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Resumen

RESUMEN

Rol de BRCAL en la regulacién de la transcripcion en cancer de p rostata

El gen de susceptibilidad al cancer de mama (BRCA1) es un supresor tumoral. Las
mutaciones germinales en este gen confieren predisposicion al cAncer de mama, ovario y
estidn asociadas con una mayor agresividad del cancer de préstata (PCa). Varias
evidencias demuestran que BRCAL tiene numerosas funciones, sin embargo, no se

conoce aun cual es el rol de este supresor tumoral en el PCa.

En esta tesis determinamos por primera vez que BRCAL regula directamente su propia
transcripcion y la de otros genes que intervienen en la respuesta al dafio en el ADN, el
ciclo celular y la apoptosis en el PCa. Establecimos un mecanismo por el cual la
regulaciéon de la transcripcion de BRCAl es una caracteristica fundamental en la
modulacién de la sensibilidad a los agentes genotdxicos. Comprobamos que BRCAL
forma un complejo multriproteico integrado por E2F1 y Rb, que se asocia a su promotor
autorreprimiéndolo. Luego del estrés genotdxico generado por doxorrubicina, BRCAL se
libera activando su transcripcion y asociandose a los promotores de otros genes, entre
ellos GADD153. Asi, BRCALl induce la transcripcion de GADD153 aumentando la
apoptosis y el arresto del ciclo celular. Ademéas, generamos un modelo in vivo de
xenotransplantes de PCa que poseen disminuida la expresion de BRCALl. Con este
modelo demostramos que la disminucion de la expresion de BRCA1 aumenta el desarrollo

tumoral de prostata.

Considerando que los agentes quimioterapéuticos utilizados comunmente en el
tratamiento del cancer causan dafio en el ADN, en este trabajo proponemos que el PCa
asociado a mutaciones en BRCAL presentaria una respuesta alterada a la quimioterapia,
representando un nuevo subgrupo de pacientes que podrian requerir terapias alternativas.
Los tumores de préstata avanzados se tornan rapidamente resistentes a todos los
agentes quimioterapéuticos actualmente utilizados. Asi, el entendimiento de los
mecanismos de resistencia en tumores con mutaciones en BRCA1 ayudara a desarrollar

mejores opciones de tratamiento, como por ejemplo, terapias personalizadas para el PCa.

Palabras claves: cancer de préstata, BRCA1, transcripcién, dafio en el ADN,

guimioterapia.



Abstract

ABSTRACT

BRCAL role in transcriptional regulation in prostate cancer

Breast Cancer susceptibility gene (BRCAL) is a tumor suppressor. Germline mutations in
BRCAL gene increase breast and ovarian cancer risks, and are associated to high grade
prostate tumors. Evidence demonstrates that BRCA1 has several functions mainly through
interaction with key proteins in several cellular processes; however, BRCALl role in

prostate cancer (PCa) is poorly understood.

In this doctoral thesis we determined for the first time that BRCA1 directly regulates its
own and other genes transcription in PCa. These genes are involved in DNA damage
response, cell cycle and apoptosis. We established one mechanism in which the co-
regulator BRCAL1 function is a key feature in the modulation of genotoxic sensitivity. We
showed that BRCA1 form a multiprotein complex with E2F1 and Rb that associates to its
own promoter auto-repressing its expression. After genotoxic stress induced by
doxorubicin, BRCAL is released activating its transcription and associating to other
promoters, as GADD153. Thus, BRCA1l induces GADD153 transcription increasing

apoptosis and arresting cell cycle.

Furthermore, we developed a BRCA1 depleted in vivo xenograft model of PCa. Using this
model we could demonstrate for the first time that BRCAL1 depletion increases prostate

tumor growth in mice.

Due to chemotherapeutic agents frequently used in cancer therapy cause DNA damage, in
this work we propose that BRCA1 mutations associated to PCa will show different
chemotherapy response. This will create a new subset of patients that requires alternative
therapies. Advanced PCa rapidly acquire resistance to chemotherapy. Based on this, our
model gains high significance. Knowing the mechanisms for BRCAL1 associated tumor

resistance will help to develop better therapy options, as personalized therapies for PCa.

Key words: prostate cancer, BRCA1, transcription, DNA damage, chemotherapy.
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gene 2)

BRCT = Dominio carboxi-terminal tipo BRCA1 (BRCAL1 carboxy-terminus)
BSA = Seroalbumina bovina

Bubl = Budding uninhibited by benzimidazoles 1 homolog
Bublb = Budding uninhibited by benzimidazoles 1 homolog, beta
CBP = CREB binding protein
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Introduccién

1. Cancer de Prostata
1.1. Incidencia y mortalidad

El cancer de préstata (PCa) es el segundo tipo de cancer mas frecuente y la sexta causa
de muerte por cancer en hombres en el mundo, representando el 14% del total de los
casos y el 6% del total de muertes por cancer en 2008 (Jemal et al., 2011) (Figura 1). Las
tasas de incidencia difieren regionalmente, siendo los paises desarrollados de Oceania,
Europa y América del Norte las regiones con mayores tasas. El proyecto GLOBOCAN
2008 estim6 que en Argentina la incidencia y mortalidad por PCa fueron 58,8 y 15,6 por
cada 100.000 hombres, respectivamente (http://www.iarc.fr/), siendo la segunda causa de
muerte por cancer entre los hombres (http://www.msal.gov.ar/inc/) (Figura 2).

Estimated New Cases Estimated Deaths

Female

Female
Breas

Worldwide

lymphoma

500

All sites but skin All sites but skin
6,038,400 4,225,700

Figura 1. Tasas de incidencia y muerte en el mundo estimadas por el Projecto GLOBOCAN 2008.
(Figura extraida de (Jemal et al., 2011))

1.2. Desarrollo y progresion del PCa

El PCa se presenta frecuentemente en forma latente. Se estima que entre un 15 % y un
30 % de los individuos por encima de 50 afios de edad y un 80 % de los hombres por
encima de los 80 afios presentan PCa microscopico no diagnosticado (Reynolds, 2008;
Taichman et al., 2007). La enfermedad es fatal en el 3 % de los hombres con diagndstico
y tratamiento, sin embargo una vez que se detecta metéstasis por técnicas de imagenes,

la mayoria de los pacientes morirdn de PCa.

19



Introduccién

B Prostate
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Incidence Mortality B Cobrecum
W Stomach
4,178 (13.0%) W Kidney
W Pancreas
W Oesophagus
Larynx
Other

13,557 (25.9%) 13,771 (26.3%) 9,203 (28.7%]——
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1058 (3.7%) 7 445 (14.2%) 1,370(4.9%

2,032 (3.8%) 1,800 (5.9%
t — ETER(1%) 1177 (3.7%
¢ 2,008 (5:3%

3,633 (11.3%)

2,376 (4.5%) 1,088 (34%)

2,501 (4 8%)

Figura 2. Tasas de incidencia y muerte en Argentina estimadas por el Projecto GLOBOCAN 2008.
(Figura adaptada de http://www.iarc.fr/)

A nivel histologico se establecié que la lesiobn conocida como neoplasia intraepitelial
prostéatica (PIN) corresponde al estadio primario del PCa. Tanto el PIN como los tumores
de prostata se localizan en la zona periférica de la glandula (Figura 3), y ademas estas
lesiones pueden encontrarse en las proximidades de los carcinomas invasivos (Diehn et
al., 2009).

- ' central zon
transition zone
zone

prostatic
sphincter

Figura 3. Diagrama ilustrativo de la préstata humana indicando las diferentes zonas (Figura adaptada de
(Abate-Shen and Shen, 2000)).

La aparicion de PIN de alto grado, suele preceder a la del carcinoma al menos en 10
afos, ya que éste es el periodo necesario para que ocurra la progresion tumoral (Abate-
Shen and Shen, 2000). Si bien las lesiones PIN se diferencian de otras anomalias
patolégicas como la hiperplasia prostatica benigna (BPH) y la hiperplasia adenomatosa
atipica (AAH), se ha propuesto que la lesion conocida como atrofia inflamatoria
proliferativa (PIA) es la precursora del PIN y representa un estadio pre-neoplasico (Abate-
Shen and Shen, 2000).
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Los carcinomas de préstata se clasifican en distinto grado segun sus caracteristicas
histolégicas, lo que se denomina grado de Gleason. De acuerdo a este sistema, al patrén
histolégico mas representativo del tumor se le asigna un grado de 1 a 5, a la segunda
morfologia histolégica mas prominente se le asigna otro grado, ambos grados son
sumados Yy reportados como el grado de Gleason del tumor. El grado de Gleason 3 es el
mas frecuente en el PCa y consiste en glandulas pequefias no fusionadas. Un grado de
Gleason 4 consiste en glandulas pequefias fusionadas y un grado de Gleason 5 consiste
en laminas de células anaplasicas sin glandulas distinguibles. Generalmente, los tumores
de PCa con un grado de Gleason de 5 a 7 son considerados de grado intermedio o
moderadamente diferenciados y aquellos con un grado de 8 a 10 son considerados de

alto grado o pobremente diferenciados.

Como todos los canceres, el PCa es una enfermedad multifactorial donde tanto factores
ambientales como genéticos determinan el desarrollo y progresion de la enfermedad. Los
factores ambientales que influyen en el riesgo de contraer PCa incluyen el consumo de
grasa animal, alcohol, tabaco, obesidad, drogas anti-inflamatorias no esteroides, vitamina
D, vitamina E y minerales (calcio, selenio y zinc) (Kral et al., 2011). Sin embargo, los
resultados que demuestran la influencia de estos factores de riesgo o proteccion son

controversiales.

Los fenémenos de pérdida alélica han sido ampliamente estudiados en el PCa y se sabe
que el 10-15% de los pacientes corresponden a casos de herencia familiar. Asi por
ejemplo, esta demostrado que las mutaciones en los genes ELAC2, RNAsa L, MSR1 y
BRCA2 aumentan el riesgo de contraer PCa (Kral et al., 2011). Sin embargo, hasta el
momento no hay genes supresores tumorales que hayan sido inequivocamente

implicados en la progresién del PCa.

Uno de los eventos tempranos mas frecuentes en la carcinogénesis del PCa, es la
pérdida de regiones especificas del cromosoma 8p (Abate-Shen and Shen, 2000).
Numerosas investigaciones consideran al gen NKX3.1, ubicado en el locus 8pl2-21,
como el responsable de la iniciacion tumoral (Abate-Shen and Shen, 2000). Muchos
pacientes con pérdida de este cromosoma, poseen ademas pérdida del cromosoma 134,
gue incluye el gen Rb. Este evento ocurre en alrededor del 50% de los tumores de
prostata y también se lo involucrd en la progresion del PCa (Abate-Shen and Shen, 2000)
(Cooney et al., 1996; Li et al., 1998).
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Distintos genes involucrados en la regulacion del ciclo celular también han sido implicados

en la progresion tumoral del PCa. Entre ellos, la pérdida de funcion de p27<'"*

es un
evento caracteristico en este tipo de tumores y podria ser utilizado como marcador

prondstico de la evolucion de la enfermedad (Abate-Shen and Shen, 2000).

Otro mecanismo involucrado en la progresion del PCa es la disminucién en la longitud de
los telomeros con el consiguiente aumento en la actividad de telomerasa para evitar la
senescencia (Abate-Shen and Shen, 2000). Sin embargo, este proceso no ha sido

estudiado con profundidad.

Con respecto a los mecanismos moleculares involucrados en la progresion del carcinoma
avanzado y la enfermedad metastasica, las alteraciones en la sefializacion del receptor de
androgenos (AR) han sido ampliamente estudiadas y es una de las alteraciones mas

importantes.

Inicialmente el PCa se desarrolla y progresa en una forma dependiente de andrégenos,
por lo que la ablaciébn de andrégenos, ya sea castracion quirdrgica (orquiectomia) o
quimica (flutamida o bicalutamida), es el tratamiento estandar de la enfermedad
metastasica (Lamont and Tindall, 2011). Sin embargo, al cabo de 18-36 meses
aproximadamente, los tumores se vuelven resistentes al tratamiento, tornandose mas

agresivos (Figura 4).

Prostatic

e intraepithelial g
neoplasia (PIN)

Invasive
carcinoma

Normal
epithelium

—  Metastasis

Figura 4. Esquema indicando las etapas del Pca (Figura adaptada de (Abate-Shen and Shen, 2000)).

Si bien este estadio de la enfermedad solia denominarse “independiente de andrégenos”,
actualmente se sabe que, en estadios avanzados de la enfermedad, es posible detectar
bajos niveles de andrégenos en el suero de pacientes aun cuando estos fueron castrados
y por eso la nomenclatura de esta fase de la enfermedad comenzé a llamarse PCa
resistente a la castracion (CRPC) (Mohler, 2008).
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Existen distintos mecanismos propuestos para explicar de qué manera los tumores de
prostata se tornan resistentes a la castracion, segun los tumores dejen de expresar AR
funcional o continden expresandolo. En el primer caso, las células tumorales presentan
una capacidad adquirida de supervivencia en ausencia de AR. Un evento caracteristico en
este estadio avanzado del PCa es la sobre-expresion de Bcl2, que ocurre cuando la
enfermedad es refractaria a la terapia hormonal y explica la resistencia a la apoptosis en
esta etapa (Abate-Shen and Shen, 2000; Taichman et al., 2007) (Figura 5).

En el segundo caso, es decir cuando los tumores se tornan resistentes a la castracion
pero con AR funcional, la proliferacién de las células tumorales se debe a la ganancia de
funciones oncogénicas de AR, estimulando la supervivencia de las células tumorales
(D'Antonio et al., 2010; Denmeade et al., 2003; Isaacs, 2000; Vander Griend et al., 2007).
Existen distintos mecanismos propuestos que pueden reactivar la actividad de AR en los
tumores de pacientes luego de la ablacion androgénica como la amplificacion génica de
AR, niveles aumentados de AR (a nivel de proteina o mensajero), mutaciones en AR,
alteraciones en la expresion de otros co-reguladores, variantes de splicing de AR, o bien,
activacion cruzada por otras vias de transduccién de sefiales (Basu and Tindall, 2011).
Estas alteraciones permiten que los tumores se tornen més sensibles a bajos niveles de
androgenos, o inclusive resultar activados por anti-andrégenos y se resumen en la Figura
5.

Finalmente, otro mecanismo propuesto es la pérdida de una regién del cromosoma 17p
que incluye p53 pero no BRCA1, y que ocurre en estadios avanzados del PCa y en la

enfermedad metastasica (Abate-Shen and Shen, 2000).

23



Introduccién

Growth factor

) ) downregulation

SHBG I" o b[e;ds I

o - o o GFH
Sa-Reductase GTDE‘/] fE_E(/l—PlEN
&
HSP
_// . DHT
_I ’ —l i Flas
AR
2 £ Jﬁﬁ» 80

et e Y s

MNucleus

Cofactor
an o P
=V /‘ii\rm-lv—rj/\m v/

Increased I -
growth survival

A

Figura 5. Mecanismos de independencia de andrégenos. (i) Amplificacién: Las células de PCa
desarrollan la habilidad de utilizar bajos niveles de andrégenos para la supervivencia por niveles
aumentados de DHT, por un aumento en la expresion de 5a-reductasa, por un aumento en la expresion
de AR o por un aumento en la expresion de co-reguladores. (ii) Vias de sefializacién promiscuas:
Moléculas no androgénicas presentes en circulacién, como anti-andrégenos, se asocian y activan AR.
(i) Vias no convencionales: AR es activado por fosforilacion por factores de crecimiento a través de sus
receptores tirosina quinasas. (iv) Vias independientes de AR: Las células de PCa adquieren la
capacidad de supervivencia independiente de AR, como por ejemplo por un aumento en la expresion de
Bcl-2. (v) Regeneracion por células madre: Las células madre tumorales no son dependientes de AR,
por lo cual proveen continuamente al tumor de células. (Figura extraida de (Taichman et al., 2007)).

1.3. Diagndstico del PCa

El método por excelencia de deteccion temprana del PCa es la medicion de los niveles del
antigeno prostético especifico (PSA) en sangre, junto con el examen digital rectal (DRE),
que en conjunto determinan la realizacibn o no de una biopsia. Hace unos afos se
establecié que una concentracién de PSA de 4 ng/ml en sangre o mayor, junto con el DRE
y la biopsia, permiten detectar la enfermedad ain cuando esté localizada en la glandula
(Taichman et al., 2007). Sin embargo, estudios posteriores demostraron que este sistema
no es lo suficientemente sensible ni especifico para la deteccion del PCa clinicamente

relevante, ya que los niveles elevados de PSA también pueden deberse a otras patologias
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prostaticas benignas, como infeccion, inflamacién y la BPH. Se estima que en la
actualidad se brinda tratamiento a 20 pacientes, de los cuales solo uno moriria por PCa
(Taichman et al., 2007). El desafio actual es poder identificar a aquellos pacientes
clinicamente relevantes que podrian ser curados con tratamiento y diferenciarlos de los
gue no requieren ninguna terapia y, por ende, no deberian ser expuestos a los efectos

secundarios de las mismas.

Teniendo en cuenta estas caracteristicas, la Sociedad Americana de Cancer, la
Asociacion Urolégica Americana y la Nacional Comprehensive Cancer Network (NCCN),
sugirieron incorporar la velocidad de aumento de PSA como uno de los criterios para

evaluar la presencia de PCa (Taichman et al., 2007) (Figura 6).

En resumen, en este contexto, el esclarecimiento de los mecanismos moleculares que
llevan al desarrollo y progresion del PCa son fundamentales para mejorar el diagnostico
de esta enfermedad asi como también para determinar los factores que influencian la
respuesta a la terapia. Es por ello que en este trabajo de tesis nos propusimos investigar

el rol de BRCAL en el PCa como describiremos en las siguientes secciones.

Baseline evaluation at age 40
PSA and DRE

¥

+DRE leads to -
e PSA 206, or +FH,
m%?%g‘ﬁﬂﬁ%

f

Repeat at
age 45

Annual followup

J

PSA20.6
( (until PSAV established)

Annual screening
to begin at age 50 —/

Fle - PSA26-4.0,
PSAV <0.35 PSA24.0 or PSAV >0.35
l if PSA <2.5
Annual followup C;g:ffr

Figura 6. Protocolo para la deteccion temprana del PCa sugerido por la NCCN (Figura adaptada de
(Taichman et al., 2007)).
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2. BRCAl1l

El gen de susceptibilidad al cdncer de mama (BRCA1) es un supresor tumoral. Las
mutaciones germinales en este gen confieren predisposicion al cancer de mama, ovario
(Miki et al., 1994) y estan asociadas con una mayor agresividad y mal prondstico del PCa
(Agalliu et al., 2009; Gallagher et al., 2010).

2.1. Estructura del gen y la proteina BRCA1

El gen BRCAL fue clonado por Mikiy col. y lo localizaron en el cromosoma 17p12-21 (Miki
et al.,, 1994). Este gen es muy complejo ya que abarca alrededor de 100 kb que, por
splicing alternativo, genera numerosas isoformas (Orban and Olah, 2003). Ademas, tiene
un promotor bidireccional que regula conjuntamente al gen proximal neighbor of BRCA1
(NBR2) (Whitehouse et al., 2004).

El transcripto primario de 7,8 kb contiene 22 exones codificantes y 2 no codificantes, que
generan una proteina de 1.863 aminoacidos. La regién amino terminal de la proteina
BRCAL1 contiene un dominio en forma de anillo, con una estructura cys-his-cys. La region
C-terminal de la proteina contiene un dominio de activacion transcripcional (TAD), que
consta de alrededor de 300 aminoacidos (1560-1863) (Chapman and Verma, 1996;
Monteiro et al., 1996). Esta regidn contiene repeticiones en tandem de aproximadamente
95 aminoécidos, llamadas BRCT (BRCAL carboxy-terminus) (Bork et al., 1997; Koonin et
al., 1996) (Figura 7). La region BRCT es una estructura caracteristica que es similar a los
dominios carboxi-terminal encontrados en varias proteinas que estan involucradas en los
puntos de control del ciclo celular y reparacién del ADN. Existe un segundo dominio de
transactivacion, denominado AD1 (aminoacidos 1293-1559), que puede activar la

transcripcion sinérgica o independientemente de TAD (Ye et al., 2001).

Varios grupos de trabajo intentaron dilucidar las funciones bioquimicas de la proteina
BRCAL. Su rol en la respuesta al dafio en el ADN y en la regulacion del ciclo celular son,
claramente, sus funciones mas importantes. También se determindé que BRCAL es capaz
de modular la expresion de genes involucrados en estos procesos y numerosas
evidencias sugieren que esta proteina podria tener un rol en la regulacion de la
transcripcion (Deng, 2006; Rosen et al., 2006; Somasundaram, 2003). Sin embargo, hasta
el momento se desconoce como BRCAL regula directamente la transcripciéon de muchos

de estos genes.
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Figura 7. Estructura de la proteina BRCA1 indicando el dominio de “ring” aminoterminal, los dominios
BRCT vy las sefales de localizacion nuclear. Se indican las proteinas que interaccionan con BRCAL
debajo de los dominios en donde ocurre tal interaccion (Figura extraida de (Yun and Hiom, 2009)).

Las células deficientes en BRCALl presentan elevados niveles de aberraciones
cromosomicas, mayor sensibilidad a los agentes genotéxicos y alteraciones en los puntos
de control del ciclo celular (Yun and Hiom, 2009). Por eso se propuso que BRCA1 seria un
“guardian del genoma” (Venkitaraman, 2002) y muchos grupos de trabajo intentaron
dilucidar los mecanismos por los cuales BRCA1 contribuye al mantenimiento de la
estabilidad gendémica y de qué manera defectos en estos procesos resultan en la

progresion tumoral.

Mas adelante en esta seccion describiremos cada una de las funciones en las que se ha
implicado la proteina BRCAL.

2.2. Evidencias previas para el rol de BRCAL en el PCa

Ademas de BRCAL existe otro gen de susceptibilidad al cancer de mama, BRCA2. Varias
evidencias determinaron que los pacientes que poseen mutaciones germinales en este
gen, poseen un riesgo aumentado de contraer PCa (Agalliu et al., 2009; Gallagher et al.,
2010).

