transcriptionlayperactivity of human
progesterone receptors is coupled to their liganmbdéent down-regulation by
mitogen-activated protein kinase-dependent phogpdtarn of serine 294. Mol
Cell Biol 21:6122-6131.

Shoelson SE (1997) SH2 and PTB domain interactionsyrosine kinase signal
transduction. Curr Opin Chem Biol 1:227-234.

Shuai K (2000) Modulation of STAT signaling by STAfdteracting proteins.
Oncogene 19:2638-2644.

Silberstein GB, Daniel CW (1987) Reversible inhdot of mammary gland growth by
transforming growth factor-beta. Science 237:293-29

Silva CM (2004) Role of STATs as downstream sigraatgducers in Src family kinase-
mediated tumorigenesis. Oncogene 23:8017-8023.

Silvennoinen O, Schindler C, Schlessinger J, Let#y(D993) Ras-independent growth
factor signaling by transcription factor tyrosine opphorylation. Science
261:1736-1739.

Slamon DJ, Leyland-Jones B, Shak S, Fuchs H, PdfdBajamonde A, Fleming T,
Eiermann W, Wolter J, Pegram M, Baselga J, Norton2D01) Use of
chemotherapy plus a monoclonal antibody against HER metastatic breast
cancer that overexpresses HER2. N Engl J Med 334792.

So AY, Chaivorapol C, Bolton EC, Li H, Yamamoto KR007) Determinants of cell-
and gene-specific transcriptional regulation bydheocorticoid receptor. PLoS
Genet 3:€94.

Stoecklin E, Wissler M, Schaetzle D, Pfitzner EpGar B (1999) Interactions in the
transcriptional regulation exerted by Stat5 and rbgmbers of the steroid
hormone receptor family. J Steroid Biochem Mol Bi6t195-204.

Sudol M (1998) From Src Homology domains to othignaling modules: proposal of
the 'protein recognition code'. Oncogene 17:146P414

Sutherland RL, Musgrove EA (2004) Cyclins and breascer. J Mammary Gland Biol
Neoplasia 9:95-104.

Sutherland RL, Prall OW, Watts CK, Musgrove EA (89Estrogen and progestin
regulation of cell cycle progression. J Mammaryr@&iol Neoplasia 3:63-72.

Taga T, Kishimoto T (1997) Gpl130 and the interleu&ifamily of cytokines. Annu
Rev Immunol 15:797-819.

Tan M, Lan KH, Yao J, Lu CH, Sun M, Neal CL, Lu Yu D (2006) Selective
inhibition of ErbB2-overexpressing breast cancevivo by a novel TAT-based
ErbB2-targeting signal transducers and activatordrariscription 3-blocking
peptide. Cancer Res 66:3764-3772.

Taylor AH, McParland PC, Taylor DJ, Bell SC (200B)e progesterone receptor in
human term amniochorion and placenta is isofornEocrinology 147:687-
693.

Trachtenberg JT, Thompson WJ (1996) Schwann cetiptagis at developing
neuromuscular junctions is regulated by glial gtodctor. Nature 379:174-
177.

Trichopoulos D, MacMahon B, Cole P (1972) Menopaase breast cancer risk. J Natl
Cancer Inst 48:605-613.

Tsai B, Ye Y, Rapoport TA (2002) Retro-translocati@f proteins from the
endoplasmic reticulum into the cytosol. Nat Rev @ell Biol 3:246-255.

Tsai MS, Shamon-Taylor LA, Mehmi I, Tang CK, Lupu ®003) Blockage of
heregulin expression inhibits tumorigenicity andtaséasis of breast cancer.
Oncogene 22:761-768.

176



Tesis Doctoral Lic. Wendy Béguelin Referencias

Tung L, Mohamed MK, Hoeffler JP, Takimoto GS, HamvKB (1993) Antagonist-
occupied human progesterone B-receptors activabesdription without binding
to progesterone response elements and are donyimamthited by A-receptors.
Mol Endocrinol 7:1256-1265.

Ullrich A, Schlessinger J (1990) Signal transduttiy receptors with tyrosine kinase
activity. Cell 61:203-212.

Vogel CL, Cobleigh MA, Tripathy D, Gutheil JC, H&LN, Fehrenbacher L, Slamon
DJ, Murphy M, Novotny WF, Burchmore M, Shak S, StewSJ, Press M
(2002) Efficacy and safety of trastuzumab as alsiagent in first-line treatment
of HER2-overexpressing metastatic breast candglinJOncol 20:719-726.

Wang Q, Li W, Liu XS, Carroll JS, Janne OA, Keetely, Chinnaiyan AM, Pienta KJ,
Brown M (2007) A hierarchical network of transcrgat factors governs
androgen receptor-dependent prostate cancer grMatlhCell 27:380-392.

Wang SC, Hung MC (2009) Nuclear translocation o #pidermal growth factor
receptor family membrane tyrosine kinase receptlis. Cancer Res 15:6484-
6489.

Wang SC, Lien HC, Xia W, Chen IF, Lo HW, Wang Z,i-8eyed M, Lee DF,
Bartholomeusz G, Ou-Yang F, Giri DK, Hung MC (200Binding at and
transactivation of the COX-2 promoter by nuclearo$yne kinase receptor
ErbB-2. Cancer Cell 6:251-261.