A diferencia de lo que ocurre con BRCA2, el rol de BRCA1 en la etiologia del PCa no se
conoce claramente. Los primeros estudios epidemiol6gicos de mutaciones en BRCAL no

arrojaron resultados concluyentes debido al escaso nimero de casos utilizados en esos
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trabajos (Douglas et al., 2007; Ford et al., 1994). El principal problema que enfrentan los
estudios epidemiolégicos que intentan esclarecer el rol de mutaciones en BRCAL en la
susceptibilidad al PCa es el hecho de que la prevalencia de estas mutaciones en la
poblacion general es escasa. Por eso, la mayoria de los estudios sobre el tema fueron
realizados Unicamente en la poblacion étnica de los judios Ashkenazi, ya que el 2 % de
esta poblacién presenta al menos una de las tres mutaciones fundadoras de BRCAL
(185delAG, 5382insC y 6174delT).

Estudios realizados a partir de un mayor numero de casos en esta poblacién demostraron
que, si bien las mutaciones en BRCA1 no se asocian con el riesgo elevado de contraer
PCa, las mismas determinan un desarrollo mas agresivo de la enfermedad. Asi por
ejemplo, en un estudio analizando 2.486 pacientes, Agalliu y col. demostraron que
pacientes con la mutacion fundadora 185delAG, presentan un riesgo 3,5 veces mayor de
desarrollar tumores mas agresivos con un grado de Gleason alto, con respecto a los
pacientes que no presentan esta mutacion (Agalliu et al., 2009). Ademas en este estudio
se demostro que los familiares hombres de pacientes con cancer de mama y ovario que
presentan la mutacién 185delAG en BRCAL tienen un mayor riesgo de desarrollar PCa
(Agalliu et al., 2009).

Otro estudio realizado con alrededor de 1.286 hombres, demostré que los pacientes con
mutaciones en BRCA1 presentan mayor riesgo de recurrencia (4,3 veces) y mayor riesgo

de muerte especifica por PCa (5,2 veces) (Gallagher et al., 2010).

Por otra parte, si bien mutaciones en BRCA1 no se asocian a un incremento en el riesgo
de PCa en la poblacion general, un estudio realizado a partir de 11.843 casos de 699
familias con mutaciones en BRCA1 recolectados a partir de 30 centros de Europa y
América del Norte, determiné que los portadores de mutaciones de BRCA1 menores de
65 afos presentan un mayor riesgo de desarrollar PCa (Thompson and Easton, 2002). Sin
embargo Agalliu y col. demostraron también que los pacientes con la mutacion 185delAG

presentan mayor riesgo de padecer PCa por encima de los 65 afios (Agalliu et al., 2009).

Una de las caracteristicas mas remarcables de BRCAL que sugiere que podria tener un
rol importante en el desarrollo y progresion del PCa, es su capacidad de asociacion con el
AR (Park et al., 2000; Yeh et al., 2000). Se observé que BRCAL interacciona directamente
con el dominio AF-1 de la proteina AR induciendo su actividad transcripcional (Park et al.,

2000). El efecto estimulador de BRCA1 en la actividad transcripcional del AR puede ser
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sinérgicamente aumentada por co-reguladores, tales como CBP, GRIP1, ARA55 y ARA70
(Yeh et al., 2000).

Otra evidencia importante para atribuirle un rol a BRCAL en el PCa, es que una variante
de splicing de BRCA1, BRCA1a, tiene actividad anti-tumoral en células de PCa (Yuli et al.,
2007).

Ademas, existen evidencias de un posible rol de BRCA1 en la sensibilidad a agentes
genotéxicos en el PCa. Fan y col. demostraron que en células DU-145, la sobre-expresion
de BRCAL se asoci6 a un aumento de la sensibilidad y de apoptosis inducida por distintos
agentes genotdxicos como doxorrubicina, taxol y camptotecina, sin embargo el
mecanismo por el cual BRCA1 aumenta la sensibilidad a estos agentes todavia no esta
determinado (Fan et al., 1998).

En oposicion al rol supresor tumoral de BRCAL en el PCa, en ciertos trabajos se observo
un aumento en la expresion de BRCAL en tumores de préstata con respecto al tejido
normal (Schayek et al., 2009) y en tumores agresivos de PCa, mama y pulmén (Deeb et
al., 2007; Schayek et al., 2009). Si bien estos resultados parecen contradictorios con el rol
de supresor tumoral en PCa, estas diferencias pueden deberse a las mdltiples vias

reguladas por BRCAL.

Por ultimo, se encontré6 que BRCAL regula la transcripcion del receptor del factor de
crecimiento tipo insulina 1 (IGF-IR), que es un factor clave en la iniciacion y progresion del
PCa (Schayek et al., 2009). Schayek y col. determinaron que esta regulacién es
dependiente de la expresion de AR, ya que en las células que no expresan AR, la sobre-
expresion de BRCAL reprimié un 50% los niveles de expresion de IGF-IR. En cambio, en
células de PCa que expresan AR wild type, BRCAL induce la expresion de IGF-IR

estimulando la actividad transcripcional de AR (Schayek et al., 2009).

En sintesis, todas estas evidencias indican que BRCA1 podria tener un rol clave en el
desarrollo y progresion del PCa, por lo que en este trabajo de tesis proponemos investigar

los mecanismos por los cuales BRCA1 cumpliria ese rol.
3. Funciones celulares de BRCA1
3.1. BRCAL1 regula el ciclo celular

La expresion y estado de fosforilacién de la proteina BRCAL varian a lo largo del ciclo
celular aumentando en la fase G1 tardiay S, para luego disminuir marcadamente durante

la fase M. BRCAL interacciona con humerosas proteinas involucradas en la regulacion del
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ciclo celular. Ademas, se determin6 que BRCA1 también participa en la regulacién del

ciclo celular y en el arresto del mismo en respuesta al estrés genotoxico (Deng, 2006).

Aprelikova y col. demostraron que BRCAL participa con la proteina del retinoblastoma
(Rb) funcional en el arresto en G1/S (Aprelikova et al., 1999). La proteina Rb es un
supresor tumoral involucrado directamente en la regulacion del ciclo celular a través de su
interaccion con la familia de factores de transcripcion E2F. Es posible que uno de los
mecanismos por los que BRCAL arreste al ciclo en la fase G1, se deba a su interaccion
con Rb, manteniéndolo en su forma hipofosforilada con la cual se asocia a E2F y
reprimiendo asi la transcripcion (Aprelikova et al., 1999). Ademas, el dominio BRCT de la
proteina BRCAL interacciona con las deacetilasas de histonas, HDAC1 y 2, de modo que
otro de los mecanismos que explicaria el arresto del ciclo celular inducido por BRCA1
seria el reclutamiento de deacetilasas de histonas hacia los complejos E2F/Rb (Deng,
2006).

BRCAL1 participa de la fosforilacion de p53 inducida por ATM, en respuesta al dafio en el
ADN generado por radiacion ionizante (IR) (Deng, 2006). Debido a que la transactivacion

1WAFYCIPL " un reconocido inhibidor del ciclo celular, este

de p53 induce la expresion de p2
seria otro de los mecanismos por los cuales BRCAL induce arresto del ciclo celular en

G1/S (Deng, 2006).

Sin embargo, BRCA1 también es capaz de cumplir su funcién como regulador del ciclo de
un modo independiente de la activacion de p53. Asi, por ejemplo, la disminucion de la
expresion de BRCA1 produce un menor arresto del ciclo celular en G1/S luego del
tratamiento con radiacion ultravioleta (UV). Este mecanismo sin embargo, es
independiente de p53 ya que el dafio en el ADN inducido con UV fosforila a la proteina
ATR que no activa p53 pero si fosforila a BRCA1 (Deng, 2006).

También se demostré que BRCAL induce la expresion de p21"WAFYCP por mecanismos
independientes de p53, induciendo de esta manera arresto del ciclo celular en G1
(MacLachlan et al., 2000b; Welcsh et al, 2002; Zhang et al, 1998).
Es decir, la proteina BRCA1 induce arresto del ciclo celular en G1/S por mdltiples vias
que implican su interaccion o regulacion de la expresion de varias proteinas, entre ellas,
ATM, ATR, Rb, p53 y p21"AFYCIPL

BRCA1 también participa en el arresto del ciclo celular en la fase S. En respuesta al

tratamiento con IR, BRCA1 es fosforilada por ATM arrestando a las células en esta fase
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del ciclo. Asi, se observd que en células HCC1937 que no expresan BRCAL, la
reexpresion de esta proteina restaura el arresto del ciclo celular en S y este mecanismo
es mediado por la fosforilacién de la serina 1.387 de BRCAL1 por ATM (Cortez et al., 1999;
Deng, 2006; Okada and Ouchi, 2003; Xu et al., 2002).

Ademés BRCAL interacciona con proteinas involucradas en el punto de control de la fase
S, como MDC1, H2AX, 53BP1 y el complejo MRE11/RAD50/NBSL1. En particular, BRCA1
inhibe la actividad endonucleasa de este complejo, lo cual facilita también la reparacion
del ADN (Deng, 2006; Durant and Nickoloff, 2005).

Numerosas evidencias demuestran que BRCA1 también participa del arresto del ciclo
celular en G2/M. Yarden y col. demostraron que BRCAL regula la expresion, fosforilacion
y localizacion nuclear de Chkl, y también la expresion de las quinasas Weel y 14-3-
3o (Yarden et al., 2002).

BRCAL induce la expresién de Weel, que es el inhibidor de Cdc2/ciclina B (Deng, 2006),
y reprime la expresion de la ciclina B1 (MacLachlan et al., 2000) lo cual arresta a las

células en la fase G2/M.

Ademas, al igual que con p21WAFYCP1 BRCAL regula la expresién de GADD45 por
mecanismos dependientes e independientes de p53. GADD45 es una proteina que

interacciona con reguladores del ciclo celular, como p21WAFYCIPL

y cdc2/ciclinaB. Se
observé que BRCAL1 interacciona con el co-regulador CtIP (proteina que interactia con la
region C-terminal de BRCAL1) y, en presencia de dafio en el ADN, la proteina BRCAL es
fosforilada y se disocia de CtlP. De este modo BRCA1 interacciona con la proteina
ZBRK1 que se encuentra constitutivamente asociada al promotor de GADDA45,
reprimiéndolo. Ademéas, GADDA45 interacciona con los factores de transcripcion Oct-1 y
NF-YA y este complejo induce la expresion de GADDA45 (Fan et al., 2002; Mullan et al.,
2006; Somasundaram, 2003). De esta manera BRCAL regula la expresion de GADD45 en
respuesta al estrés genotdxico regulando el ciclo celular (Figura 8).
Ademés se encontr6 que Chk2, que es un blanco de fosforilacion de ATM, interacciona
con BRCAL en foci nucleares. Frente al dafio en el ADN inducido por radiacion gamma,
Chk2 fosforila a BRCA1 liberdndose de los foci y quedando disponible para llevar a cabo
sus funciones en el arresto del ciclo celular en G2/M (Sancar et al., 2004). Chkl, el
principal blanco de fosforilacion de ATR también fosforila a BRCAL participando del

arresto del ciclo celular en G2/M (Deng, 2006).
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Figura 8. Regulacion del promotor de GADD45 por BRCAL. (Figura extraida de (Mullan et al., 2006)).

En la Figura 9 se detallan los principales mecanismos por los cuales BRCAL interviene en

el arresto del ciclo celular.

Finalmente, BRCA1 induce la expresion de distintos componentes del huso mitético como
Mad2, Bubl y Bublb; de proteinas involucradas en la segregacion de los cromosomas,
como Pttgl, y de ciclinas involucradas en la progresion de la mitosis, como la ciclina B,

todas ellas importantes en el punto de control de la fase M (Bae et al., 2005; Deng, 2006).

Considerando estas evidencias, en esta tesis evaluaremos algunos aspectos de la
regulacién del ciclo celular por BRCAL en el PCa en respuesta al dafio en el ADN.

DNA DAMAGE
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Figura 9. Resumen de los genes que intervienen en el arresto del ciclo celular y son regulados por
BRCAL. A través de mecanismos dependientes e independientes de p53, BRCAL regula la expresién de
p21"WAFeP induciendo arresto en G1/S y en fase S. Ademas, BRCAL aumenta la expresion de GADDA45,
Weel y 14-3-3c, que inhiben a la kinasa cdc2/ciclina B, secuestrando cdc2, fosforilando el sitio
inhibitorio de cdc2, o secuestrando cdc25c, respectivamente. BRCA1 también inhibe la expresion de la
ciclina B y de PLK1 luego del dafio en el ADN (Figura extraida de (Mullan et al., 2006)).
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3.2. BRCAL1 regula la apoptosis

El papel de BRCA1l en la induccion de apoptosis es controversial. Shao y col.
demostraron que la expresion de una variante mutada de BRCAL induce apoptosis en
condiciones de deprivacion de suero in vitro (Shao et al., 1996). Posteriormente Harkin y
col. encontraron que la expresion ectopica de BRCAL induce apoptosis (Harkin et al.,
1999). Ademas, el aumento en la expresion de BRCAL en respuesta al tratamiento con
curcumina en células de céancer de mama triple negativas (que no expresan a los
receptores de estrogenos (ER) y progesterona (PR) y tampoco sobre-expresan HER?2) se
asocié a un aumento en la apoptosis (Rowe et al., 2009). Sin embargo, otros trabajos
reportaron que BRCAL se asocia al arresto del ciclo celular en G2/M, y no a la apoptosis
(MacLachlan et al., 2000). Actualmente se postula que BRCAL podria actuar como un
transmisor de los sensores de dafio en el ADN que definiria el destino celular: arresto del
ciclo o apoptosis (MacLachlan et al., 2000b; Wang et al., 2000b). De acuerdo a esta
hipotesis, el “sensor” corresponderia a los complejos involucrados en la reparacion del
dafio en el ADN, como Rad51, Rad50/Mre/NBS1 o KSH2/MSH6, que eventualmente
llevarian a la induccion de apoptosis mediada por BRCAL, de acuerdo a la magnitud del
dafio en el ADN (Wang et al., 2000b).

Varios estudios demostraron que la proteina BRCAL interviene en la induccion y/o
regulacién de la actividad de numerosas proteinas involucradas en apoptosis. Asi, se ha
reportado que el disparo de la apoptosis mediada por BRCA1 es dependiente de la via
JNK/SAPK, llevando a la induccion de la expresion de GADDA45 por mecanismos

dependientes e independientes de p53 (Harkin et al., 1999).

También, Martin y col. establecieron que la proteina BRCA1 actiia como un modulador de
la apoptosis inducida por radiacion UV en células de cancer de mama (Martin and Ouchi,
2005). En particular, la fosforilacion de BRCAL en las serinas 1.423 y 1.524 es necesaria
para la activaciéon de la caspasa 3 (Martin and Ouchi, 2005). Ademas, demostraron que
BRCAL interacciona con la proteina XIAP, inhibiendo la formacion del complejo
XIAP/caspasa 9. En respuesta a la radiacion UV, el complejo BRCA1/XIAP se disocia,

permitiendo la activacion de la caspasa 3 (Martin and Ouchi, 2005).

Por ultimo, en oposicién a estos Ultimos resultados, recientemente Liu y col. demostraron

que en respuesta a la radiacibn gamma, la proteina BRCAL es degradada por la via del
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proteosoma, lo cual lleva a un aumento en la apoptosis en células Hela y en fibroblastos

embrionarios de raton (Liu et al., 2011).

En conclusion, todos estos antecedentes demuestran que BRCAL1 tiene un papel central
en la apoptosis, como un regulador diferencial de acuerdo a la clase de estrés celular y al
tipo celular. En esta tesis intentaremos evaluar algunos mecanismos por los cuales

BRCAL regula la apoptosis inducida por dafio en el ADN en el PCa.

3.3. BRCAL1 interviene en la reparacion del dafio en el ADN

Numerosas evidencias apoyan la idea de que BRCAL es crucial en la reparacion del dafio
en el ADN. Por ejemplo, las células madre embrionarias de raton (MES) que tienen una
delecion en uno de los alelos de BRCAL, presentan deficiencias en la reparacion del ADN
acoplada a la transcripcion, y en la reparacion del ADN doble cadena por recombinacion
homologa e hipersensibilidad a la IR y al peréxido de hidrégeno (Gowen et al., 1998;
Moynahan et al., 1999). Confirmando estos datos, se reportd6 que embriones de ratdn
deficientes en BRCAL desarrollaban aberraciones cromosémicas (Shen et al., 1998;

Somasundaram, 2003).

Los tumores de mama asociados a mutaciones en BRCAL se caracterizan por un alto
grado de aneuploidias, en comparacion a aquellos sin mutaciones en este gen (Deng,
2006; Tirkkonen et al., 1997). Asi, la linea celular HCC1937 derivada de un tumor
mamario deficiente en BRCAL tiene alta cantidad de pérdidas y ganancias cromosomicas,
delecion de p53 y PTEN en homocigosis, y pérdida de heterocigosidad en numerosos
locus involucrados en la patogénesis del cdncer de mama (Deng, 2006; Tomlinson et al.,
1998). En células de MEF (fibroblastos embrionarios de raton), las mutaciones en BRCA1
generan aneuploidias con un patrén de pérdidas y ganancias cromosémicas similar al

observado en tumores mamarios humanos (Deng, 2006; Weaver et al., 2002).

La proteina BRCAL interviene en diferentes procesos de la reparacion del dafio al ADN
simple y doble cadena, en el ensamblaje dentro del foci de reparacion y en la actividad
ubiquitina ligasa de BRCA1-BARD1 (Deng, 2006; Zhang et al., 2005) (Figura 10).

Si bien el mecanismo por el cual BRCA1 regula la segregacion de cromosomas no se ha
esclarecido completamente, es posible que BRCAL ejerza un efecto indirecto al intervenir
en la reparacion del dafio en el ADN y regular la expresion de genes involucrados en la

correcta segregacion cromosomica (Wang et al., 2000b). Sin embargo, también existen
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indicios de un rol directo en este proceso, ya que BRCAL co-localiza con el centrosoma y
la forma hiperfosforilada de BRCAL co-inmunoprecipita con la tubulina, que es esencial

para el ensamblaje de los microtibulos (Hsu and White, 1998; Wang et al., 2000b).

Luego del dafio en el ADN, la forma hiperfosforilada de BRCA1, mediante su interaccién
con H2AX, se asocia a los complejos de replicacion que contienen PCNA, Rad51, BARD1
y BRCA2 y de esta manera participa en el desenrollamiento de la cromatina necesario
para asegurar la accesibilidad de proteinas de reparacion al ADN dafiado (Bassing et al.,
2002; Celeste et al., 2002; Rosen et al., 2006; Ye et al., 2001).

Ademés BRCAL es parte del complejo BASC (Wang et al., 2000c), que esta compuesto
por proteinas involucradas en la reparacion del dafio al ADN como MSH2, MSH6, MLH1,
ATM, BLM y Rad50/MRE11/p95 (Somasundaram, 2003; Wang et al., 2000c).

Otra de las evidencias que demuestran que BRCAL interviene en la reparacion del dafio
en el ADN es el hecho de que es fosforilada por ATM y ATR, dos proteinas que orquestan
la respuesta al dafio al ADN (Deng, 2006). ATR también fosforila a BRCA1, como
consecuencia a una interrupcion en las orquillas de replicacion, lo cual sugiere que esta

via es importante en el punto de control del ciclo celular en la fase S (Xu et al., 2002).

Finalmente, Wang y col. encontraron que BRCAL interacciona con las proteinas MSH2,
MSH3 y MSHBS, involucradas en la reparacion del ADN mal apareado, como resultado de
errores espontaneos en la replicacion del ADN (Evans and Eeles, 2000; Wang et al.,
2000Db).
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Figura 10. Modelo de reclutamiento de BRCA1/BARDL y funciones en la reparacion del dafio en el ADN
doble cadena (DSB). Los DSB son reconocidos por el complejo MRN, lo cual lleva al reclutamiento de
ATM. La interaccion MRN/ATM promueve la autofosforilacion de ATM (ser1981, ser367 y serl893). En
este estado activado, ATM fosforila a varios sustratos como H2AX. El posterior reclutamiento de MDC1
contribuye a la propagacion de la sefial de dafio y de esta manera ATM fosforila a MDC1, quien
interacciona con RNF8/Ubcl3 que modifica por poli-ubiquitinacion a las histonas H2A y H2AX. El
reclutamiento de BRCAL ocurre por dos mecanismos independientes. (A) BRCA1/BARD1, es reclutado
al sitio del dafio por interaccion con MRN y CtIP, donde regula el procesamiento de los extremos de
ADN, lo cual resulta en reparacion por recombinacién homdloga. (B) BRCA1/BARD1 son reclutadas al
complejo formado por Abraxas y RAP80, que interacciona con las cadenas de poli-ubiquitina unidas a
Lys63. La hidrolasa BRCC36 (complejo 36 conteniendo BRCAL1 y BRCA?2), presente en el complejo,
contribuye a revertir las modificaciones en las histonas, haciendo de este un proceso reversible. BRCAL,
reclutaria otras proteinas a la cromatina, facilitando la reparacion, la activacién de puntos de control y la
generacion de memoria epigenética (Figura extraida de (Yun and Hiom, 2009)).

3.4. Rol de BRCAL en la sensibilidad a agentes quimioterapéutic 0s

Numerosos trabajos in vitro e in vivo determinaron que la proteina BRCA1 modula la
sensibilidad celular a agentes quimioterapéuticos. Asi, por ejemplo, se demostré que

tumores mamarios de ratdbn que no expresaban BRCALl ni p53 presentaban mayor
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sensibilidad a drogas que inducen dafio en el ADN de tipo doble cadena, y se tornaban
resistentes al tratamiento con docetaxel, doxorrubicina, olaparib y topotecan (Rottenberg
et al.,, 2007; Zander et al., 2010). Ademés, en células MES, la deficiencia de BRCAl
aumentaba la sensibilidad a los agentes alquilantes: mitomicina C y cisplatino
(Bhattacharyya et al., 2000). Por otro lado, la restitucién de la expresion de BRCA1 en
células MEF aumenté la resistencia a distintos agentes derivados del platino (Moynahan
et al., 2001). Del mismo modo, otros estudios demostraron que la disminucién de la
expresion de BRCAL en células de cancer de mama aumentaba la resistencia al inhibidor
de la topoisomerasa I, etopdsido (Lafarge et al., 2001; Quinn et al., 2003). En oposicion,
también en células de cancer de mama la expresion de BRCA1 aumenta la sensibilidad a
taxol y otros derivados del taxol, como el paclitaxel y la vincristina (Fedier et al., 2003;
Quinn et al., 2003). Finalmente, la disminucion en la expresion de BRCAL en estas células

aumento la resistencia a tamoxifeno (Wen et al., 2009).

Estos resultados llevaron a algunos autores a adjudicarle a BRCA1 un rol definido en la
respuesta a agentes quimioterapéuticos, aumentando la resistencia de células tumorales
a agentes que causan dafio en el ADN vy, por otro lado, aumentando la sensibilidad a
agentes que alteran la estructura de los microtubulos (Murray et al., 2007) (Figura 11).
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Figura 11. Modelo de regulacién de la respuesta al dafio en el ADN por BRCALl. BRCA1l aumenta la
resistencia a agentes que dafian el ADN induciendo arresto del ciclo celular en fase S y G2/M con la
consiguiente reparacion del ADN. En cambio, BRCA1 aumenta la sensibilidad a agentes que alteran la
estructura de los microtibulos activando el punto de control de mitosis y activando vias pro-apoptoéticas
(Figura extraida de (Kennedy et al., 2004)).
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Sin embargo, Tassone y col. demostraron que en lineas celulares de cancer de mama, la
expresion de BRCA1 aumentaba la sensibilidad al agente genotdxico doxorrubicina,
ademas del paclitaxel (Tassone et al., 2003). Ademas, en células DU-145 de PCa BRCA1
aumento6 la sensibilidad a la doxorrubicina, la camptotecina y el taxol, en tanto que en
lineas celulares de cancer de mama la expresion de BRCA1 disminuyo6 la sensibilidad a
doxorrubicina (Fan et al., 1998b; Fan et al., 2001a).

Si bien el rol preciso de BRCA1l en la sensibilidad a agentes quimioterapéuticos se
encuentra en discusion, todos estos trabajos demuestran claramente que BRCA1 modula
la sensibilidad a distintos agentes. Sin duda, el efecto final de BRCAL en la respuesta a
dichos agentes debe ser dependiente del tipo de droga y tejido celular. Basados en estos
resultados, recientemente comenzaron a realizarse estudios retrospectivos para analizar
si los pacientes con tumores asociados a BRCAL1 presentan respuestas diferenciales a los
tratamientos quimioterapéuticos. En efecto, los canceres de mama deficientes en BRCAl
responden mejor al tratamiento con analogos del platino, como el cisplatino, y a
inhibidores de la poli-ADP ribosa polimerasa (PARP) (Bhattacharyya et al., 2000; Foulkes,
2006). Por eso, el tratamiento con estos agentes quimioterapéuticos comenzdé a utilizarse
en terapias co-adyuvantes para pacientes portadores de mutaciones en BRCAL, en
reemplazo de las terapias hormonales co-adyuvantes (Fasano and Muggia, 2009). Sin
embargo, estos tumores suelen tornarse resistentes al tratamiento con cisplatino.
Recientemente, dos grupos de investigacion demostraron que la resistencia adquirida a
anélogos del platino y a inhibidores de PARP de los tumores que no expresaban BRCAL,
se debe en realidad a la re-expresion de BRCAL debido a mutaciones intragénicas que
corrigen el marco abierto de lectura del gen mutado (Swisher et al., 2008; Wang and Figg,
2008). En consecuencia, para lograr la completa erradicacion de los tumores que poseen
baja expresion o mutaciones en BRCAL, es necesario identificar nuevas drogas o
combinaciones que actuen selectivamente sobre aquellas células tumorales con
expresion de BRCAL.

En resumen, el entendimiento de los mecanismos por los cuales BRCA1 modula la
sensibilidad a los agentes quimioterapéuticos, permitird el disefio racional de nuevas
estrategias en el tratamiento del cancer. En este trabajo de tesis nos propusimos

investigar estos mecanismos.
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3.5. BRCA1 como co-regulador de la transcripcion

Si bien hasta el momento no se conocen secuencias consenso de pegado al ADN para la
proteina BRCA1, existen numerosos indicios indicando que BRCAL puede actuar como
un co-regulador transcripcional. La primer evidencia de que BRCA1 actia co-regulando la
transcripcion fue utilizando fusiones hibridas de BRCAL con el dominio de unién al ADN
de GAL4 en ensayos de genes reporteros (Chapman and Verma, 1996; Monteiro et al.,
1996). De esa manera determinaron que el dominio BRCT de BRCAL es capaz de activar
la transcripcion de promotores dependientes de GAL4 (Chapman and Verma, 1996;
Monteiro et al., 1996). Ademds, con este mismo ensayo se comprobd que las mutaciones
de la proteina que se asocian a tumores, inhibian la activacién transcripcional de BRCA1,
sugiriendo que el rol de BRCAL en la regulacion de la transcripcion es crucial para en el

proceso de tumorigénesis (Somasundaram, 2003).

Otra evidencia importante para el rol de BRCA1 como co-regulador de la transcripcion es
que BRCA1 forma parte de la maquinaria basal de la transcripcion, a través de su
interaccion con distintos componentes de la misma; en especial, BRCAL interacciona con
la helicasa A (Anderson et al., 1998; Somasundaram, 2003). Se determin6 que BRCAL se
asocia a la forma hiperfosforilada de la subunidad p220 de la holoenzima, regulando su

estado de fosforilacion a través de la quinasa activada por CDK (CAK).

La proteina BARD1 también se encuentra asociada al complejo de la RNA polimerasa II.
Dado que el heterodimero BRCA1-BARD1 presenta actividad ubiquitina ligasa, se postuld
que dicho complejo podria activarse luego del dafio en el ADN, llevando a la
ubiquitinacion y degradacién de distintos componentes del complejo de la RNA
polimerasa Il (Rosen et al., 2006). Recientemente, se demostré que BRCA1 ubiquitina el
complejo de pre-iniciacion transcripcional, impidiendo que los factores de transcripcion
TFIIH y TFIIE se asocien a la maquinaria basal activando la transcripcion (Murray et al.,
2007). De la misma forma, el complejo BRCA1:BARD1 inhibe el procesamiento del ARN
en respuesta al dafio en el ADN, ya que, interacciona con el factor de poliadenilacién
CstF, inhibiendo su funcion (Kleiman and Manley, 2001; Rosen et al., 2006). BRCA1
también interacciona con NUFIP y con el factor de elongacién, P-TEFb, y, de esta manera
estimula la actividad de la RNA polimerasa Il, en un mecanismo dependiente de la ciclina
T1 (Cabart et al., 2004; Rosen et al., 2006).
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Ademas, BRCAL interacciona con distintos componentes de la maquinaria de
remodelacion de la cromatina, como BRG1, una subunidad dependiente de ATP del
complejo SWI/SNF; proteinas que intervienen en la acetilacion de histonas, como
CBP/p300 y numerosas deacetilasas de histonas, como HDAC, HDAC2, RbAp46 y
RbAp48 (Wang et al., 2000D).

Asimismo, BRCAL interacciona con numerosos co-reguladores transcripcionales, como
Rb, CtIP, LMO4, p65/Rel A, ATF1, Oct-1, ZBRK1, c-Myc, STAT1, FHL2, NFE2L2 y p53
(Rosen et al., 2006; Somasundaram, 2003; Wang et al., 2000b), siendo asi capaz de
funcionar como un activador o represor transcripcional. En particular, en respuesta al
dafio en el ADN, BRCAL estabiliza y estimula la actividad transcripcional de p53 (Zhang et
al., 1998), induciendo el subgrupo de genes blanco de p53 que intervienen en la
reparacion del dafio en el ADN y en el arresto del ciclo celular, sin afectar aquellos genes
regulados por p53 que estéan involucrados en apoptosis (Lee et al., 2003; MacLachlan et
al., 2002; Rosen et al., 2006).
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P300, P-TEFb, TRAP220, . :

SWI/SNF, COBRA1)

Figura 12. Resumen de las funciones de BRCAL en la regulacién de la transcripcion. (Figura extraida de
(Rosen et al., 2006))

Finalmente, ademas de su asociacion con los reguladores transcripcionales, distintos
estudios de expresion génica sugieren que BRCA1 podria regular la transcripcion de
genes que intervienen en la regulacion del ciclo celular, respuesta al dafio en el ADN y
apoptosis, entre otros procesos bioldgicos, como se detallé en las secciones anteriores

(Fan et al., 1999; Somasundaram, 2003). Por ejemplo, BRCAL regula la expresion de
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p21WAFVCIPL '\ GADD45 (Fan et al., 2002; Harkin et al., 1999; Hartman and Ford, 2002;
MacLachlan et al., 2000b; Mullan et al., 2001), 14-3-3c (Aprelikova et al., 2001), p27¢'**
(Williamson et al., 2002), DDB2 (El-Deiry, 2002; Hartman and Ford, 2002), XPC (Hartman
and Ford, 2002), BAX, Fas, INF-y (Benezra et al., 2003), TNF-a (Houvras et al., 2000),
ciclina B1 (MaclLachlan et al., 2000; Maor et al., 2000) y IGF1 (Maor et al., 2000). La
Figura 12 resume las vias transcripcionales que son reguladas por BRCAL.

En base a estas evidencias es facil deducir que BRCAL podria estar involucrado en
diversas funciones celulares debido fundamentalmente a su funcién reguladora de
transcripcion. Por lo tanto, en este trabajo de tesis todos nuestros estudios estaran

focalizados en este rol de la proteina BRCAL en el PCa.

4. Regulacion de la expresion de BRCA1

En el cancer de mama, se estima que el 10% de los tumores se asocian con la historia
familiar, siendo las familias portadoras de mutaciones en BRCAL las responsables del
80% de estos casos. Si bien en el 90% restante de los casos no se encuentran
mutaciones en este gen, en la mayoria (40%) se observa una disminucion en la expresion
de BRCAL en los tumores, que es atribuible a silenciamiento epigenético (Turner et al.,
2007).

Numerosos estimulos regulan la transcripcion de BRCA1 como los agentes genotdxicos,
las hormonas mitogénicas y la hipoxia (Andres et al., 1998; Bindra et al., 2005; Gudas et
al., 1995). En particular se observé que en células de cancer de mama, el tratamiento con
doxorrubicina (inhibidor de la topoisomerasa IlI), camptotecina (inhibidor de la
topoisomerasa 1) o radiacion UV reprimen la expresion de BRCA1 (Andres et al., 1998).
Sin embargo, esta represion provocada por agentes genotdxicos depende de la presencia
de p53 funcional, ya que no ocurre en células transfectadas con dominantes negativos de
p53 (Andres et al., 1998).

Se demostr6 ademés que la exposicion a hipoxia disminuye la expresiéon de BRCALl y
este efecto inhibitorio podria explicar porqué en estas condiciones se bloquean los
mecanismos de recombinacion homdloga, lo que conlleva a un aumento en la estabilidad

gendmica (Bindra et al., 2005).
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Debido a que BRCAL1 se asocia a un aumento en el riesgo de contraer cancer de mama y
debido a que esta proteina interacciona con el receptor de estrogenos (ER), varios grupos
de trabajo estudiaron la regulaciéon del promotor de BRCAl por estrogenos y
progesterona. Se determind que la estimulacién con estrogenos induce la expresion de
BRCAL en células de cancer de mama (Di et al., 2010; Gudas et al., 1995). Sin embargo,

el mecanismo involucrado en esta induccién no se ha esclarecido completamente.

Una posibilidad que podria explicar la regulacion de la expresion de BRCA1l por
estrégenos, es que este efecto esté mediado por un mecanismo indirecto debido al
aumento en la velocidad de mitosis, ya que hasta el momento no se encontraron
secuencias consenso de unién del ER en el promotor de BRCAL pero si se detectaron
variaciones en la expresion de este gen a lo largo del ciclo celular (Gudas et al., 1995).
Otros grupos proponen que esta regulacion se debe a la asociacion directa del ER al
promotor de BRCAL a través de elementos de respuesta a estrogenos (ERE) de baja
homologia o a través de elementos AP1 (Norris et al., 1995; Webb et al., 1995). También
se postuld que la induccibn de BRCAl por estrégenos involucra cambios
conformacionales en su promotor. Asi, se observd que cuando la actividad del promotor
esth reprimida, existe una interaccion entre los extremos 5 y 3" de la secuencia
codificante, en cambio, luego del tratamiento con estrogenos, esta interaccion se altera y
se abre la conformacién de loop lo cual activa la transcripcion de BRCA1 (Tan-Wong et
al., 2008). Finalmente, en un trabajo reciente se estableci6é una asociacién molecular que
correlaciona la ingesta calérica u obesidad con la regulacién transcripcional por
estrégenos de BRCA1 (Di et al., 2010) (ver méas adelante).

Como se mencion6 anteriormente, la estructura del promotor de BRCAL1 es compleja
debido a que es un promotor bidireccional que regula la expresion de BRCAL1 y de otro
gen: Near BRCA1 (NBR2). Ambos genes se encuentran separados por alrededor de 250
pb que representan la region proximal del promotor. Algunos estudios sugieren que la
regulacion de los mismos es reciproca, ya que elevados niveles de expresion de BRCA1
suelen estar acompafiados de bajos niveles de expresion de NBR2, lo cual puede
explicarse por la competencia de ambos promotores por la ARN polimerasa Il (Mueller
and Roskelley, 2003). Sin embargo, dicha correlacién no es regla general en la regulacion
de BRCAL1, ya que en algunos casos variaciones en la actividad transcripcional de BRCA1

no implican cambios en la expresion de NBR2 (Di et al., 2010).
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Si bien el promotor de BRCAL1 no contiene secuencias consenso TATA box, experimentos
de delecibn y mutagénesis demostraron la funcionalidad de numerosas secuencias
consenso a lo largo de este promotor, como por ejemplo motivos para Spl, sitios de union
a elementos de respuesta a CAMP (secuencias CREB) y sitios de union del receptor de
estrégenos (ERE) (Bindra and Glazer, 2006). Ademas se observo que algunas secuencias
distales del promotor de BRCA1 son importantes para la regulacion positiva o negativa de
su transcripcion, si bien todavia se desconoce los factores de transcripcion que se

asocian a estas regiones (Bindra and Glazer, 2006).

Varios estudios demostraron que los miembros de la familia E2F/Rb regulan la expresion
de BRCAL. La familia de factores de transcripcion E2F puede dividirse en aquellos
factores que clasicamente se conocen como activadores transcripcionales (E2F1-3a) y
represores transcripcionales (E2F3b-5, 6-8). El efecto de estos factores de transcripcion
depende de su interaccion con los miembros de la familia Dp (Dpl y Dp2) y de las
proteinas represoras Rb, p130 y p107. Rb se asocia a E2F1, en tanto que p130 y p107 se
asocian preferentemente con E2F4 y E2F5, y de esta manera reclutan otros factores de
transcripcion llevando a la represion de los promotores blanco. En el caso de E2F6, este
factor puede inhibir la transcripcion de un modo independiente de su interaccion con estas
proteinas (Attwooll et al., 2004; Bindra and Glazer, 2006; Wang et al., 2000a).

Wang y col. demostraron que E2F1 y Rb regulan la expresion de BRCA1 en células de
cancer de mama (Wang et al., 2000a). La asociacién de E2F1 a una secuencia consenso
de union a E2F1, ubicada a -27bp del sitio de inicio de la transcripcion (TSS), activa al
promotor de BRCA1, en tanto que Rb, al asociarse a E2F1, reprime la transcripcion de
BRCAL (Wang et al., 2000a).

Bindra y col. demostraron que E2F4 y p130/p107 se asocian al promotor de BRCA1l
reprimiéndolo, en células de cancer de mama. Esta interaccion requiere de la presencia
de dos sitios adyacentes de union a E2F en el promotor de BRCA1, el sitio E2FB y el sitio
E2FA, ubicado a aproximadamente 25 pb rio arriba del anterior. La mutacion de
cualquiera de estos sitios suprimié la represién del promotor de BRCA1l (Bindra and
Glazer, 2006).

Los factores de la familia E2F/Rb también explican la represién de BRCAL en respuesta a

hipoxia severa. La exposicion a hipoxia disminuye la asociacién de E2F1 al promotor de
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BRCA1 y aumenta la ocupacion de E2F4/p130 en dicho promotor, lo cual correlaciona con

la represion transcripcional de BRCAL (Bindra et al., 2005).

Como se explic6 previamente, la regulacion de BRCA1l por estrégenos ha sido
ampliamente estudiada. Si bien es posible que todos estos mecanismos mencionados
anteriormente intervengan en la regulacion de BRCAL por estrégenos, la causa ultima de
esta regulacion debe ser un cambio en los factores de transcripcion asociados a BRCAL.
Recientemente se encontr6 que la familia de proteinas E2F/Rb participa en la regulacion
de BRCAL por estrégenos. Di y col. encontraron que en ausencia de estrogenos, BRCA1
es reprimido por un complejo multiproteico que incluye p130, BRCA1, HDAC1, CtBP,
CtlP, E2F1, E2F4, Rb y p300 (Di et al., 2010). En presencia de estrogenos, disminuye la
asociacion de HDAC1, pl130, BRCA1, CtIP, CtBP, E2F-1 and E2F-4 al promotor de
BRCAL, con el consiguiente aumento de histona 3 y 4 acetiladas en el promotor proximal
de BRCAL y la activacion de la transcripcion (Di et al., 2010). La asociacion de CtBP al
promotor de BRCA1 no habia sido descripta previamente e implica un nuevo tipo de
regulacion para este gen donde ademas de la estimulacion por estrogenos, variaciones en
la relacibn NAD+/NADH llevarian a la liberacion de CtBP del promotor de BRCAL y el
consecuente aumento en su expresion, de modo que la ingesta caldrica seria un nuevo

estimulo regulatorio de los niveles de BRCAL1 (Di et al., 2010).

En resumen, el entendimiento de los factores que regulan la expresion de BRCAL es
crucial para entender los mecanismos por los cuales BRCAL se encuentra reprimida en
los tumores, asi como también para el esclarecimiento de las funciones celulares en los
que esta proteina esta involucrada, fundamentalmente la respuesta a los agentes
quimioterapéuticos. Por lo tanto en este trabajo de tesis estudiaremos algunos aspectos

de la regulacion transcripcional de BRCAL en el PCa.
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1. Hipotesis y objetivo general

El cancer de préstata humano es la segunda causa de muerte del hombre en el mundo.
La terapia contra esta enfermedad se basa principalmente en la deprivacion de
andrégenos, ya que los tumores inicialmente crecen dependientes de hormonas.
Desafortunadamente, esta terapia es paliativa ya que la mayoria de los tumores siguen
progresando adaptandose al bloqueo de andrégenos tornandose refractarios a la terapia.
Esta ultima etapa de la enfermedad es incurable. Por lo tanto, el desarrollo de nuevas
estrategias terapéuticas es inminente y para ello es necesario un mejor entendimiento de
los mecanismos moleculares del PCa.

El gen de la susceptibilidad del cancer de mama (BRCAL1) es un gen supresor de tumores
y recientemente se encontrd6 que mutaciones en este gen confieren un riesgo alto para
varios tipos de canceres que responden a hormonas, como cancer de mama y ovario
(Rosen et al., 2005). En el caso del PCa, mutaciones en BRCA1 se asocian a un peor
prondstico (Gallagher et al., 2010) y a un desarrollo mas agresivo de la enfermedad
(Agalliu et al.,, 2009). Ademas, BRCAL interactia directamente con el receptor de
androgenos que es un factor de transcripcion regulador clave del crecimiento del epitelio
prostatico normal y tumoral. También se public6 que BRCA1 modula la proliferacion, la
quimiosensibilidad, la reparacion del ADN, la apoptosis y la transcripcion en células del
cancer de prostata humanas. Todos estos hallazgos son consistentes con una posible
funcién supresora tumoral de BRCAL en el cancer de prostata. Nuestra hipotesis es que
la actividad supresora tumoral de BRCAL1 se debe a su capacidad de regular la
transcripcion y la expresion de BRCA1 modula la respuest a celular a la terapia
contra el cancer.

Creemos que dilucidar los mecanismos moleculares que involucran a BRCAL facilitara el
disefio y el desarrollo de nuevas herramientas para el diagnostico y la terapia de esta

enfermedad.

Por lo tanto, el objetivo general de este proyecto es dilucidar el ro | de BRCAL en el
PCa.
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2. Objetivos especificos

Objetivo 1:

Objetivo 2:

Objetivo 3:

Objetivo 4:

Obijetivo 5:

Investigar el mecanismo de autorregulacién de la transcripcion de
BRCALl en el PCa.

Estudiar el efecto de BRCAL en la respuesta al estrés genotdxico en el
PCa.

Estudiar el rol de BRCA1 como regulador transcripcional en el PCa.

Estudiar el mecanismo de regulacion transcripcional de GADD153 por
BRCAL.

Estudiar el rol de GADD153 en la sensibilidad a agentes genotoxicos en
el PCa.
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1. Cultivo de células
1.1. Condiciones de crecimiento de las lineas celulares

Las lineas celulares de PCa PC3, LNCaP, C4-2, 22Rv1, HEK293, HEK293LTV, T Jurkat y
sus clones derivados por transfeccion estable, se cultivaron en medio de cultivo RPMI
1640 (Invitrogen) suplementado con L-glutamina, 0,2% m/V de bicarbonato de sodio, 10%
suero fetal bovino (SFB) y antibidticos (100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de
estreptomicina y 0,5 ng/ml de anfotericina) en estufa a 37<C con una atmésfer a himeda
de CO, 5%.

La linea celular de osteosarcoma Saos-2, se cultivd en medio McCoy's 5a modificado
(Invitrogen) suplementado con L-glutamina, 0,2% m/V de bicarbonato de sodio, 15% de
SFB y antibidticos (100 U/ml de penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina y 0,5 ug/ml de

anfotericina) en estufa a 37<C con una atmoésfera humeda de CO ; 5%.