Wang TC, Cardiff RD, Zukerberg L, Lees E, Arnold 3¢chmidt EV (1994) Mammary
hyperplasia and carcinoma in MMTV-cyclin D1 transge mice. Nature
369:669-671.

Wang YN, Yamaguchi H, Hsu JM, Hung MC (2010) Nuclegafficking of the
epidermal growth factor receptor family membranggins. Oncogene 29:3997-
4006.

Watson CJ (2001) Stat transcription factors in mamymgland development and
tumorigenesis. J Mammary Gland Biol Neoplasia 6:123-

Wei LL, Hawkins P, Baker C, Norris B, Sheridan FRQuinn PG (1996) An amino-
terminal truncated progesterone receptor isoforiRc,Penhances progestin-
induced transcriptional activity. Mol Endocrinol:1379-1387.

Welboren WJ, van Driel MA, Janssen-Megens EM, vaerihgen SJ, Sweep FC, Span
PN, Stunnenberg HG (2009) ChIP-Seq of ERalpha aN& Rolymerase I
defines genes differentially responding to ligartelglBO J 28:1418-1428.

Wells A, Marti U (2002) Signalling shortcuts: cslliface receptors in the nucleus? Nat
Rev Mol Cell Biol 3:697-702.

Witton CJ, Reeves JR, Going JJ, Cooke TG, Bardbtt (2003) Expression of the
HERZ1-4 family of receptor tyrosine kinases in btezscer. J Pathol 200:290-
297.

Xia W, Liu LH, Ho P, Spector NL (2004) TruncatedbBe2 receptor (p95ErbB2) is
regulated by heregulin through heterodimer formmatioth ErbB3 yet remains
sensitive to the dual EGFR/ErbB2 kinase inhibitoww&2016. Oncogene
23:646-653.

Xia W, Mullin RJ, Keith BR, Liu LH, Ma H, Rusnhak DWOwens G, Alligood KJ,
Spector NL (2002) Anti-tumor activity of GW572018&: dual tyrosine kinase
inhibitor blocks EGF activation of EGFR/erbB2 andwshstream Erk1/2 and
AKT pathways. Oncogene 21:6255-6263.

Xia W, Bisi J, Strum J, Liu L, Carrick K, Graham KMreece AL, Hardwicke MA,
Dush M, Liao Q, Westlund RE, Zhao S, Bacus S, $pddL (2006) Regulation

177



Tesis Doctoral Lic. Wendy Béguelin Referencias

of survivin by ErbB2 signaling: therapeutic implicas for ErbB2-
overexpressing breast cancers. Cancer Res 66:1840-1

Xie Y, Hung MC (1994) Nuclear localization of pl&n tyrosine kinase and its
association with transcriptional transactivatiomoddiem Biophys Res Commun
203:1589-1598.

Xu W, Yuan X, Beebe K, Xiang Z, Neckers L (2007)skoof Hsp90 association up-
regulates Src-dependent ErbB2 activity. Mol CebIEi7:220-228.

Yang C, Klein EA, Assoian RK, Kazanietz MG (2008rdgulin betal promotes breast
cancer cell proliferation through Rac/ERK-dependedtiction of cyclin D1 and
p21Cipl. Biochem J 410:167-175.

Yang Y, Spitzer E, Meyer D, Sachs M, Niemann C,thann G, Weidner KM,
Birchmeier C, Birchmeier W (1995) Sequential regment of hepatocyte
growth factor and neuregulin in the morphogenesid differentiation of the
mammary gland. J Cell Biol 131:215-226.

Yao E, Zhou W, Lee-Hoeflich ST, Truong T, Haverti PEastham-Anderson J,
Lewin-Koh N, Gunter B, Belvin M, Murray LJ, Friedmd.S, Sliwkowski MX,
Hoeflich KP (2009) Suppression of HER2/HER3-mediatgowth of breast
cancer cells with combinations of GDC-0941 PI3Kilmior, trastuzumab, and
pertuzumab. Clin Cancer Res 15:4147-4156.

Yarden Y (2001) Biology of HER2 and its importarninebreast cancer. Oncology 61
Suppl 2:1-13.

Yarden Y, Sliwkowski MX (2001) Untangling the Erkdgnalling network. Nat Rev
Mol Cell Biol 2:127-137.

Yu H, Jove R (2004) The STATs of cancer--new mdkactargets come of age. Nat
Rev Cancer 4:97-105.

Yu Q, Geng Y, Sicinski P (2001) Specific protectagainst breast cancers by cyclin
D1 ablation. Nature 411:1017-1021.

Zscheppang K, Korenbaum E, Bueter W, Ramadurai Sigsen HC, Dammann CE
(2006) ErbB receptor dimerization, localizationdatn-localization in mouse
lung type 1l epithelial cells. Pediatr Pulmonol #205-1212.

178



	Portada
	Índice
	Abreviaturas
	Resumen
	Abstract
	Agradecimientos
	Introducción
	Objetivos
	Materiales y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Referencias