En el caso de las lineas celulares derivadas por transfeccién estable, las mismas se
crecieron en medio de cultivo suplementado con geneticina (G418 — Sigma Aldrich). Las
células fueron suplementadas con una dosis de G418 de seleccidn durante la generacion
de las lineas celulares y durante una semana cada vez que fueron descongeladas.
Transcurrido ese periodo, las células se mantuvieron con una dosis de mantenimiento de
G418. La generacion de las lineas celulares estables PC3 pcDNA3, PC3 pcDNA3 BRCAL,
PC3 shRNA Scramble, PC3 shRNA BRCA1, LNCaP shRNA Scramble y LNCaP shRNA

BRCAL1 se detalla mas adelante en esta seccion.

1.2. Mantenimiento de las lineas celulares

Las lineas celulares adherentes (PC3, PC3 estables, LNCaP, LNCaP estables, 22RV1,
C4-2, HEK293 y HEK293LTV) se crecieron en placas de 100 mm de diametro con 5 ml de
medio de cultivo. Cuando los cultivos alcanzaron un 90% de confluencia se repicaron
realizando dos lavados con 5 ml de PBS (NaCl 137 mM; KCI 2,68 mM; Na,HPO, 10,1 mM,;
KH,PO,4 1,76 mM pH = 7,4) y una incubacién con 1 ml de tripsina (0,25% en PBS) durante
1-3 min en estufa a 37C y CO , 5%. El efecto de la tripsina se interrumpié por dilucién con

medio de cultivo.
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En el caso de la linea celular en suspension Jurkat se mantuvieron en medio de cultivo a
concentraciones entre 5-10% células/ml y 2-10° células/ml. Los repiques celulares se

realizaron por resuspension y dilucién en medio fresco de cultivo.

Todas las lineas celulares se mantuvieron en cultivo para realizar experimentos entre los

pasajes 20 y 50.

Las lineas celulares se mantuvieron en tubos de reserva en nitrégeno liquido generados a
partir de aproximadamente 3-10° células en un 1 ml de SFB suplementado con 7% de
dimetilsulféxido (DMSO). Cada vez que fue necesario los criotubos se descongelaron de
manera rapida por incubacion en bafio a 37T transfiriéndolas al medio de cultivo previo

lavado para eliminar el DMSO.

2. Tratamientos con agentes genotoxicos
2.1. Tratamiento de células con UV

A las lineas celulares LNCaP y PC3, con una confluencia aproximada del 80%, se les
removid el medio de cultivo y se expusieron con la placa abierta a distintas potencias de
una lampara UV Philips ultraviolet lamp TUV15WG15T8, calibrada para enviar 0,25
mJ/cm?s 254 nm rango 240-280 nm (Scassa et al., 2007). Con el fin de determinar las
condiciones Optimas de exposicion sin generar excesiva apoptosis 0 necrosis, las células
se expusieron a distintas potencias de acuerdo a la siguiente férmula, tal como fue

previamente descripto por Scassa y col (Scassa et al., 2007):
Potencia = 2,5 J/m’ X seg (1)

Una vez finalizada la exposicion, se volvié a colocar el medio de cultivo, se incub6 a 37C

con CO; 5 % durante una hora y se cosecharon las células.

2.2. Tratamiento de células con agentes quimioterapéuticos

La doxorrubicina (Laboratorios Rontag) se reconstituyé con DMSO a una concentracion
100 mM. La solucién de etopdsido 1 mg/ml fue gentilmente cedida por el Dr. Eduardo
Cénepa (FCEN, UBA).

Para tratar a las células, cada solucion stock se diluyé con DMSO hasta llegar a una

concentracién 1000X con respecto a la concentracion final requerida en cada experimento
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y luego se diluy6é con medio de cultivo a la concentracion deseada (dilucién 1:1000). De
esta manera las células se incubaron con distintas dosis de estas drogas

quimioterapéuticas a diferentes tiempos como se indica para cada experimento.

Para el control las células se incubaron con DMSO diluido en medio de cultivo (1:1000).

3. Obtencion de plasmidos
3.1. Plasmidos
Los plasmidos utilizados se describen a continuacion:

o pGL3: es un pldsmido que contiene el gen de la luciferasa y rio arriba el sitio de
clonado con varios sitios de corte para enzimas de restriccion (Figura 13). Dicho plasmido
fue cedido gentilmente por Dr. Kevin Gardner (NCI, NIH, Bethesda, USA).

Figura 13. Mapa del plasmido pGL3-Basic
indicando el cDNA que codifica para la luciferasa
de luciérnaga (luc+); la resistencia para ampicilina
(Ampr); el origen de replicacion para E. coli (ori); y
el origen de replicacion para bacteriéfagos.

o pGL12: es un plasmido reportero (pGL3 Basic) con 270 pb del promotor de BRCA1
clonado rio arriba del TSS del gen de la luciferasa, cedido gentilmente por el Dr. Kevin
Gardner (NIH, USA) (Xu et al., 1997).

o pGL35: es un plasmido reportero (pGL3 Basic) con 900 pb del promotor de BRCA1
clonado rio arriba del TSS del gen de la luciferasa, clonado por la Dra. Adriana De Siervi
(De Siervi et al., 2010).

o GADD153-luc: es un plasmido reportero (pGL3 Basic) que contiene clonado, rio
arriba del TSS del gen de la luciferasa, 900 pb del promotor de GADD153. Dicho plasmido
fue cedido gentilmente por Dr. Kevin Gardner (NCI, NIH, Bethesda, USA) (Smith et al.,
2004).

o pGL3.BRCA1l-luc full length: Este plasmido fue gentilmente cedido por el Dr.
Glazer y es el plasmido control de las tres siguientes construcciones (Bindra and Glazer,
2006).
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o pGL3.BRCAl-luc M2 (sitio E2FA mutado): En este pldsmido el promotor de
BRCAL contiene una mutaciéon en la secuencia consenso de pegado de E2F distal,
ubicada desde -32pb hasta -40bp del TSS. Fue gentilmente cedido por el Dr. Glazer
(Bindra and Glazer, 2006).

o pGL3.BRCA1-luc M3 (sitio E2FB mutado):  Este pldsmido presenta una mutacién
en la secuencia consenso de unién a E2F proximal, ubicada desde -10pb hasta -19 pb del

TSS. Fue gentilmente cedido por el Dr. Glazer (Bindra and Glazer, 2006).

o pGL3.BRCAl-luc M23 (sitio E2FA/B mutados):  Este plasmido presenta ambos
sitios de unidn a E2F del promotor de BRCA1 mutados. Fue gentilmente cedido por el Dr.
Glazer (Bindra and Glazer, 2006).

o pcDNAS3 (Invitrogen): es un plasmido de expresion que contiene un promotor fuerte
(pPCMV) y un sitio de clonado con varios sitios de corte para enzimas de restriccion como

se indica en la Figura 14.

Figura 14. Mapa del plasmido pcDNA 3.1 indicando el sitio de
multiple clonado; el promotor de citomegalovirus (Pcmv); la
resistencia para ampicilina (Ampicilin) y para neomicina
(Neomycin); el origen de replicacion para E. coli (pUC ori); y el
origen de replicacion para bacteriéfagos (f1 ori).

o pcDNA3-BRCAL wt : es un plasmido de expresion que contiene un promotor fuerte
(pPCMV) y clonado el ADNc completo de BRCAL wild type. Dicho plasmido fue cedido
gentilmente por Dr. Kevin Gardner (NCI, NIH, Bethesda, USA)(Aprelikova et al., 1999).

o shRNA scramble = pKD (Upstate): pldsmido de expresion de siRNA en
mamiferos. Este plasmido contiene un sitio de clonado donde se coloca la secuencia
“scramble” (mezclada) o la secuencia de un gen cuya expresion se quiere silenciar. Se lo

utiliza como control negativo de silenciamiento de genes. Ver esquema en la Figura 15.
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. shRNA BRCA1

pKD shBRCA1l (Upstate): Este plasmido contiene una

secuencia en el sitio de clonado del gen BRCA1 que silencia la expresion del mismo.

o pGIPZ shRNA Scramble (Open Biosystems): Este plasmido contiene la
secuencia para un shRNA Scramble bajo el mando del promotor CMV entre dos sitios
LTVs, por lo que puede ser empaquetado en un vector lentiviral (Figura 16).
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\ rd
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Figura 16. Mapa del plasmido pGIPZ el promotor de citomegalovirus (CMV); la resistencia para

ampicilina (Amp"); el origen de replicacion para E. coli (pUC Ori) y la resistencia a puromicina (Puro),
flanqueados por LTR.

o pGIPZ shRNA E2F1 A (Open Biosystems): Este plasmido codifica para un
ShRNA contra E2F1 (shRNA E2F1 A).

o pGIPZ shRNA E2F1 B (Open Biosystems): Este plasmido codifica para un
ShRNA contra E2F1 (shRNA E2F1 B) distinto del A.

o pcDNA3 E2F1: Es un plasmido de expresion para el ADNc de E2F1 de tipo salvaje

que fue gentilmente cedido por el Dr. Doron Ginsberg (Jiao et al., 2005).

o pcDNA3 E2F1 (E132): Es un plasmido de expresion para el ADNc de E2F1
dominante negativo que contiene una mutacion que anula el sitio de union al ADN de

E2F1. El mismo fue gentilmente cedido por el Dr. Doron Ginsberg (Jiao et al., 2005).
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o pcDNA E2F1 (1-363): Es un plasmido de expresion para el ADNc de E2F1
dominante negativo que posee delecionado el sitio de transactivacion. El mismo fue

gentilmente cedido por el Dr. Doron Ginsberg (Jiao et al., 2005).

o pSPAX2 y pMD2G (Addgene) : Son plasmidos de segunda generacion para la
construccion de particulas lentivirales. El plasmido pSPAX2 (Figura 17) codifica para la
maquinaria de empaquetamiento viral y el plasmido pMD2G (Figura 18) codifica para las

proteinas de la envoltura viral.

:f;"."_‘-"-"'iz: - 2
o ANy
/ > "-3'3\ Tl 1201 Figura 17. Mapa del plasmido psPAX2 que
&5 | codifica para la magquinaria de
i 2 ‘:‘I empaquetamiento viral (Gag_HIV).
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2 7

Figura 18. Mapa del plasmido pMD2.G que
codifica para las proteinas de la envoltura viral
(bGlob_int y VSV-G).

3.2. Transformacioén de pladsmidos en bacterias

Para la transformacién de bacterias con pldsmidos, en primer lugar se prepararon
bacterias E. coli DH5a competentes. Para ello se inocularon 10 ml de medio de cultivo LB
sin ampicilina (peptona o tristona 1% m/V; extracto de levadura 0,5 % m/V y NaCl 1% m/V
pH = 7,5) con la cepa DH5a de E. coli y se las incubé a 37C, 16 h con agitacion

constante. Luego se inocul6 40 ml de medio LB con 2 ml del cultivo, y se dej6 con
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agitacion a 37 durante 2 h (hasta densidad 6ptica d e 0,4-0,5 a 600 nm). El cultivo se
centrifugdé a 3.000 rpm, a 4C durante 5 min. El pellet se resuspendio en 16 ml de CacCl,
50 mM frio, se incub6 15 min en hielo y se centrifugé 2 min a 3.000 rpm a 4<T.
Nuevamente, se resuspendi6 el pellet en 2 ml de CaCl, 50 mM con glicerol 15 %. Las

células competentes obtenidas se alicuotaron y se guardaron a -70°C.

La amplificacion de los pldsmidos se realiz6 transformando bacterias competentes. Para
ello, se incubd ~1 pg de plasmido en 100 pl de bacterias competentes en hielo durante 30
min. Posteriormente, se realiz6 un shock térmico incubando 2 min a 42TC e
inmediatamente 5 min en hielo. Luego se agreg6 450 pl de LB sin ampicilina y se incub6
1h a 37<T. Para seleccionar las bacterias transformadas se rastrillaron 100 pl de cultivo

en una placa de LB agar con 50 pg/ml de Ampicilina y se incubaron durante 16 h a 37<C.

Se tomo6 una colonia con un tip y se crecié en 2 ml de medio liquido LB con ampicilina
durante 4 h. Luego, se inoculé en 100 ml de LB con ampicilina y se crecieron durante 16 h
a 37T con agitacion. Se prepard un stock con 15 % de glicerol (400 pl de cultivo con
bacterias y 100 ul de glicerol 75%) y se guard6 a -70<C. El resto del cultivo se utilizo para

hacer la extraccion de ADN plasmidico.

3.3. Obtencidn y purificacion del ADN plasmidico

La extraccion se llevo a cabo por el método de lisis alcalina. Para ello el medio de cultivo
que contenia las bacterias se centrifugd a 6.000 g 15 min a 4C (Sorvall SS-34) y el pellet
se resuspendié en 10 ml de buffer de lisis P1 (Tris base 0,606 % m/V; Na,-EDTA-2H,0
0,372 % m/V pH = 8; 50 yg/ml de RNasa A). Luego se agregé 10 ml de buffer de
desnaturalizacion de ADN P2 (NaOH 0,8 % m/V; SDS 20%), se mezcld por inversion, se
incubd a temperatura ambiente durante 5 min, y luego se agregé 10 ml de buffer de
renaturalizacion P3 (acetato de potasio 29,45 % m/V pH = 5,5). Como existe una gran
diferencia de tamafio del ADN cromosomico y del plasmidico, éste ultimo de menor
tamafio, serd el Unico capaz de renaturalizar. Por lo tanto se mezcld la solucién por
inversion y se incubd en hielo durante 20 min para favorecer la renaturalizacion. Se
centrifugd a 20.000 g durante 30 min a 4C conservand o el sobrenadante y se centrifugo
nuevamente (20.000 g, 15 min). EI ADN se precipité del sobrenadante obtenido con 0,7
volumenes de isopropanol y centrifugacién durante 30 min (15.000 g, 4C). El pellet de

ADN plasmidico se lavd con 5 ml de etanol 70 %, se centrifugd (10 min, 15.000 g), se
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secO y se resuspendio en 300-500 pul de buffer TE pH=8. El plasmido aislado se cuantifico
por espectrofotometria midiendo la absorbancia a 260 nm en un espectrofotometro
(GeneQuant Pro).

4. Generacion de lineas celulares estables

Antes de generar las lineas celulares estables se determinaron las dosis de seleccion y
mantenimiento de G418 (geneticina) Optima para cada linea celular (PC3 o LNCaP). La
dosis de mantenimiento de G418 se defini6 como la minima concentracion de antibittico
necesaria para eliminar el 100% de las células de tipo salvaje (no transfectadas), y fue de
100 pg/ml, en el caso de las células PC3 y de 200 pg/ml, para la linea celular LNCaP. La

dosis de seleccion fue el doble de la dosis de mantenimiento en ambos casos.

Las lineas celulares PC3 pcDNA3 BRCA1 que sobre-expresa BRCA1 y su control (PC3
pcDNA3) se generaron por transfeccion utilizando 5 ul del reactivo comercial
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) con 10 pg del plasmido pcDNA3 BRCAL1 y pcDNAS3,

respectivamente.

En el caso de las lineas celulares que tienen silenciada la expresion de BRCA1 (PC3
ShRNA BRCA1 y LNCaP shRNA BRCA1l) y sus controles (PC3 shRNA Scramble y
LNCaP shRNA Scramble) se realizé una co-transfeccion con 3 ug del plasmido pcDNA3 y
15 ng de los plasmidos shRNA BRCA1 o shRNA Scramble en relacion 1:5, debido a que
éstos ultimos carecen de resistencia para un antibiético de seleccion de células de

mamifero utilizando el reactivo Lipofectamine 2000 (Invitrogen).

Para la transfeccion por el método de lipofectamina, las células PC3 o LNCaP se
crecieron en placas de 60 mm de diametro hasta un 70 % de confluencia. Las cantidades
indicadas de los plasmidos, en 50 ul de medio RPMI 1640 sin antibiéticos ni SFB, se
incubaron durante 5 minutos a temperatura ambiente. En paralelo, 5 ul de Lipofectamine
2000 (Invitrogen) se incubaron en 50 ul de medio RPMI sin antibidticos ni SFB durante 5
min a temperatura ambiente. A continuacibn se mezclaron ambas soluciones y
incubandolas 20 min a temperatura ambiente. Luego, las células se lavaron dos veces
con PBS y se les agreg6 700 pl de RPMI 1640 sin antibiéticos ni SFB. Los 100 ul de la
mezcla plasmido/Lipofectamine 2000 fueron afiadidos gota a gota a las células que fueron

incubadas 5 h en estufa a 37C con 5 % de CO ,. Finalmente, se reemplaz6 el medio de
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incubacion con 5 ml de medio fresco RPMI 1640 con SFB 10% y antibiéticos y 24 h mas

tarde, se agregd G418 como antibidtico de seleccion.

Alrededor de 10 dias post-transfeccion, se aislaron clones individuales, por tripsinizacion.
Finalmente se analizaron los niveles de expresion de BRCAL a nivel de proteina y a nivel
de ARN mensajero, por Western blot (WB) y por RT-gPCR (transcripcion reversa

acoplada a PCR en tiempo real), respectivamente.

5. Silenciamiento de la expresion de E2F1 con vectores lentivirales

La expresion de E2F1 se silencié utilizando vectores lentivirales en células HEK293. Para
el empaquetamiento lentiviral, las células HEK293LTV se transfectaron por el método de
Lipofectamina. Para ello, 3,64 ug de pSPAX2, 1,45 nug de pMD2G y 2,43 ng de shRNA
E2F1 A mas 2,43 pug de shRNA E2F1 B o 4,86 pg de pGIPZ control se mezclaron en 1,5
ml de medio RPMI 1640 sin antibidticos ni SFB y se incubaron durante 5 min a
temperatura ambiente. Al mismo tiempo, 60 pl de Lipofectamine 2000 (Invitrogen) se
incubaron en 1,5 ml de medio RPMI 1640 sin antibiéticos ni SFB durante 5 min a
temperatura ambiente. Luego se combinaron ambas soluciones y se incubaron 20 min a
temperatura ambiente. Alternativamente, se probaron otras masas de plasmidos para

realizar la transfeccion que se indican en la Tabla 2.

Tabla 2. Cantidades de plasmidos utilizadas para transfect ~ ar HEK293LTV

Protocolo Masa de plasmido ( ug)
shE2F1 A shE2F1 B pSPAX pMD2G
4,86 ng shRNA E2F1 A,B 2,43 2,43 3,64 1,45
9,72 ng shRNA E2F1 A,B 4,86 4,86 7,28 29
14,58 ug shRNA E2F1 A,B 7,29 7,29 10,92 4,35
19,44 ug shRNA E2F1 AB 9,72 9,72 7,28 29

Las células HEK293LTV crecidas en placas de 100 mm de didmetro hasta un 90% de
confluencia se lavaron dos veces con PBS y se les agregd 7 ml de RPMI 1640 sin
antibiéticos suplementado con 2% de SFB. Los 3 ml de la mezcla pladsmido/Lipofectamine
2000 se afadieron gota a gota a las células que se incubaron 5 h en estufa a 37C con
CO; 5%. Luego el medio de cultivo se reemplazé por 10 ml de RPMI 1640 con 10% de
SFB y antibidticos.

El sobrenadante viral se colectdé cada 24 h tres veces consecutivas. Finalmente, se

transducieron las células HEK293 previamente crecidas en placas de petri (100 mm) en
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un 90% de confluencia, con los sobrenadantes lentivirales filtrados y suplementados con 8
ung/ml de polybrene (Millipore) cada 24 h por tres rondas consecutivas. Luego de 72 h

post-transduccion las células se cosecharon para extraccion de proteinas totales o RNA.

6. Silenciamiento de la expresion de GADD153 utilizando siARN

El silenciamiento de la expresion de GADD153 en células PC3, se llevé a cabo por
transfeccion de 50 pmol de un siARN comercial contra GADD153 (Santa Cruz

Biotechnologies) utilizando el reactivo comercial Lipofectamine 2000 (Invitrogen).

Brevemente, para la transfeccion por el método de lipofectamina, las células PC3 se
crecieron en placas de 60 mm de didmetro hasta un 70 % de confluencia. Se
resuspendieron 50 pmol de siARN GADD153, o bien, siARN Scramble en 50 ul de medio
RPMI 1640 sin antibiéticos ni SFB y se incubaron 5 min a temperatura ambiente. En
paralelo, 3 ul de Lipofectamine 2000 (Invitrogen) se incubaron en 50 pl de medio RPMI sin
antibiéticos ni SFB durante 5 min a temperatura ambiente. A continuaciéon se mezclaron

ambas soluciones y se incubaron por 20 min a temperatura ambiente.

Las células se lavaron dos veces con PBS y se les agregd 700 ul de RPMI 1640 sin
antibiéticos ni SFB. Los 100 pul de la mezcla siARN/Lipofectamine 2000 se afiadieron gota
a gota a las células y se incubaron 5 h en estufa a 37C con CO, 5%. Finalmente, el

medio de cultivo se reemplaz6 por RPMI 1640 con 10% de SFB y antibiéticos.

Se realizaron los tratamientos que se indican en la seccién Resultados, de acuerdo a

cada experimento. En todos los casos, las células se cosecharon 72 h post-transfeccion.

7. Western blot
7.1. Aislamiento de proteinas totales para Western blot

Las células se crecieron en placas (100 mm) y se expusieron a los tratamientos indicados.
Se descartd el medio de cultivo y se lavaron dos veces con 3 ml de PBS frio con
inhibidores de proteasas y fosfatasas (NaF 0,375 mM + PMSF 0,5 mM). Las células se
cosecharon utilizando una espatula (scraper) y 500 ul de PBS con inhibidores, en hielo y
se centrifugaron a 2000 rpm durante 5 min a 4°C. Al pellet de células se le adicion6 200 pl
de buffer de lisis RIPA [Tris-HCI 50 mM pH = 7,4; NaCl 150 mM; EDTA 20 mM pH = 8;
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Deoxicolato de Sodio 1%; SDS 0,1%; Triton X-100 0,1%; NaF 0,5 mM; NaVO4 0,8 mM;
PMSF 0,5 mM y Mammalian Protease Inhibitors (Sigma-Aldrich)]. El lisado se colecto en
tubos de 1,5 ml, se incub6é 10 a 20 min en hielo y se sonic6 dos veces durante 10
segundos a 10 % de potencia, a 4T en un sonicador Branson Sonifier Cell Disruptor.
Luego se centrifugd 20 min a 12000 rpm a 4T en una centrifuga Sanyo (HAWK 15/05),

se colect6 el sobrenadante y se almaceno a -70C.

Se cuantificaron los niveles de proteina totales utilizando el método de Bradford (Bradford,
1976). Luego, las proteinas totales se diluyeron con buffer de lisis RIPA y buffer de
siembra (Tris-HCI 10 mM; pH = 8; SDS 1%, Glicerol 4%; Sacarosa 0,146 M y azul de
bromofenol; DTT 10 mM 6 B-mercapto etanol 1%) en una concentracién de 2 ug de
proteina/pl y se incubé durante 5-10 min a 90C, con el objeto de desnaturalizar a las
proteinas y romper los puentes disulfuro intercatenarios. Las proteinas obtenidas de esta

manera se utilizaron para el analisis por la técnica de Western blot.

7.2. Cuantificacion de proteinas totales
7.2.1. Método de Bradford

El método de Bradford se realizd en una placa de 96 pocillos, en la misma se diagramé
una curva de concentraciones conocidas de seroalbumina bovina (BSA): 2mg/ml; 1
mg/ml; 0,5 mg/ml; 0,25 mg/ml; 0,125 mg/ml; 0,0625 mg/ml y 0,03125 mg/ml. Se
sembraron 10 pl de cada dilucién por duplicado en una placa de 96 pocillos. Las muestras
se diluyeron 1:10 con buffer RIPA y se sembraron 10 pl por pocillo por triplicado.
Posteriormente, se agregaron 200 pl del colorante Bradford y se ley6o a 595 nm de
absorbancia en un lector de ELISA (Microplate Absorbanse Reader, BIORAD) o a 600 nm
en el lector de ELISA Glomax Multidetection System (Promega). Se realiz6 la curva de
absorbancia vs concentracion, utilizando las lecturas de los estandares, y por regresion

lineal se obtuvo la ecuacion que relaciona masa de proteina con absorbancia.

Este método se utilizo para lisados de proteina realizados con buffer de lisis con menos

de 0.2% de SDS o concentraciones elevadas de DTT.

7.2.2. Método del acido bicinconinico (BCA)
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El método del &cido bicinconinico (BCA) para la cuantificacién de proteinas se utilizdé en
lugar del método de Bradford, para buffers que contengan mas de 0,2 % de SDS. La
curva patron de BSA y la dilucion de las muestras se realizaron del mismo modo que para
la cuantificacion por Bradford y se sembraron 10 pl por pocillo por duplicado.
Posteriormente, se agregaron 200 pl del colorante BCA (BCA 98% y CuSO, 2%; Sigma),
se incubé 30 min a 37C y se leyé a 570 nm en un lector de ELISA (Microplate
Absorbanse Reader, BIORAD) o a 560 nm en el lector de ELISA Glomax Multidetection
System (Promega). Se realiz6 la curva de absorbancia vs concentracién, utilizando las
lecturas de los estandares, y con la pendiente de la curva se calcul6 la concentracion de

proteinas de las muestras.

7.3. SDS-PAGE: Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones

desnaturalizantes

Los lisados proteicos (60 pg) se resolvieron por SDS-PAGE conteniendo 6 % de
poliacrilamida (para resolver proteinas con un peso molecular superior a 150 kDa) o 10-
12% (para resolver proteinas menores a 150 kDa). Para ello, los geles se armaron con
Buffer (Tris 0,40M pH = 8,8); mezcla de Acrilamida/Bisacrilamida (6-12 %); SDS 0,1%;
APS 0,1%; TEMED 0,24%V/V. Las muestras de proteinas se resolvieron corriendo en
paralelo un marcador de peso molecular (2 ul de PageRuler Plus Prestained Protein
Ladder - Fermentas) en una cuba de electroforesis (BIORAD POWERPAC Basic) durante
1 h a 80 V hasta que las muestras pasen el gel concentrador (Tris 0,128 M; SDS 0,1%;
Acrilamida/Bisacrilamida 3,85%; APS 0,1%; TEMED 0,2 % V/V; pH = 6,8) y luego a 100 V
en Buffer de Electroforesis (25 mM Tris; 192 mM Glicina; SDS 0,1%). Las proteinas se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (BIORAD POWERPAC Basic) durante 2:30
h a 65 V (aproximadamente 300 mA), cuando se corrieron geles 6% y durante 1:30 h a
250 mA (aproximadamente 45 V) en el caso de los genes 10-12%. En ambos casos la
solucion de transferencia utilizada fue Towbin (Tris 25 mM; Glicina 192 mM; SDS 0,1% pH

= 8,3) suplementado con 20 % de metanol.

7.4. Western blot

Para determinar la eficiencia de la transferencia, la membrana se lavé con 5 ml de H,O

durante 5 min y se incub6 con una solucién de Rojo Ponceau S 0,1% en acido acético
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glacial 5 % por 5 min. El colorante de la membrana se lavé con 5 ml de H,O 5 min y luego
tres veces con TBS-T (NaCl 150 mM; KCI 2,68 mM; Tris base 24,8 mM; Tween-20 0,05
%VIV, pH = 7,4) durante 5 min.

Se procedio a bloquear las proteinas inespecificas durante 40 min con 10 ml de solucion
de bloqueo (leche descremada en polvo 4% en TBS-T o0 BSA 4% en TBS-T, en el caso de
proteinas que se fosforilan, como BRCA1) con agitacion. Una vez finalizado el bloqueo, la
membrana se lavo con TBS-T y se incubd con agitacion continua durante 16 h a 4C con
el anticuerpos primarios especificos: GADD153 (R20, dilucién 1/500), p21VAFYCIPL (c-19,
dilucién 1/200), Ciclina D1 (HD11, dilucion 1/200), Ciclina E (HE12, dilucién 1/200), Ciclina
A (C-19, dilucién 1/200), Ciclina B1 (GNS1, dilucion 1/200), Laminina A/C (636, dilucion
1/500) y B-actina (119, dilucion 1/1000) de Santa Cruz Biotechnology. Todas las diluciones
se llevaron a cabo en TBS-T con BSA 0,4 %. El anticuerpo contra la proteina BRCA1
utilizado es policlonal generado en conejo en el laboratorio del Dr. Kevin Gardner (NCI,
NIH, USA).

Transcurrido el tiempo de incubacion, se realizaron tres lavados con TBS-T durante 5 min
con agitacion. Luego, se incubé la membrana con el anticuerpo secundario
correspondiente durante 1-2 h a temperatura ambiente con agitacién continua. Todos los
anticuerpos secundarios fueron diluidos en BSA 0,4 % en TBS-T: anti-conejo HRP
(dilucion 1:5.000), anti-cabra HRP (dilucion 1:3.000) o anti-ratbn HRP (dilucion 1/5.000) de
Santa Cruz Biotechnology. Finalmente, se realizaron tres lavados con TBS-T durante 10

min con agitacion.

Las proteinas se detectaron con el reactivo de ECL (Amersham Pharmacia) de acuerdo a
las indicaciones del proveedor y revelando en el Phosphorimager (Fuji Photo Film Co.
Ltd., Cypress, CA). Alternativamente la deteccién se realiz6 ECL no comercial mezclando
1,5 ml de Reactivo 1 (luminol 29,7 mM; Tris 68,4 mM pH = 8), 1 ml de Reactivo 2 (4-
iodofenol 18,2 mM; Tris 10,4 mM pH = 8), 100 ul de Tris 1M pH = 6,8 en un volumen final

de 20 ml y agregando en el momento de usar 5 ul de H,O, de 30 voliumenes.

La densidad de la banda se cuantific6 con el programa Image J y los valores
correspondientes a cada una de las bandas de expresién de proteinas se normalizaron
con los valores de B-actina o Laminina A/C y con el tratamiento control. Cada experimento

se repitié al menos tres veces.
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8. Analisis de expresion génica a nivel de ARN mensajero
8.1. Aislamiento de ARN

Para el aislamiento del ARN se utiliz6 el reactivo Tri-Reagent (Genbiotech) como lo detalla
el fabricante con algunas modificaciones. Las células se crecieron en placas de Petri de
100 mm o 60 mm y se realizaron los tratamientos correspondientes de acuerdo a cada
experimento. Al momento de cosechar las células se descartdé el medio de cultivo y se
realizaron dos lavados con 4 ml de PBS. Luego, se colectaron las células utilizando un
scraper con 500 pl de Tri-Reagent y la suspension celular se homogeneiz6
completamente por pipeteo con tip de p1000 y se incubd a Tamp durante 5 min. Luego se
afadieron 100 ul de cloroformo, se mezclé enérgicamente con vortex durante 15 s y se
incubs a temperatura ambiente durante 2-3 min. Para acelerar la separacion de fases se
centrifugdé a 12.000 rpm 4<C durante 15 min conservand o la fase acuosa que contiene el
ARN. El ARN se precipité con 250 ul de isopropanol por cada 500 ul de Tri-Reagent
incubando a -20C durante 30-40 min. Se centrifugd a 12.000 rpm a 4C durante 10 min,
se descartd el sobrenadante y se lavo el pellet con 1 ml de etanol 75 %. Se centrifugé a
7.500 rpm a 4T durante 5 min y se removio el sobren adante. Para eliminar las trazas
remanentes de etanol, el pellet se secé a 50T durante 3 min, se resuspendio en 30 ul de
H20 libre de RNAsas y se rehidraté incubando 10 min a 55-60C. El ARN extraido se
conservd a -70C, o bien, se utilizd en reacciones de transcripcion reversa. La
concentracion y la pureza del ARN se midi6 en espectrofotometro (Gene Quant Pro,
Amersham Biosciences) midiendo la absorbancia a 260 nm (Aze0) Y @ 280 nm (Azso). La

concentracion de ARN se calcul6 utilizando la férmula:
Concentracion de ARN =40 X Aggo X factor de dilucion X pg/ml (2)

Donde 40 es la constante de Lambert-Beer para una cuba de cuarzo de 1 cm de largo. La
pureza se calculo realizando el cociente entre Az Yy Azso, Siendo 2 el cociente que
corresponde a una muestra de acido nucleico que no contiene impurezas proteicas. Para
realizar la transcripcion reversa se utilizaron siempre concentraciones del ARN mayor a 1

pg/ul con una pureza mayor a 1,7 lo cual asegura la buena calidad del ADNc.
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8.2. Obtencion del ADNc: Transcripcion reversa o retrotrans cripcion (RT)

El ADNc (ADN copia) se sintetiz6 a partir del ARN total mediate transcripcion reversa o
retrotranscripcion (RT) utilizando el kit RevertAid RT (Fermentas) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Para eso, se prepar6 una mezcla de reaccion de acuerdo a la

siguiente tabla:

Tabla 3. Protocolo para la retrotranscripcion

Reactivo Volumen Concentracion final

ARN 2 ug (volumen variable) 0,1 pg/ul
Oligo dT 0,5 ng/ul 1l 0,025 pg/ul
H20 DEPC Cantidad necesaria -

5 mina 65C
Buffer 5X 4 ul 1X
Inhibidores de RNAsa 20 U/l 1l U/
dNTP 10mM 2l 0,5 mM
RevertAid RT 200 U/ul 1ul 10 U/ul
Volumen Final 20 ul

60 min a 42T

5 min 70C

Se mezclaron el ARN con el Oligo dT y el agua libre de RNAsas y se desnaturalizaron las
muestras a 65T durante 5 min. Luego se le agreg6 la mezcla de reaccion conteniendo el
buffer de reaccién, dNTPs, inhibidores de RNAsas y transcriptasa reversa, tal como se
indica en la tabla y se incubd durante 60 min a 42T. La reaccion se inactivd a 70C
durante 5 min. El ADNc obtenido se utilizé en reacciones de PCR en tiempo real (qPCR) o

se conservo a -20°C.

8.3. PCR en tiempo real o cuantitativa (QPCR)

El ADNc se amplificé por gPCR utilizando el kit de Tag DNA Polimerasa (Fermentas). Dos
microlitros de una diluciéon 1:20 del ADNc obtenidos en la RT, se amplificaron en una
mezcla de reacciéon con buffer de reaccion (1X); MgCl, (2 mM); oligos especificos (0,4
pM); dNTPs (0,2 mM); 0,025 pl de SYBRgreen y 0,03 U/ul de Tag DNA polimerasa

recombinante (Fermentas) en un volumen final de 25 pl.

Los primers utilizados se disefiaron con el programa Beacon Designer 5 y se testearon
con el UCSC Genome Browser Home URL. Las secuencias de los primers especificos

para cada uno de los genes analizados se encuentran en la Tabla 4.
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Tabla 4. Secuencia de primers para amplificar ADNc por qPCR.

Gen # NM Primer forward Primer reverse Annealing
BRCA1 NM_007294 5TGAAATCAGTTTGGATTCTGC3' 5'CATGCAAGTTTGAAACAGAAC3' 57
E2F1 NM_005225 5'GGCCAGGTACTGATGGTCAZ' 5'GACCCTGACCTGCTGCTCT3' 60
EP300 NM_001429 5TCTGGTAAGTCGTGCTCCAAZ' 5'GCGGCCTAAACTCTCATCTC3' 60
BRCAL pre-ARNm  NM_007294 5TGGAACAGAAAGAAATGGATTTATCTGC3' 5'GGAATCCCAAATTAATACACTCTTGTGC3' 58
FEN1 NM_004111 5'GGCAACCCCGAACCAAGC3 5'GCTCATAGAGGCATCAATGGC3 60
GADD153 NM_001195056 5’AAGGCACTGAGCGTATCATGTTAAA3’ 5 TTTCAGGTGTGGTGATGTATGAAGA3’ 58
BLM NM_000057 5'GAATGGTTAAGCAGCGATG3 5'TCAATACATGGAACTTTCTCAG3' 60
H3F3B NM_002107 5'AAAGCCGCCAGGAAAAGC3’ 5'CAGACCCACCAGGTACGC3 60
BRCA2 NM_000059 5'’AAGCATTGGAGGAATATCGTAGG3 5'CAGGTTCAGAATTATAGGGTGGAG3 58
CCNB2 NM_004701 5 TTCTGATGCCTTGCTCTGC3' 5'’ATGCGTCCATTTATATCTCTTCC3' 58
B-actina NM_001101 5'AAGATCATTGCTCCTCCTGAGC3' 5'CATACTCCTGCTTGCTGAT CCA3' 60

La reaccion de PCR se llevo a cabo en un aparato DNA Engine Opticon (MJ Research). El

programa de amplificacion se detalla a continuacion (Figura 19):

94<C 2 min
92C 20 s —
Tanneaiing 20 S
72C 20s
79,5C 0.03 s
Lectura de fluorescencia
Curva de “melting” de 65 a 91<C cada 0.2C

40 ciclos

Figura 19. Esquema del protocolo de ciclado para amplificar ADNc especifico por qPCR.

Cada reaccion de gPCR se realizé por duplicado y cada experimento se repitié al menos
dos veces. Los datos obtenidos se analizaron utilizando el software Opticon 3 trazando
una recta en la parte exponencial de la curva de amplificacion y obteniendo asi los valores
de CT. El célculo de la induccion de la expresiéon de los genes analizados se basa en el
meétodo del AACT (Current Protocols in Molecular Biology). Se estim6 el promedio de los
valores de CT para el gen incognita y para el NRT (ARN que habia sido incubado en las
condiciones de la reaccién de RT, pero en ausencia de la enzima retrotranscriptasa) de la

siguiente manera:

6T =(Cri +Cp)l2 3)

La diferencia en los valores de Ct entre cada muestra y el No RT determina el delta-C+

(ACr). Esto se resume en la siguiente expresion:

AC; =C; (NRT) - C; (muestra) 4
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Una vez normalizado y debido al exponente natural de gPCR, los valores son
transformados a medidas relativas de veces de induccion (VI,) para una mejor

comparacion entre los experimentos:

v, =2 (5

Luego, se normalizaron nuevamente los niveles de ADNc de las muestras con su
correspondiente control de carga (B-actina) de la siguiente manera:

_ VI,(muestra) 6)
~ Vl,(actina B)

Vi,
Donde VI, representa las veces de induccion normalizada a B-actina. Finalmente, los

datos se normalizaron respecto al control (V).

Para el célculo de errores de cada medicién se obtuvo el desvio estandar (ds) de las
mediciones del Cy de las muestras tratadas y no tratadas del gen y del control de B-actina
de los datos obtenidos para cada tratamiento:

Z::1 (CT x - 6T)Z (7)

Vh="n"1

Donde n es el tamafio de la muestra.

Luego, el error se calculé como la raiz cuadrada de la suma de los errores de los Ct de
las muestras, de los Ct de los NRT y de los C+t de B-actina como se describe en (Smith et

al., 2004), aplicando la siguiente formula:

E = [(ds/C,)° -(ds/Cy),..- (ds/CY2, 17 (®)

muestra actina:

y estos datos se multiplicaron por las veces de induccion finales.

9. Inmunoprecipitacion de cromatina (ChlP)
9.1. Crosslink

Las células se crecieron en placas de Petri de 100 mm a una confluencia del 80 % y se
trataron de la forma descripta previamente en esta seccion. Luego del tratamiento se

realiz6 un crosslink de las proteinas y el ADN con 1% de formaldehido con agitacién
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durante 10 min en hielo, partiendo de 6 placas de 100 mm por cada tratamiento en un
volumen de 5 ml de medio de cultivo. Las células se incubaron con glicina 125 mM para
detener el crosslink durante 15 min con agitacion en hielo. El medio se descartd y se lavd
con 3 ml de PBS frio con inhibidores de proteasas y fosfatasas (NaF 0,375 uM y PMSF
0,5 mM). Luego, se removieron las células de la placa con 600 pl del mismo PBS
utilizando un scraper y se transfirieron a un tubo de 1,5 ml para ser centrifugadas a 3000
rpm 5 min a 4C. El pellet se resuspendié en 1 ml de buffer de inmunoprecipitacion [IP
buffer: Tris 50 mM pH = 7,4; NaCl 150 mM; EDTA 5 mM pH = 8; NP40 0,5 %; Triton X-100
1% e inhibidores de proteasas MPI (Sigma)] por cada 10" células y el ADN se fragment
utilizando el sonicador de tip Branson Sonifier® Cell Disruptor. El sonicado se realizé en
tubos de 1,5 ml conteniendo 500 pl de cada lisado (5-10° células) a amplitud 20% durante
15 s en hielo. A los efectos de lograr un enriquecimiento del ADN en fragmentos de 300
pb (con fragmentos entre 500 pb y 200 pb) se realizaron repeticiones del sonicado a
intervalos de 45 s. Asi la linea celular PC3 se sonicé 8 veces; la linea celular LNCaP 10

veces; las células Saos-2 3 veces y las células T Jurkat 20 veces.

El tamafio del los fragmentos de ADN se chequed por electroforesis en geles de agarosa
1% como se indica mas adelante. Finalmente se centrifugd a 12.500 rpm, durante 20 min

a 4°C y el sobrenadante se lo utiliz para realizar la inmunoprecipitacién de cromatina.

9.2. Electroforesis en gel de agarosa

Previamente a la inmunoprecipitacién, en primer lugar se chequeé la fragmentacion del
ADN a partir de 30 ul de los lisados que fueron sometidos al crosslink. La extraccion de
ADN se realiz6 por el método de Fenol:Cloroformo:lsoamilico (25:24:1), como se detalla

mas adelante.

En una cuba de electroforesis horizontal (Wide Mini-Sub GT, BioRad) se armé un gel de
agarosa 1 % con bromuro de etidio (0,01 ug/ml) en buffer de electroforesis TAE (Tris-
Acetato 40 mM pH = 8; EDTA 1 mM). Se sembraron 12 ul de muestra conteniendo 2 ul de
buffer de siembra (glicerol 50%; EDTA 50 mM pH = 8; SDS 10 %; orange G 0.2 % m/V) y
2 ul de un marcador de peso molecular de 100 pb (Productos Bio-Légicos) y 2 ml de un
marcador de 1 kb (Productos Bio-L6gicos). La electroforesis se realizé a 100 V durante

30 min, utilizando una fuente de poder PowerPac Basic (BioRad). La corrida se visualizé y
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fotografié en un transiluminador de luz UV (G:Box, Syngene). En la Figura 20 se muestra

un gel de agarosa representativo de los sonicados utilizados en los ChiP.

12

5000bp !
5060b = Figura 20. Figura representativa del tamafio de los
P - fragmentos de ADN obtenidos por sonicado para
1500bp realizar los ChlP. Células PC3 fueron tratadas con
10000p ‘g (1) vehiculo (DMSO) o (2) doxorrubicina (1uM, 24
- h). En ambos casos 5.10° células (500 pl) fueron
28822 - sonicadas ocho veces a amplitud 20 % 15 s.
300bp |-
200bp | %
100bp

9.3. Inmunoprecipitacion

Para realizar el ChIP se mezclaron 200 ul (2-:10° células) de los lisados que se habian
sometido al crosslink y 20 pg del anticuerpo especifico contra BRCA1, o bien 5 pg de
anticuerpo especifico contra E2F1 o Rb (Santa Cruz Biotecnology). Como control de
especificidad se armaron tubos con un anticuerpo no especifico IgG (10 ng) o GAL4 (0,5
Hg) para cada muestra. Todos los tubos se suplementaron con inhibidores de proteasas

MPI (Sigma). Los tubos se incubaron 16 h con agitacion rotatoria a 4C.

Simultdneamente, se bloquearon las beads o esferas de agarosa (Proteina G-Sepharose,
Invitrogen). Para ello, previamente se lavaron 500 pl de beads tres veces con 1 ml de IP
buffer y se centrifugaron 3 min a 2.000 rpm. Luego, se resuspendieron las beads en un
volumen final de 500 pl de IP buffer con inhibidores de proteasas, BSA (2 mg/ml), ADN de
esperma de salmén (1 mg/ml) y se incubaron toda la noche a 4C. Al dia siguiente, se
lavaron las beads con 1 ml de IP buffer centrifugando cinco veces 3 min a 2.000 rpm.

Finalmente el pellet se resuspendié con 500 pl de IP buffer con inhibidores de proteasas.

A continuacion, se agregaron 50 pl de beads bloqueadas a cada inmunoprecipitacion y se
incubd 16 h a 4°C con rotacién. Al dia siguiente, se lavaron las beads tres veces con 1 ml
de IP buffer conteniendo NaCl (500 mM), se mezcldé diez veces por inversion y se
centrifug6 a 2.000 rpm durante 3 min a 4°C. Luego se realizaron tres lavados con 1 ml de
IP buffer y posteriormente, se realizé un lavado con 1 ml de buffer TE (pH = 8). Las beads

se resuspendieron en 300 ul de buffer TE y el crosslink se revirtié incubandolas durante
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16 h con 0,5% de SDS y 0,2 mg/ml de proteinasa K (Invitrogen) a 65°C. De la misma
manera se revirtié el crosslink de 20 pl de muestra sin inmunoprecipitar para utilizarlo

Ccomo input.

La extraccion del ADN del ChIP se realizé por el método de Fenol:Cloroformo:lsoamilico.
En primer lugar se precipitaron las beads dos veces centrifugado a 2.000 rpm, durante 3
min conservando el sobrenadante que contiene el ADN del ChlP. Para extraer el ADN se
realizaron dos extracciones con 1 volumen de Fenol:Cloroformo:lsoamilico (25:24:1)
mezclando con vortex durante 30 s y centrifugando a 12.500 rpm 10 min a 4C. Con la
fase acuosa obtenida se realiz6 una nueva extraccion con 1 volumen de cloroformo.
Nuevamente se centrifugdé a 12.500 rpm a 4T 10 min y se conservo la fase acuosa. El
ADN se precipitd con dos volumenes y medio de isopropanol y acetato de sodio pH = 5,2
a una concentracion final de 150 mM mezclando por inversion 4-6 veces e incubando
durante 2 h a -80C. Luego de centrifugar (12.500 rpm, 15 min), el pellet se lavo con el
agregado de 500 pl de Etanol 70 %, centrifugando nuevamente (12.500 rpm, 5 min). El
ADN obtenido se sec6 en bloque térmico a 65°C y se resuspendi6é en 200 ul de agua libre
de nucleasas conservandose a -20°C. Finalmente las muestras de ADN del ChIP y de los

input se amplifico por g°PCR como se detalla a continuacion.

9.4. Tandem-ChlIP

Para llevar a cabo dos inmunoprecipitaciones secuenciales con dos anticuerpos (Tandem-
ChlIP), luego de la primera inmunoprecipitacion la fraccién unida a las beads, previamente
lavadas para disminuir la union inespecifica, se resuspendieron en 50 ul de Tris-HC 50
mM pH = 7,4; SDS 1% y DTT 5 mM y se incubaron a 37°C, 10 min. Luego de centrifugar
a 2000 rpm durante 3 min a 4C, se conservo el sobren adante que fue utilizado para una
segunda inmunoprecipitacion. Para eso los 50 pl del paso anterior se diluyeron en un
volumen final de 1,3 ml de IP buffer, conteniendo inhibidores de proteasas y el anticuerpo
anti-BRCA1 (20ug); anti-E2F1 (5ug) o anti-GAL (0,5 ug). A continuacion se procedié como

se detalla en el ChIP explicado en la seccion anterior.
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9.5. Amplificacién del ADN del ChIP

La amplificacién se llevé a cabo por gPCR. Se amplificaron 12 pl del ADN del ChIP (o
Tandem-ChlIP) en una mezcla con buffer de reaccion (1X); MgCl, (2 mM); primers
especificos (0,4 uM); dNTPs (0,2 mM); 0,025 pl de SYBRgreen y 0,03 U/ul de Taq DNA
polimerasa recombinante (Fermentas) en un volumen final de 25 pl. La reaccion de gPCR
se llevd a cabo en un aparato DNA Engine Opticon (MJ Research) utilizando el programa
de amplificacion que se detalla a en la seccién 8.3. Los primers utilizados para amplificar

cada uno de los genes de interés se indican en la Tabla 5.

Tabla 5. Secuencia de primers para amplificar ADN de ChIP por gPCR.

Gen # NM Primer forward Primer reverse Annealing
- 55 kb BRCA1 5'AAAGAGATGGGACTGTAACTGAGAAGGACC3' 5'TGTTTATAGGGAGACTGATGAATGGGC3' 58
-1 kb BRCAL 5'CTTTTCGCCCACTCGGTCCC3' 5'CGGACGGTCTTTGCATTGCC3' 58
- 0,4 kb BRCA1 NM_007294 5TTCCCTCCACCCCCCCAACAATC3' 5'CCCAATCCCCCACTCTTTCCGCC3' 59
0 kb BRCA1 5'CGACTGCTTTGGACAATAGGTAGCG3' 5'AGTCTGCCCCCGGATGACGTAA3' 58
+ 62 kb BRCA1 5'GCGGGAGGAAAATGGGTAGTTAGC3' 5'CCATTTTCCCAGCATCACCAGC3' 58
FEN1 NM_004111 5'CCTCTCGCCCTTAGAAATCG3 5' TAGACGCTCCTGGAACCTC3 60
BLM NM_000057 5'CATGGAGGCATCTGAGTGTG3' 5" TCTCTGTTTCACCCGTACCC3 60
H3F3B NM_002107 5'GGGTAAACCTACGAACGCCTA3Z 5'GTCGGAGAAGTGGCCTAAAAC3T 60
BRCA2 NM_000059 5'CCCGCCCACTACCACTAAG3’ 5'GATGTTCTCTCAAGACCTGTTCC3 60
CCNB2 NM_004701 5’AACACACCAGAAGAGGAATAAAGG3 5'GGAACTGTCTCATTGGGAAAGC3 60
- 1,9 kb GADD153 5'CCAATCCCAGCCCTCCTCAG3 5'TCAAGTCCCAGCACACTACCC3 58
- 0,2 kb GADD153 NM_000057 5'CCTCCGTGAAGCCTCGTGAC3’ 5'CTCGCATCCGCCACTCAGG3 58
+0,3 kb GADD153 5TTTCTTCTTGCCTTTAGGG3 5 TCTTGCCTCACTGTTACC3'. 58

Para cada experimento se realizaron al menos dos réplicas bioldgicas y cada muestra se
amplificé por duplicado. Se utilizaron dos métodos de normalizacién; la normalizacion de
los valores con el control “input” y el control inespecifico (IgG no especifico o anti-GAL4),
o bien, el enriquecimiento fue expresado como porcentaje de ADN inmunoprecipitado con
respecto al ADN total (input). Ambas metodologias se basan en el método del AAC+
modificado (Devore, 2007; Livak and Schmittgen, 2001; Weisstein, 2007).

En el primer caso (normalizacion con input y control inespecifico), se calculé el promedio
de los valores de Ct como se describio anteriormente en la formula (3). Cada experimento
y muestra de IgG se normaliz6 a la sefal obtenida de un input de la muestra control; esta
representa el valor de AC+ indicado en la siguiente férmula:

AC = -C

T no esp. T input

AC

T no esp.

(9)

C

Ol

Tesp. ~ “Tinput ~ “~Tesp.

Donde “no esp.” es el ChIP realizado con el anticuerpo no especifico (anti-lgG o anti-
GAL4) y “esp.” es el ChIP realizado con el anticuerpo especifico (anti-BRCAL; anti-E2F1;
anti-Rb).
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Luego, se calculé el AACy que representa la relacion entre la cantidad de ADN
inmunoprecipitado con anticuerpo especifico y la cantidad de ADN inmunoprecipitada con

anticuerpo no especifico:
AAC:T = AET noesp. AET esp. (10)

Dado el caracter exponencial de la PCR, los valores de AACt fueron transformados a
medidas relativas de veces de enriquecimiento (VE) para una mejor comparacion entre

los experimentos:
VE = 2¥°7 (11)

La propagacion del error se realizé utilizando la férmula (8) arriba mencionada. Donde en

lugar de Actina se utilizé la muestra input y en lugar de No RT se utiliz6 el 1gG.

En el caso del enriquecimiento normalizado con el porcentaje de input, los valores de Cr
para cada muestra fueron promediados, y se normalizé con la sefial obtenida en el input
de la muestra correspondiente, como se indicé en (9). Los valores asi obtenidos fueron

transformados a veces de enriquecimiento de acuerdo a la férmula:

VE = 2ACT (12)

Por dltimo, para calcular el porcentaje de ADN inmunoprecipitado con respecto al
respecto a la cantidad de ADN total (input) se dividio las veces de induccién por el factor F
= 10, teniendo en cuenta que para extraer los input se utilizaron diez veces menos de
volumen de lisado que para la inmunoprecipitacion. Por dltimo este valor se multiplicé por

100 para expresar el enriqguecimiento en porcentaje, de acuerdo a la formula:

VE (%lInput) = VE X 100/ 10  (13)

10. Ensayo de pegado ( Binding Assay )
10.1. Obtencioén de la sonda de GADD153 biotinalada

Para realizar el ensayo de pegado, en primer lugar se generd la sonda biotinilada
correspondiente a un fragmento de 700 pb rio arriba del TSS del promotor de GADD153
por PCR utilizando oligos biotinilados especificos: Biotina-5'CCACTGAGCCCGGCCAGG
AGACCTC3' y Biotina-5’'GCTCTGTCGCTGCCACCCGCTCAS'. Para ello se realizé una
mezcla de reaccién conteniendo 1,44 pg de ADN gendmico (Invitrogen); oligos

biotinilados 0,3 uM y Taq Hot Start Mastermix (Qiagen) 1 X final en un volumen final de
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500 upl. La PCR se realiz6 en un termociclador Apollo ATC201 y el programa de
amplificacion fue: 10 min a 94<C (para activar la enzi ma “Hot Start”), y luego 30 ciclos de
30 s a 94C, de 30 s a 62C y de 1 min a 72<C. Final mente se realiz6 un ciclo de

extension final de 5 min a 72°C.

Los productos de la PCR que corresponden a la sonda biotinilada (2 pl) se resolvieron en

un gel de agarosa (1,5 %) con bromuro de etidio como se indico en la seccion 9.2.

10.2. Purificacién de la sonda biotinilada

Para la obtencién de la sonda biotinilada pura, se utilizo el kit de purificacion QIlAquick
PCR purification (Qiagen). A 500 ul del producto amplificado por PCR se le agreg6 2,5 ml
de buffer PBIl y se trasvasé a una columna QIAquick con un tubo colector, se centrifugd 1
min a 13.000 rpm y se descartd el eluido. EI ADN pegado en la columna se lavé con 750
pl de buffer PE y se centrifugd a 13.000 rpm 1 min. Para eliminar los restos de buffer PE
previo a la elucion, se repitié el centrifugado a 12.000 rpm 1 min. Finalmente, el ADN se
eluyo con el agregado a la columna de 35 pl de H,O libre de nucleasas y se centrifugo (1
min, 12.000 rpm). La sonda purificada (1pl) se resolvié en un gel de agarosa y luego se

cuantificé su concentracion espectrofotométricamente.

10.3. Obtencioén del extracto nuclear

Las células PC3 se crecieron en placas de Petri de 100 mm en una confluencia del 80 %y
se trataron como se describié previamente (6 placas por cada tratamiento). La obtencion
del extracto nuclear se realiz6 en hielo. Las células se lavaron dos veces con PBS frio con
inhibidores de proteasas y fosfatasas, y se cosecharon con scraper en 1 ml del mismo
PBS. Luego se transfirieron a un tubo de 1,5 ml y se centrifugaron (3.000 rpm, 1 min,
4%C). El pellet de células se resuspendié en 700 pl de Buffer A [HEPES 10mM pH = 7,9;
KCl 10 mM; EDTA 0,1 mM; EGTA 0,1 mM, inhibidores de proteasas MPI (Sigma) y DTT
1mM] y se incub6 15 min en hielo. Se agregaron 43 pl de NP40 (10 %), se mezcl6 por
vortex 10 segundos y se centrifugd (12.500 rpm, 1min, 4°C). El pellet que contiene los
nacleos se resuspendié en 700 pl de Buffer B [PBS pH = 7,4 con Glicerol 10 %; EDTA 1
mM; DTT 10 mM; inhibidores de proteasas MPI (Sigma) y NaF 2,5 mM] y se sonic6 2
veces (10 s a 10 % de potencia). Se centrifugd a 12.500 rpm 5 min a 4°C vy el
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sobrenadante que contenia el extracto nuclear se guardé a - 70°C hasta el momento de
su utilizacion. La concentracion de proteinas se cuantifico por el método de Bradford

descripto previamente.

10.4. Reaccion de pegado

La sonda biotinilada purificada de GADD153 (5 pug) se incubé durante 16 h con agitacion a
4 con 0,5 mg de extracto nuclear de cada tratamiento, 1 00 ng de ADN de esperma de
salmoén, 100 ul de magnabeads de estreptavidina (DYNAL) en un volumen final de 1 ml
con Buffer B. En paralelo se realiz6 un tubo con extracto nuclear en ausencia de sonda
como control de especificidad. Posteriormente, el pellet con las beads se lavé dos veces
con PBS frio (2.000 rpm, 2 min) y se incubé 10 min a 80C con 40 pl de PBS y 8 ul de
buffer de siembra para proteinas. Las beads se centrifugaron y los eluidos con los
complejos sonda-proteinas y 20 pg de input (extracto nuclear sin someter al ensayo de
pegado) se resolvieron en un SDS-Page (6 %) como se describié anteriormente. Se

realizd un western blot revelando con el anticuerpo especifico anti-BRCAL.

11. Ensayo de genes reporteros
11.1. Transfeccion transiente por el método de lipofectamina 2000

Para realizar la transfeccion por el método de lipofectamina, las células PC3 o LNCaP se
crecieron en placas de 12 pocillos hasta una confluencia del 90 %. Luego, se diluyeron
1,5 ul de lipofectamina 2000 en un volumen de 50 ul de medio RPMI sin antibiéticos ni
SFB. En paralelo, se diluyeron 1 ug de plasmido reportero y, en los casos que fueron
necesarios, 1 ug de plasmido de expresién o silenciamiento, en 50 pl de medio RPMI sin
antibioticos ni SFB. Ambas mezclas se incubaron 5 min a temperatura ambiente, luego se
mezclaron y se incubaron durante 20 min a temperatura ambiente. Las células se lavaron
dos veces con 1 ml de PBS y luego se les agreg6 300 ul de medio RPMI (sin antibidticos
ni SFB) por pocillo. Finalizada la incubacién se agregaron 100 pul de la mezcla
lipofectamina 2000/plasmidos gota a gota a cada pocillo y se incubé durante 5 h en estufa
a 37C con atmosfera de CO, 5 %. Transcurrido ese periodo, se reemplazo la solucién

con medio fresco como se describioé previamente.
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Se realizaron tratamientos con doxorrubicina, radiacion UV y etopésido, de acuerdo a lo
indicado para cada experimento en la seccion Resultados y se determind la actividad de
luciferasa 48 h post-transfeccion en el caso de las co-transfecciones con plasmidos de

expresion, y 72 h post-transfeccion cuando se trabajé con plasmidos de silenciamiento.

11.2. Transfeccion transiente por el método de electropora cion

La transfeccion de células T Jurkat se realizé como fue previamente descripto (Smith et
al., 2004) por electroporacion en placas de 96 pocillos usando el electroporador BTX
ECMB830 (Genetronics, Inc., San Diego, CA) en 100 ul de medio RPMI1640 por 50 ms a
260 V. Las células Jurkat T (5-10° se transfectaron con 6 pg de cada plasmido reportero y
las cantidades indicadas de pldsmidos de sobre-expresion o silenciamiento. Las células
fueron inmediatamente transferidas a 10 ml de RPMI1640 e incubadas 48 h a 37<T.
Todas las transfecciones se realizaron por triplicado y los datos mostrados corresponden

a un experimento representativo de al menos tres réplicas bioldgicas independientes.

11.3. Medicién de actividad de luciferasa

Se midié la actividad de luciferasa utilizando el reactivo Steady Glo Luciferase System
(Promega), de acuerdo a las especificaciones del proveedor. Las células se lavaron dos
veces con 1 ml de PBS, se lisaron por incubacion durante 15 min a temperatura ambiente
en oscuridad con 40 ul de RPMI sin rojo fenol y 40 ul de reactivo de luciferasa (Promega).
La actividad de luciferasa se determin6 en 20 ul de cada lisado en el luminémetro Glomax
Multidetection System (Promega). Los datos se normalizaron con la concentracién de

proteinas totales realizada por el método colorimétrico de Bradford.

Para la normalizacién de los resultados no se utilizaron métodos que consideren controles
internos de transfeccion, como Renilla o actividad de B-galactosidasa, ya que cuando se
usan otros reporteros como control interno estos pueden competir cuando se realiza un
tratamiento con agentes genotoxicos u hormonas (Mulholland et al., 2004; Sims et al.,
2003; Thavathiru and Das, 2001). Ademas, el control interno también puede estar
influenciado por la presencia de otros factores de transcripcion o cofactores. En estudios
anteriores, encontramos que varios de estos controles internos de transfeccion estan

afectados por el tratamiento con doxorrubicina, UV y ésteres de forbol (TPA). En nuestra
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experiencia, la mejor manera de normalizar los datos es con los valores de proteinas
totales, realizando siempre triplicados de transfeccion y repitiendo cada experimento al
menos tres veces. Los experimentos en los que los triplicados no son reproducibles, se

descartaron y se repitieron desde el comienzo.

12. Determinacion de viabilidad celular: Ensayos de MTS

Para los ensayos de viabilidad celular, se sembraron 3.500 células PC3 o 5.000 células
LNCaP por pocillo de una placa de 96 wells y se crecieron en 200 ul de medio de cultivo
(RPMI suplementado con antibiéticos y SFB 10 %) en estufa a 37C y CO ;5 % durante
toda la noche. Luego se realizaron los tratamientos con distintos agentes genotoxicos,
como se detalla para cada experimento en la seccion Resultados. Cada tratamiento se

realizd por triplicado.

La viabilidad celular se determind utilizando el reactivo comercial Cell Titer 96 wells
Aqueous non Radioactive Cell Proliferation Assay (Promega) de acuerdo a las
indicaciones del proveedor. La solucion comercial de MTS (2 ml) se mezclé con la

solucion comercial PMS (100 pl) y se conservo en alicuotas a - 20C protegido de la luz.

Al momento de cosechar las células se reemplazé el medio de cultivo de las placas de 96
pocillos con 100 ul de medio de cultivo fresco y se agregaron 20 ul de MTS/PMS por
pocillo. Como blanco de reaccion se utilizaron 3 pocillos sin células con 100 pul de medio
de cultivo. Las placas se incubaron de 1-4 h en estufa a 37C con CO ,5 %, en oscuridad
y se midi6 la absorbancia a 490 nm en lector de ELISA (Microplate Absorbanse Reader,
BIORAD).

La viabilidad celular para cada tratamiento se calcul6 como el porcentaje de la relacion
entre el promedio de la absorbancia de los triplicados y el promedio de la absorbancia de

los triplicados de las muestras control (sin tratar con agentes genotoxicos).

13. Determinacion del contenido de ADN por citometria de fluj 0.

Para la determinacién del porcentaje de células en cada etapa del ciclo celular por
citometria de flujo, las células (5-10°) se sembraron en placas de 10 cm de diametro y se
expusieron a los tratamientos indicados en la seccion Resultados. Se presto particular

atencion a que la confluencia no supere el 50 % en el momento de la cosecha.
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Finalizados los tratamientos, las células se cosecharon por tripsinizacion y luego de un
lavado con 2 ml de PBS, se fijaron en etanol 70 % durante toda la noche a - 20C. Para
esto las células se resuspendieron en 1,5 ml de PBS y se agregaron 3,5 ml de etanol 96
% en pulsos de 700 ul con agitacion suave en vortex. Luego de lavar con 5 ml de PBS, se
realizd la marcacion con ioduro de propidio resuspendiendo el pellet celular en 500 ul de
PBS con 50 pg/ml de ioduro de propidio y 120 ng/ml de RNAsa A e incubando 1 h a 37<C.

La distribucion del ciclo celular se analizé en el citbmetro de flujo BD FACS ARIA Il

14. Determinacion de apoptosis por citometria de flujo

En el caso de la determinacién apoptosis, las células se trataron como se indica en la
seccion Resultados. Luego se cosecharon por tripsinizacion y se resuspendieron en
medio de cultivo. Se calculé la concentracién celular en cada muestra por conteo de
células con cAmara de Neubauer. Luego se realiz6 un lavado con 5 ml de PBS y otro con
1 ml de Buffer de Binding (BD Pharmingen catN51-66121E).

Para la marcacion, 10° células se resuspendieron en 100 pl de Buffer de Binding. Se
agregaron 5 ul de Annexin V-FICT (BD Pharmingen catN51-65874X) y se incubd por 10
min en oscuridad a temperatura ambiente. Luego se agregaron 5 ul de ioduro de propidio
(50 pg/ml, BD Pharmingen) y se incub6 5 min en oscuridad a temperatura ambiente. Por
ultimo se agregaron 300 pl de Buffer de Binding y las células se analizaron por citometria
de flujo (FACS) dentro de la primer hora luego de terminada la marcacion en el citbmetro
BD FACS ARIA L.

15. Determinacion de actividad de Caspasa 3/7

Las lineas celulares PC3 shRNA Scramble o PC3 shRNA BRCA1 se sembraron en placas
de 12 pocillos y cuando alcanzaron una confluencia del 80 % se trataron con 2 uM de

doxorrubicina, 2 pg/ml de tunicamicina o vehiculo (DMSO) durante 24 h.

La actividad de Caspasa 3/7 se determind como fue descripto previamente (Gonzalez et
al., 2008). Cada tratamiento se realiz6 por triplicado. Las células se lavaron tres veces con
PBS vy luego se lisaron por incubacion con 50 ul de buffer de lisis (Tris-HCI 50 mM pH =
7,4, EDTA 1 mM, EGTA 10 mM, Digitonina 10 uM, PMSF 0,5 mM, Bisbenzamidina 3,64
mM, aprotinina) durante 30 min en estufa a 37C y CO,5 %. Los lisados de 3 pocillos se
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reunieron y se centrifugaron a 12.500 rpm a 4 durante 20 min. Se recogieron 150 ul de
sobrenadante y se mezclaron con 144 ul de buffer de incubacion (HEPES 100 mM,
Glicerol 10%, EDTA 1 mM, DTT 10 mM, PMSF 0,5 mM, Bisbenzamidina 3,64 mM y
aprotinina) y 6 ul de sustrato de reaccion. La mezcla se incubé 4 h a 37C (CO,5 %) y se
determind absorbancia a 405 nm en el lector ELISA Reader (Biorad). Se determiné la
cantidad de proteina total por Bradford y la actividad de caspasa 3/7 se normaliz6 a la
proteina total en 300 ul de la mezcla. Se realizaron dos réplicas bioldgicas para cada

experimento.

16. Experimentos con xenotransplantes.

Ratones atimicos nude nu/nu se adquirieron del bioterio de la Universidad de La Plata y
se mantuvieron en condiciones libre de patdgenos de acuerdo a las normas de cuidado de

la Universidad de Buenos Aires.

Para generar los xenotransplantes, los animales se dividieron aleatoriamente en dos
grupos (n = 10) y se inocularon en el flanco izquierdo por via subcutanea con 4,8.10°

células PC3 shRNA Scramble o PC3 shRNA BRCAL.

Se midi6 el tamafio tumoral de los xenotransplantes tres veces por semana, utilizando un
calibre digital, durante 24 dias. El volumen tumoral se calculé utilizando la férmula:

0,523-ancho®largo, donde el ancho representa la dimensién de menor tamafio del tumor.

Al dia 14 post-inoculacion, los animales se distribuyeron aleatoriamente en 4 grupos (n =
5) a los efectos de iniciar el tratamiento con doxorrubicina cuando el tamafio tumoral era
aproximadamente de 50 mm®. En el dia 14 y 23 post-inoculacién de las células, los
animales se inyectaron por via intraperitoneal (i.p.) con 8 mg/kg de ratén en un volumen
de 100 pl de doxorrubicina o vehiculo (PBS con DMSO 1%).

Los animales se sacrificaron 24 h luego de la ultima inyeccion y se extrajeron porciones
de los tumores de entre 2 y 4 mm de diametro para aislar el ARN tumoral. Luego de
extraer por cirugia porciones de los tumores de entre 2-4 mm de didmetro, las mismas se
sumergieron en 1 ml de Tri-Reagent (Genbiotech), se congelaron rapidamente en

nitrégeno liquido y se conservaron a -80<C.
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Para extraer el ARN tumoral, las muestras se disgregaron mecanicamente con un
homogeneizador de tejidos (Ultra-Turrax). La extraccion de RNA se realizé de acuerdo a

las indicaciones del proveedor tal como se explicé previamente.
17. Andlisis estadistico

La evaluacion estadistica de los datos se realizo en base a los valores promedios y desvio

estandar (SD) de “n” experimentos independientes.

Para los ensayos in vitro se utilizd el test de Mann-Whitney (test no paramétrico) o
ANOVA (test paramétrico) con P < 0,05 como criterio para la significancia estadistica.
Para los ensayos in vivo se hizo el andlisis de ANOVA (one-way) seguido del test de

Dunnett’s test, con P < 0,05 como criterio para la significancia estadistica.
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CAPITULO 1

Mecanismo de autorregulaciéon de BRCA1 en el PCa

1.1. Antecedentes

En estudios previos llevados a cabo en nuestro laboratorio se realiz6 un microarray con el

ADN obtenido a partir de la inmunoprecipitacion de la cromatina efectuada utilizando un

anticuerpo no comercial especifico para BRCA1 (ChlIP-chip) (Figura 21).
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Figura 21. A partir de lisados de células T Jurkat se realizé un ChIP con un anticuerpo anti-BRCA1 o un
anticuerpo no especifico, como control negativo. EI ADN inmunoprecipitado se analizé mediante un
microarray (NimbleGen, Roche) donde se efectué un mapeo de la region proximal de 37.365 genes
ubicados a lo largo de todo el genoma humano. En un primer andlisis se seleccionaron aquellos genes
gue mostraron un enriquecimiento significativo con un p < 0,000001. En la figura se muestran algunos
de estos genes donde las barras indican el grado de significancia (-log P) de la unién especifica de
BRCAL alo largo del promotor de cada gen (Figura extraida de (De Siervi et al., 2010)).
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En este analisis se determin6 que, en células T Jurkat, BRCAL1 se asocia al promotor de
1.328 genes en condicion control y a 882 genes en las células expuestas a radiacion UV
(De Siervi et al., 2010). Agrupando estos genes segun su ontologia se encontré que el
94% de los mismos estan relacionados con el ciclo celular y la respuesta al dafio en el
ADN (Tabla 6).

Tabla 6. Agrupacion de los genes encontrados en el microarray segun su ontologia.

N° de genes con

anotacion farcional Categoria funcional (top 45) Log10(p)
74 Remodelacion de la cromatina -15.6108
211 Respuesta al dafio en el ADN -10.0392
311 Procesamiento del ARN -10.0175
617 Ciclo celular -6.85036
424 Regulacion del ciclo celular -5.03128

Como se menciond previamente (ver Introduccion), se sabe que BRCAL es capaz de co-
regular la transcripcion de algunos genes (Rosen et al., 2006). Sin embargo, las
evidencias previas se basan en estudios de expresién génica y no hay analisis que
demuestren de qué manera BRCA1l regula la transcripcion de otros genes
interaccionando con otros factores de transcripcién. Por lo tanto este trabajo es el primer
estudio que demuestra que BRCAL1 es capaz de asociarse al promotor de numerosos
genes (De Siervi et al., 2010). Otro aspecto importante de BRCA1 muy poco estudiado es
la regulacion de su transcripcion, en este trabajo se demostré que en células T Jurkat,
BRCAL se asocia a su propio promotor, reprimiéndolo y luego del dafio en el ADN, se

libera del mismo, activando su transcripcion.

En base a esto proponemos

OBJETIVO CAPITULO 1

Investigar el mecanismo de autorregulacion de la transcripcion de BRCAL en el PCa.
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1.2. BRCAL autorregula su propia transcripcion en PCa

El PCa avanzado es la etapa de mayor riesgo de la enfermedad y basadndonos en
publicaciones que documentan que las mutaciones en el gen BRCA1 aumentan el riesgo
de desarrollar un PCa de alto grado (Douglas et al., 2007; Gallagher et al., 2010),
consideramos que esta proteina ejerce un importante rol en esta enfermedad. Por lo
tanto, uno de los objetivos de esta tesis fue estudiar el mecanismo de autorregulacion de
BRCAL1 en células de PCa.

Como modelo de estudio se utilizé la linea celular PC3, que no expresa p53, es insensible
a androgenos y representa un fenotipo avanzado de la enfermedad. En particular, el
hecho de que esta linea celular no exprese p53, permitié estudiar el efecto de BRCA1

como co-regulador transcripcional independientemente de su interaccion con p53.

Para determinar si BRCAL se asocia a su propio promotor en la linea celular PC3, se
realiz6 una inmunoprecipitacion de cromatina con un anticuerpo no comercial contra la
proteina BRCA1 (BRCA1-ChlP). EI ADN inmunoprecipitado se analiz6 por gqPCR
utilizando primers especificos para distintas regiones del promotor de BRCA1 como se
indica en la Figura 22A. En la Figura 22B, se observa que BRCALl se asocia a su
promotor y se libera luego del dafio en el ADN inducido por doxorrubicina. Debido al limite
de resolucion del ChlP, podemos decir que la asociacion es especifica en la region entre
el TSS y 1.500 pb rio arriba del TSS.
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Figura 22. (A) Esquema del promotor de BRCAL indicando los primers disefiados para analizar la
asociacion de BRCA1 a su propio promotor. Se observa que el promotor es bidireccional, ya que en
sentido opuesto se transcribe el gen NBR2. (B) ChIP a partir de los lisados obtenidos de células PC3
tratadas con doxorrubicina (DOXO, 1uM, 24h) o vehiculo (DMSO) e inmunoprecipitados con anticuerpos
anti-BRCAL1 o no especifico (GAL4). EI ADN inmunoprecipitado se analizd6 por gPCR utilizando los
primers especificos para el promotor de BRCAL indicados en (A). Los datos se normalizaron a % del
input.
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Dado que BRCAL se asocia a su promotor selectivamente de acuerdo a la presencia o no
del dafio en el ADN, se estudi6 si la expresion de BRCA1l es regulada en estas
condiciones. Para ello, las células PC3 se expusieron a doxorrubicina (1 uM, 24h) y se
analizaron los niveles de ARN mensajero por RT-gPCR. Como se observa en la Figura
23A, la expresion de BRCA1 se induce luego del tratamiento con doxorrubicina. Por lo
tanto, la liberacion de la proteina BRCAL de su promotor correlaciona con un aumento en
la expresion de BRCAL a nivel de mensajero. Resultados similares se observaron al tratar
a las células con distintas dosis de radiacion UV (Figura 23B). Esto sugiere que BRCA1
autorreprime su expresion y luego de la exposicién a agentes genotdxicos, se libera

activando su propia transcripcion.
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Figura 23. Las células PC3 se expusieron a (A) doxorrubicina (Doxo 1uM; 24h) o (B) UV (1h; 10 Jm?,
50 Jm?) y se analizaron los niveles de ARN mensajero de BRCAL por RT-gPCR. Los datos se
normalizaron respecto de B-actina y control.

Con el objetivo de determinar si BRCA1 autorregula la actividad de su promotor, se
realizaron ensayos de genes reporteros utilizando el plasmido pGL12, que contiene una
region de 300 pb del promotor de BRCA1 y el plasmido pGL35, que contiene 900 pb del
promotor de BRCAL. Para eso, se co-transfectaron las células PC3 con cada plasmido
reportero y el plasmido de expresion de BRCA1l (pcDNA3 BRCAL), el plasmido de
silenciamiento de BRCA1 (shRNA BRCA1) o sus respectivos controles (pcDNA3, shRNA
Scramble); y se midi6 la actividad de luciferasa. Como se muestra en la Figura 24A, la
actividad transcripcional del promotor de BRCA1 disminuyé significativamente al sobre-
expresar BRCAL. Asimismo, el silenciamiento de su expresion aument6 la actividad
transcripcional de BRCAL (Figura 24B), lo cual indica que BRCAL reprime su propia

transcripcion.
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Figura 24. Las células PC3 se co-transfectaron con el plasmido reportero pGL12, que contiene 300 pb
del promotor de BRCAL clonado rio arriba del gen de la luciferasa, o bien, el plasmido pGL35, que
contiene 900 pb del promotor de BRCA1 y con el plasmido (A) pcDNA3 o pcDNA3 BRCAL, o (B) shRNA
Scramble o shRNA BRCA1. Se determind la actividad de luciferasa 48 h post-transfeccién, en el caso de
los plasmidos de expresion, y 72 h post-transfeccion, en el caso de los plasmidos de silenciamiento. (C)
Se analizaron los niveles del ARN mensajero inmaduro de BRCAL en las células PC3 transfectadas
establemente que sobre-expresan BRCA1l (pcDNA3 BRCAL), que tienen silenciada su expresion
(shRNA BRCAL), o sus respectivos controles (pcDNA3, shRNA Scramble) por RT-qPCR, utilizando
primers que amplifican especificamente la region comprendida entre el intrén 8 y el exén 9 del
transcripto primario de BRCAL.

Para determinar si BRCAL reprime a su propio promotor, en el contexto de la estructura
de la cromatina, donde la secuencia y conformacion del gen esta completa, se estudio la
actividad del promotor endégeno de BRCA1 mediante el analisis de los niveles del ARN
mensajero inmaduro de BRCAL en las lineas celulares estables que sobre-expresan
BRCA1 (pcDNA3 BRCAL1), o tienen disminuida su expresion (shRNA BRCA1) y sus
respectivos controles (pcDNA3, shRNA Scramble) (ver Materiales y Métodos). En la figura
24C, se observa que, al igual que en los ensayos reporteros, la sobre-expresion de
BRCA1 reprimié su actividad transcripcional y el silenciamiento de BRCAL indujo su
transcripcion. Asi, estos ensayos confirmaron nuestra hipotesis que propone que BRCA1L

reprime su propia transcripcion en la linea tumoral PC3.

En resumen, en este estudio determinamos que BRCA1 es un componente clave en la
regulacién de su propia expresion frente al dafio en el ADN. BRCA1l se encuentra
asociado a su promotor reprimiéndolo y en presencia de un estrés genotoxico se libera
activando su transcripcién. Este mecanismo de autorregulacion, no es especifico de un
tipo celular ya que fue observado tanto en células T Jurkat (De Siervi et al., 2010) como
en células tumorales de prostata PC3. Ademas, estos resultados sugieren que al liberarse
la proteina BRCA1 de su promotor probablemente quedaria disponible para ser reclutada

a los promotores de otros genes.
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1.3. Las proteinas E2F1 y Rb se asocian al promotor de BRCA1

Debido a que BRCA1 es una proteina co-reguladora que no se une directamente al ADN
(Rosen et al., 2006), uno de los objetivos de esta tesis doctoral fue investigar a través de
que proteina BRCAL se asocia a los promotores. Se sabe que algunos componentes de la
via de E2F/Rb regulan la expresion del gen BRCAL1 (Bindra and Glazer, 2006) y
considerando ademas que los miembros de la via Rb/E2F interaccionan a nivel de
proteina con BRCA1 (Aprelikova et al.,, 1999; Fan et al., 2001b; Wang et al., 1997b;
Yarden and Brody, 1999), comenzamos estudiando a E2F1 y Rb como posibles vinculos
entre BRCAL y su propio promotor. Para ello utilizamos dos lineas celulares las T Jurkat y
las PC3, ya que, como se demostré anteriormente, BRCAL regula a su propio promotor de
la misma manera en ambas lineas celulares.

En primer lugar, se realizaron experimentos de ChIP para evaluar el enriquecimiento en el
promotor de BRCAL de las proteinas E2F1 y Rb, utilizando anticuerpos especificos. El
ADN inmunoprecipitado se analiz6 por gPCR utilizando primers para las regiones de -
55Kb, - 1Kb, OKb y + 62Kb, con respecto al TSS de BRCAL.
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Como se muestra en la Figura 25A, determinamos que la proteina E2F1 se une al
promotor de BRCA1 antes o después del tratamiento con doxorrubicina en la linea celular
PC3 (Figura 25A, derecha). En cambio en células T Jurkat, E2F1 se asocia al promotor de
BRCA1 con mayor afinidad en ausencia de dafio al ADN (Figura 25A, izquierda). Si bien
no podemos explicar esta diferencia observada en las dos lineas celulares, una posible
explicacion podria ser que E2F1 se asocia a multiples sitios en el promotor de BRCA1,
liberandose de alguno de ellos y manteniéndose unido a otros. Considerando que la
proteina Rb interacciona con el factor de transcripcion E2F1, realizamos un ChIP para Rb
y determinamos que esta proteina se asocia a la region proximal del promotor de BRCA1

y se libera luego del tratamiento con doxorrubicina en células T Jurkat (Figura 25B).

Finalmente, para confirmar que BRCA1 y E2F1 se asocian al promotor de BRCAL en la
misma region, se realizaron experimentos de Tandem-ChIP inmunoprecipitando con el
anticuerpo anti-BRCA1 seguido de una segunda inmunoprecipitacion con el anticuerpo
anti-E2F1. Al inmunoprecipitar con ambos anticuerpos observamos un enrigquecimiento en
la region proximal del promotor de BRCA1 cuando las células no habian sido expuestas a
doxorrubicina. En cambio, este enriquecimiento desaparecié luego del dafio en el ADN
(Figura 26).

= 0,0020

=

© 0,0015

=

8 0,0010 Figura 26. Tandem-ChIP-gPCR utilizando
35 anticuerpos anti-BRCAL, -E2F1 y -GAL4 a
o 0.0005 partir de células T Jurkat tratadas con
=Y §' Il s doxorrubicina (1uM, 24 h) o DMSO
Lﬁ |§ § (control). Los datos se normalizaron a %

0,0000 Locaie. NNAR [l 2 del input.
-1IKb O0Kb +62Kb

Promotor de BRCA1

<1 GAL4-GAL4 DMSO/Doxo
=1 GAL4-BRCA1 DMSO/Doxo
mmssn BRCA1-BRCA1 DMSO/Doxo
mmise BRCA1-E2F1 DMSO/Doxo

Estos resultados sugieren que BRCAL se une a su promotor a través de un complejo
proteico formado por el factor de transcripcion E2F1 y la proteina Rb. Luego del dafio en
el ADN, BRCA1 se libera de su promotor junto con la proteina Rb y la proteina E2F1

permaneceria unida al promotor de BRCA1 aunque con menor afinidad.
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1.4. E2F1y Rb intervienen en la asociaciéon de BRCA1 a su promot  or

Para determinar si la interaccion de BRCAL con su propio promotor es dependiente de la
proteina E2F1, se realizaron experimentos de BRCA1 ChIP luego de silenciar en forma
transiente la expresion de E2F1. Para lograr el maximo silenciamiento de E2F1, este
experimento se llevo a cabo en células HEK293 por transduccion con un vector lentiviral
que transporta una combinacion equimolar de dos pladsmidos: pGIPZ shRNA E2F1A y
pGIPZ shRNA E2F1B. Brevemente, las particulas lentivirales conteniendo los plasmidos
de silenciamiento para E2F1 o el plasmido control (pGIPZ shRNA Scramble) se generaron
por co-transfeccion de células HEK293LTV con distintas masas de los plasmidos de
silenciamiento y los plasmidos para generacién de particulas lentivirales (psPAX2 y
pMD2.G). Posteriormente las células HEK293 se transducieron, con tres rondas de
incubacion de dichas células con el medio de cultivo colectado a partir de los cultivos de
HEK293LTV (ver Materiales y Métodos). Luego de 72 h post-transduccion se analizaron
los niveles de expresion de E2F1 por RT-gPCR. Utilizando este método de transfecciéon
se logroé disminuir la expresiéon de E2F1 a niveles menores del 20% en todas las
condiciones testeadas (Figura 27A). Es interesante resaltar que al silenciar E2F1 también
disminuyo la expresion de BRCA1 y p300 (Figura 27B). Estos resultados sugieren que el
silenciamiento de la expresién de E2F1 afecta la expresion de numerosos factores de
transcripcion que podrian intervenir en la asociacion de BRCA1 a su promotor, ademas de
E2F1. Debido a que la técnica de transduccion con lentivirus requiere tiempos muy largos
de incubacion que podrian interferir con los resultados, intentamos abordar el
silenciamiento de E2F1 utilizando la técnica de lipofectamina. En la Figura 28A se observa
la disminucién de la expresion de E2F1 luego de transfectar transientemente las células
PC3 con una combinacion de plasmidos que codifican para shRNA E2F1. En estas
condiciones encontramos que la asociacion de BRCA1 a su promotor disminuy6 luego de

silenciar la expresion de E2F1 (Figura 28B).
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Figura 27. Las células HEK293 se transducieron con un vector lentiviral conteniendo los plasmidos que
silencian la expresion de E2F1 (pGIPZ.shRNA E2F1 A y pGIPZshRNA E2F1 B) o control
(pGIPZ.shRNA Scramble). Los vectores lentivirales se empaquetaron en células HEK293LTV
transfectadas con los plasmidos de empaquetamiento (psPAX2 y pMD2G) y los vectores de
silenciamiento para E2F1. (A) Se analizaron distintas cantidades de plasmidos por RT-qPCR para
obtener el maximo silenciamiento de E2F1. (B) Se selecciond la condicién indicada por la flecha y por
RT-gPCR se determinaron los niveles de RNA mensajero de E2F1, BRCAL y p300 utilizando primers

especificos.

Para estudiar si la asociacion de BRCA1 a su promotor es también dependiente de la
proteina Rb, se evalud la union de BRCAL a su promotor en células Saos-2, ya que esta
linea celular no expresa Rb. Para eso se realizaron experimentos de BRCA1-ChIP en
células T Jurkat tratadas o no con doxorrubicina y en células Saos-2. Como se observa
en la Figura 29, la union de BRCAL a su promotor disminuye drasticamente en la linea
celular Saos-2, que carece de RbD, lo que indica claramente que Rb es necesario para que

BRCA1 se asocie a su promotor.

En resumen, estos resultados demuestran que BRCA1 forma un complejo multiproteico
con las proteinas E2F1 y Rb, que se encuentra asociado al promotor de BRCAL. Luego
del dafio en el ADN, BRCA1 y Rb se liberan, en tanto que E2F1 permanece unido, pero

con menor afinidad, activandose la transcripcion de BRCAL.
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Figura 28. Las células PC3 se transfectaron por el método de Lipofectamina con las cantidades
indicadas de una mezcla equimolar de los plasmidos pGIPZ.shRNA E2F1 A y pGIPZ.shRNA E2F1 B o
con su control pGIPZ.shRNA Scramble. Las células se cosecharon 72 h post-transfecciéon. (A) WB
indicando los niveles de expresién de E2F1. (B) Las células PC3 se transfectaron con 3 pug de una
mezcla equimolar como se muestra en Ay 72 h post-transfeccion las células se fijaron y cosecharon. Se
realizo un BRCAL ChIP a partir de los lisados obtenidos utilizando anticuerpos especificos contra
BRCAL o IgG. El ADN inmunoprecipitado se analiz6 por gPCR utilizando primers especificos a las
distancias indicadas del promotor de BRCAL. Los datos se normalizaron a % del input.

100
@]
= 80 —=-0,4 kb
2 mm 0,0 kb Figura 29. BRCAL ChIP-gPCR a partir células T
£ 60 X1+ 62 kb Jurkat y Saos-2 tratadas o no con doxorrubicina
8 (1 uM, 24 h) utilizando anticuerpos contra
= 40 BRCA1 o IgG. Los datos se normalizaron a
= GAL4 e input.
c 20 _.
L

0 7

Jurkat Jurkat Saos-2
+ Doxo

1.5. E2F1 interviene en el mecanismo de autorregulacion de BRCAl

Luego de confirmar que la unibn de BRCA1 a su promotor requiere de la presencia de
E2F1 y Rb, se analiz6 si estas proteinas también son necesarias para la autorregulacion
de BRCAL. Para abordar esta pregunta se utilizaron dos metodologias: i) Mutaciones en
los sitios consenso del promotor de BRCAL1,; ii) Plasmidos de silenciamiento de E2F1 y

dominantes negativos.

i) Mutaciones en los sitios consenso del promotor de BRCA1 . se cotransfectaron
los plasmidos reporteros que poseen el promotor de BRCAL con dos sitios de unién de
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E2F1 mutados (E2F1M2, E2F1M3, E2F1M23) o wild type clonados rio arriba del gen de la
luciferasa junto con el pldsmido de expresion o silenciamiento de BRCAl1 o sus
respectivos controles en células T Jurkat. Los resultados obtenidos se muestran en la
Figura 30, donde se observa que la mutacion en el sitio consenso E2F1 mas distal
(E2F1M2) disminuyd la actividad transcripcional de BRCA1, sugiriendo que la actividad
del promotor de BRCAL es dependiente de este sitio. En cambio, la actividad del promotor
de BRCAL que tiene mutado el sitio proximal de union de E2F1 (E2F1M3) aumentd con
respecto al wild type (Figura 30). Cabe resaltar que la sobre-expresion de BRCAL reprimio
tanto la actividad del promotor de BRCA1 wild type como la de los mutantes (Figura 30A).
En concordancia con estos hallazgos, la disminucién de la expresién de BRCAL indujo la

actividad de todos los promotores utilizados (Figura 30B).
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Figura 30. Las células T Jurkat se cotransfectaron con (A) el plasmido de expresion pcDNA3 BRCAL,
(B) el plasmido de silenciamiento shRNA BRCA1l o sus respectivos controles (pcDNA3, shRNA
Scramble) y los plasmidos reporteros conteniendo el promotor de BRCA1 wild type (BRCAL-luc) o con
mutaciones en el sitio de unién de E2F1 distal (BRCA1M2-luc), el sitio proximal (BRCA1M3-luc), o en
ambos sitios (BRCA1M23-luc). La actividad de luciferasa se determiné 48 h post-transfeccion. La figura
muestra el promedio de 3 experimentos independientes.

El plasmido reportero que contiene los dos sitios mutados (E2F1 M23) present6 la mayor
actividad transcripcional basal, la mayor resistencia a la sobre-expresion de BRCA1 y el
mayor aumento en la actividad transcripcional del promotor al silenciar la expresion de
BRCA1 (Figura 30). Estos resultados revelan que el sitio de union de E2F1 més distal
estaria involucrado en la activacién del promotor de BRCA1 por E2F1, en cambio, la
eliminacion de ambos sitios (proximal y distal) es importante para la represion del
promotor de BRCA1 por E2F1. Cuando los dos sitios de unién de E2F1 estan mutados, el
efecto de BRCAL sobre la actividad transcripcional de su propio promotor fue atenuado, lo

que sugiere que E2F1 es necesario para que BRCA1 reprima a su propio promotor.
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ii) Plasmidos de silenciamiento de E2F1 y dominantes negativ os: Teniendo en
cuenta que la autorregulacion de BRCAL podria ser dependiente de otros sitios de unién a
E2F1, se estudi6 el efecto de la sobre-expresion de BRCA1 en la actividad transcripcional
de su promotor en presencia de plasmidos de silenciamiento para E2F1 (pGIPZ E2F1 A,
pGIPZ E2F1 B) en células T Jurkat o en presencia de plasmidos dominantes negativos de
E2F1 en células PC3. Como se observa en la Figura 31A, la disminucion de la expresion
de E2F1 con una combinacion de dos pladsmidos (shRNA E2F1 A+B) aument6
significativamente la actividad del promotor de BRCAL1 en células T Jurkat. Ademas, la
actividad del promotor de BRCAL1 disminuy6 con la sobre-expresion de BRCA1 y aument6
al silenciar la expresion de E2F1 (Figura 31B). Sin embargo, BRCAL reprimié su propia
actividad transcripcional inclusive luego de disminuir la expresion de E2F1 (Figura 31B).
De la misma forma, la sobre-expresion de E2F1 en células PC3 disminuyé la actividad
transcripcional de BRCA1, mientras que la transfeccion con los plasmidos dominantes
negativos de E2F1, aumenté la actividad transcripcional de BRCAL. Cabe destacar que
tanto el mutante que carece del dominio de transactivacion de E2F1 (pcDNA3 E2F1 1-
363) como el mutante que no puede unirse al ADN (pcDNA3 E2F1 E132) provocaron el
mismo efecto (Figura 31C). Estos resultados son consistentes con el rol represivo de
E2F1 en la actividad transcripcional de BRCAL, que ya se habia observado con los
mutantes en sitios de unién del promotor de BRCAl (Figura 30). Sin embargo, la
disminucion de la expresion de E2F1 o la pérdida de su actividad no elimina el efecto

represor que BRCAL ejerce sobre su propia transcripcion.

Dado que ninguna de las construcciones utilizadas revirti6 completamente la
autorrepresion de BRCAL, estos resultados sugieren que otras proteinas, ademas de
E2F1, deben estar involucradas en el reclutamiento de BRCA1 a su propio promotor. Sin
embargo, E2F1 ejerce un rol fundamental en este proceso de autorregulacion. Ciertas
evidencias indican que otras proteinas, como E2F4, p130, p107, CtBP1, CtBP2 y HDAC1,

podrian funcionar como puente entre BRCA1 y su propio promotor (Di et al., 2010).
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Figura 31. (A) Las células T Jurkat se cotransfectaron con el plasmido reportero BRCA1-luc, con los
plasmidos de silenciamiento de E2F1 (pGIPZ shRNA E2F1 A, pGIPZ shRNA E2F1 B, una mezcla
equimolar de ambos) o bien el plasmido control pGIPZ shRNA Scramble. La actividad de luciferasa se
determiné a las 48 h post-transfeccion. (B) Las células T Jurkat se co-transfectaron con los plasmidos
pcDNA3, pcDNA3 BRCAL, pGIPZ shRNA Scramble, pGIPZ shRNA E2F1 A y/o pGIPZ shRNA E2F1 B,
como se indica. La actividad de luciferasa se determiné a las 48 h post-transfeccion. (C) Las células PC3
se co-transfectaron con el plasmido reportero de BRCA1 y los plasmidos de expresién de E2F1 wild type
(E2F1), o con el sitio de transactivacion delecionado (E2F1 1-363), o con una mutacién en el sitio de
union al ADN (E2F1 E132) o bien con el plasmido control (pcDNA3). La actividad de luciferasa se
determiné a las 48 h post-transfeccion. La actividad de luciferasa corresponde a los valores indicados en
el eje y X 1000.

CONCLUSIONES CAPITULO 1

En esta tesis determinamos que BRCAL se asocia a su promotor formando parte de
un complejo multiproteico que incluye al menos, a E2F1 y Rb. Luego del dafio en el
ADN inducido por doxorrubicina, BRCA1 y Rb se liberan del promotor de BRCAL,
qguedando disponibles para asociarse a otros genes Yy, de este modo, participaria en
la regulacion de la respuesta al dafio en el ADN. E2F1 se libera parcialmente del
promotor de BRCA1 quedando algunas moléculas asociadas. Sin embargo, dado que
la autorrepresiéon de BRCA1 no es totalmente dependiente de E2F1, es necesario
profundizar estos estudios para dilucidar completamente los componentes que
integran este complejo multiproteico.
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CAPITULO 2

Rol de BRCAL en la sensibilidad a agentes antineoplasicos en el P Ca

2.1. Antecedentes

Estudios previos demuestran que los pacientes con mutaciones germinales en el gen
BRCA1 presentan mayor riesgo de cancer de mama y ovario (King et al., 2003) y se
asocian a un peor pronoéstico del PCa (Agalliu et al., 2009; Douglas et al., 2007; Gallagher
et al., 2010). De esta manera, tal como se discuti6 previamente en la seccion
Introduccion, los pacientes con la mutacion fundadora 185delAG, presentan un riesgo 3,5
veces mayor de desarrollar tumores mas agresivos con un grado de Gleason alto, con
respecto a los pacientes que no presentan esta mutacion (Agalliu et al., 2009). Otro
estudio realizado con alrededor de 1.286 hombres, demostr6 que los pacientes con
mutaciones en el gen BRCAL presentan mayor riesgo de recurrencia (4,3 veces) vy

mayor riesgo de muerte especifica por PCa (5,2 veces) (Gallagher et al., 2010).

Existen evidencias que sugieren que los familiares hombres de pacientes con cancer de
mama que presentan mutaciones en BRCAL tienen un mayor riesgo de desarrollar PCa
(Agalliu et al., 2009). Agalliu y col. demostraron también que los pacientes con la mutacion
185delAG presentan mayor riesgo de padecer PCa por encima de los 65 afios (Agalliu et
al., 2009).

Ademas, BRCAL interacciona con el receptor de andrégenos (AR), estimulando su
actividad, lo cual sugiere que podria tener un rol importante en el desarrollo y progresion
del PCa (Park et al., 2000; Yeh et al., 2000).

En base a esto proponemos:

OBJETIVO CAPITULO 2

Estudiar el efecto de BRCAL en la respuesta al estrés genotdxico en el PCa.
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2.2. BRCA1 aumenta la sensibilidad a doxorrubicina en PCa

En primer lugar se determinaron los niveles de expresiéon de BRCAL en distintas lineas
tumorales de prostata mediante la técnica de western blot: PC3 (insensible a andrégenos,
p53 mutado), LNCaP (sensible a androgenos, p53 wild type), 22Rv1l (sensible a
androgenos, p53 wild type) y C4-2 (insensible a andrégenos, p53 wild type). En la Figura
32 se observa que la linea celular LNCaP present6 la mayor expresion de BRCAl

mientras que la linea celular PC3 presentd la menor expresion de esta proteina.

o
o 8 E N Figura 32. Extractos de proteinas totales de las lineas
Oz T celulares de PCa se analizaron por Western blot utilizando
o 4~ O anticuerpos especificos contra la proteina BRCAl vy
BRCA1 (- B Laminina A/C. Los numeros debajo de las bandas
. : representan la cuantificacion de los niveles de expresion de
Lamining/A/C | S = a— BRCAL realizado con el software Image J, relativizado con
Induccion 1.0 30 1.4 5.9 los niveles de expresion de laminina A/C y control.

Con el objetivo de estudiar de qué manera BRCA1 modula la respuesta al dafio en el
ADN, se desarrollaron lineas celulares transfectadas establemente que sobre-expresan
BRCAL1 o tienen silenciada su expresion a partir de la linea celular PC3. Para eso, las
células PC3 se transfectaron con el plasmido de expresion pcDNA3 BRCAL; el pldsmido
de silenciamiento de BRCA1 (shRNA BRCA1) o sus respectivos controles (pcDNA3 y
shRNA Scramble) y se seleccionaron con el antibiético G418 como se indica en la seccion
Materiales y Métodos. Ademas se utilizaron las lineas celulares que tienen disminuida la
expresion de BRCA1 (LNCaP shRNA BRCAL1) y su control (LNCaP shRNA Scramble),
generadas en nuestro laboratorio (Zalazar, 2009). La Figura 33 muestra los niveles de

expresion de BRCAL en los clones seleccionados por las técnicas de WB y RT-qPCR.

Para determinar si BRCA1 modula la sensibilidad al dafio en el ADN, las células PC3 que
sobre-expresan BRCAL1 (pcDNA3 BRCAL1) y las células LNCaP o PC3 con expresion de
BRCA1 disminuida (shRNA BRCA1) y sus controles se expusieron a doxorrubicina o
etopdsido durante distintos tiempos y se analizé la viabilidad celular por la técnica de
MTS.
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Figura 33. Se determinaron los niveles de expresion de BRCAL en las lineas celulares estables
derivadas de PC3 y LNCaP. (A) Western blot utilizando los anticuerpos indicados. Los nimeros debajo
de las bandas representan la cuantificacion de los niveles de expresion de BRCAL realizado con el
software Image J, relativizado con los niveles de expresiéon de laminina A/C o B-actina y control. (B) Nivel
de expresion del ARN de BRCA1l determinado por RT-gPCR. En ambos casos se muestra un
experimento representativo de al menos tres réplicas bioldgicas.

La sobre-expresion de BRCAL en células PC3 aumentd significativamente la sensibilidad
a la doxorrubicina con respecto a las ceélulas control (Figura 34A). Asi mismo, la
disminucion de la expresion de BRCA1 en ambas lineas, LNCaP (Figura 34B) y PC3

(Figura 34C), aumento la resistencia al tratamiento con doxorrubicina.

Para determinar si la dosis inhibitoria del crecimiento 50 (GI50) a doxorrubicina se
modifica por la expresién de BRCAL se realiz6 una curva dosis respuesta y se analizé la
viabilidad celular en las células PC3 que sobre-expresan BRCA1 (pcDNA3 BRCA1) y su
control (pcDNA3). La GI50 para las células control fue de 8,64 uM de doxorrubicina, en
tanto que la sobre-expresion de BRCA1 disminuy6 la GI50 a un valor de concentracion de
doxorrubicina de 1,93 uM (Figura 35).

Notablemente, todas las lineas celulares resultaron resistentes al tratamiento con
etoposido, y la sobre-expresion o el silenciamiento de BRCA1 no afecté la sensibilidad a

esta droga (Figura 34A-B).
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Sobre-expresion de BRCA1 en PC3. Silenciamiento de BRCA1 en LNCaP.
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Silenciamiento de BRCA1 en PC3 Figura 34. Las células establemente transfectadas (A)
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doxorrubicina (2uM) y etopdsido (5uM) a los tiempos
indicados en la figura y se determiné la viabilidad celular
por la técnica de MTS. Los graficos muestran un
experimento representativo de 3 réplicas bioldgicas. Los
asteriscos representan una diferencia significativa
correspondiente a un valor de p < 0,05.

Estos resultados permiten concluir que BRCA1 aumenta la sensibilidad al tratamiento con

doxorrubicina en dos lineas tumorales de prostata que representan distinto fenotipo de la

enfermedad. Debido a la falta de terapias efectivas para los estadios avanzados del PCa,

continuamos trabajando con la linea celular PC3 cuyo fenotipo representa esta etapa de

la enfermedad.
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Figura 35. Las células estables PC3 pcDNA3 y PC3 BRCAl
fueron tratadas con las dosis indicadas de doxorrubicina durante
24h y se determind la viabilidad celular por MTS. Los gréaficos
muestran un experimento representativo de 2 réplicas bioldgicas.
Un asterisco significa una diferencia significativa con un valor de p
< 0,05 y dos asteriscos representan un valor de p < 0,01.
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2.3. BRCA1 aumenta la apoptosis inducida por doxorrubicina en e | PCa

Para determinar si el aumento en la sensibilidad a la doxorrubicina por BRCAL se debe a
la induccién de la apoptosis, las células PC3 que sobre-expresan o tienen disminuida la
expresion de BRCAL1 se expusieron a doxorrubicina y se evalud la apoptosis total por
marcacion con annexina V-FITC e ioduro de propidio seguida por analisis en citbmetro de
flujo (Figura 36).

El tratamiento con doxorrubicina indujo un aumento en el porcentaje de células en
apoptosis temprana en las lineas celulares control (pcDNA3 y shRNA Scramble) (Figura
36A,B). Notablemente la apoptosis inducida por doxorrubicina aumento significativamente
al sobre-expresar BRCA1 con respecto al control (Figura 36A). De modo similar, al
silenciar la expresion de BRCAL disminuy0 el porcentaje de células apoptéticas luego del

estrés genotoxico (Figura 36B).

Para validar estos resultados utilizando otra metodologia especifica para la apoptosis
dependiente de caspasas, se determind la actividad de caspasa 3y 7. El tratamiento con
doxorrubicina produjo un incremento en la actividad de caspasa 3/7 en las células control
(shRNA Scramble); en cambio, al disminuir la expresion de BRCA1 (shRNA BRCA1) no
aumento la actividad de caspasa 3/7 luego del dafio en el ADN (Figura 36C).

En conclusién, BRCAL1 aumenta la sensibilidad a doxorrubicina induciendo apoptosis en

células de PCa.
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Figura 36. Las células PC3 estables que sobreexpresan (pcDNA3 BRCA1) o tienen silenciada la
expresion de BRCAL1 (shRNA BRCAL) y sus respectivos controles (pcDNA3 y shRNA Scramble) se
expusieron a doxorrubicina (2 puM, 24 h) o vehiculo (DMSO). (A, B) Se determind la apoptosis por
marcacion con anexina V-FITC e ioduro de propidio y se analiz6 por citometria de flujo y (C) actividad de
caspasa 3/7. Los graficos de puntos corresponden a un experimento representativo. Los graficos de
barras muestran el promedio y desvio estandar de 3 réplicas biologicas. Los asteriscos indican un valor
de p < 0,05.
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2.4. BRCA1 modula la progresion del ciclo celular luego de | dafio en el ADN

inducido por doxorrubicina en PCa

Para determinar si BRCAL regula la sensibilidad a la doxorrubicina arrestando el ciclo
celular, las lineas celulares estables derivadas de PC3 se expusieron a doxorrubicina y
se midi6 el contenido de ADN por marcacion con ioduro de propidio y analisis por
citometria de flujo. Se comprob6 que la doxorrubicina aumenté el porcentaje de células en
fase S en los controles (Figura 37). Ademds, se determind que la sobre-expresion de
BRCA1 en presencia de doxorrubicina aument6 el porcentaje de células en fases Sy
G2/M (Figura 37A). En concordancia, el silenciamiento de BRCA1l disminuyd la
sensibilidad al tratamiento con doxorrubicina ya que no se produjo un bloqueo en la fase S

del ciclo celular (Figura 37B).

Todos estos resultados correlacionan con la variacion de la expresion de algunas
proteinas importantes en la regulacion del ciclo celular. Asi, la sobre-expresion de BRCA1
indujo p21WAFYCIPL v reprimié ciclina D1, E, A y Bl en respuesta al tratamiento con

doxorrubicina (Figura 38).

En resumen, BRCA1 aumenta la sensibilidad al tratamiento con doxorrubicina a través de

la induccién de la apoptosis y el arresto del ciclo celular en G2/M y bloqueo en la fase S.
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Figura 37. Las células estables PC3 que (A) sobreexpresan o (B) tienen silenciada la expresion de
BRCA1 fueron expuestas a doxorrubicina (2 uM 0 6 puM, 24 h) o vehiculo (DMSO). Se midi6 el contenido
de ADN por marcacién con ioduro de propidio y andlisis por citometria de flujo. Se detalla en el grafico
de barras la cuantificacion correspondiente a las distintas fases del ciclo celular de un experimento

representativo de 3 réplicas biolégicas independientes.
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2.5. La pérdida de BRCA1 aumenta la tasa de crecimiento tumora | en PCa

Con el objetivo de estudiar el rol de la proteina BRCAL en la respuesta al dafio en el ADN
in vivo, establecimos un modelo de ratones xenotransplantados con una linea estable
tumoral de préstata que tiene disminuida la expresion de BRCAL. Para ello, se inocularon
por via subcutanea ratones atimicos nude (nu/nu) con células PC3 shRNA BRCA1 o
células control (ShRNA Scramble). Luego de 14 dias se midié el volumen tumoral cada 2
dias, como se describi6 en Materiales y métodos. Como se observa en la Figura 39, el
volumen tumoral fue 3 veces mayor en los xenotransplantes que tienen silenciada la
expresion de BRCA1 respecto de los controles (P < 0,05) (Figura 39A). Ademas, la tasa
de crecimiento tumoral de los xenotransplantes shRNA BRCAL1 (5,98 mm?®/dia) result6 12
veces mayor a la tasa de crecimiento observada en los xenotransplantes shRNA
Scramble (0,50 mm?®dia) (Figura 39A). Luego de 25 dias a partir de la inoculacion de las
células, los animales fueron sacrificados, los tumores extirpados y procesados para la
obtencion de ARN total. Mediante RT-qPCR, confirmamos que los tumores shRNA
BRCA1 presentaron menor expresion de BRCA1 (disminucion del 30%) (Figura 39B). El
peso corporal de los animales no sufri6 variaciones significativas durante todo el

experimento (Figura 39C).
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Estos resultados demuestran por primera vez que la disminucion de la expresion de
BRCAL aumenta el crecimiento de tumores derivados de lineas humanas de cancer de
préstata, lo cual es consistente con la funcion supresora tumoral de esta proteina.
Ademés, este modelo animal que establecimos fue muy util para estudiar el rol de BRCA1

en la respuesta al dafio en el ADN como se discutird en el siguiente capitulo.

CONCLUSIONES CAPITULO 2

En esta tesis determinamos que BRCA1 aumenta la sensibilidad al tratamiento con
doxorrubicina a través de la induccién de la apoptosis y el arresto del ciclo celular.
Ademas, la disminucion de la expresién de BRCA1l aumenta el volumen tumoral lo
que sugiere que BRCAL funcionaria como un supresor tumoral de préstata.
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CAPITULO 3

Regulacion transcripcional por BRCAL en el PCa

3.1. Antecedentes

En estudios previos llevados a cabo en nuestro laboratorio, se realiz6 un microarray a
partir del ADN obtenido por inmunoprecipitaciéon de la cromatina con un anticuerpo
especifico para BRCAL1 (ChIP-chip) (Figura 21). Se determind que en células T Jurkat,
BRCAL se asocia al promotor de 1.328 genes y a 882 genes en las células expuestas a
radiacion UV (De Siervi et al., 2010). Agrupando estos genes segun su ontologia se
encontr6 que el 94% de los promotores estan relacionados con la regulaciéon del ciclo

celular y la respuesta al dafio en el ADN (Tabla 6).

En base a esto proponemos:

OBJETIVO CAPITULO 3

Estudiar el rol de BRCA1 como regulador transcripcional en el PCa.

3.2. BRCAL1 se asocia a los promotores de genes involucra  dos en el ciclo celular y

la respuesta al dafio en el ADN

Con el objetivo de dilucidar los mecanismos a través de los cuales BRCA1 modula la
respuesta a agentes genotoxicos en PCa, en esta tesis nos propusimos identificar nuevos
blancos transcripcionales de BRCA1 regulados en respuesta al dafio en el ADN. Para
eso, nos focalizamos en el estudio de un grupo de genes encontrados en el andlisis de
ChiIP-chip: FEN1, GADD153, BLM, H3F3B, BRCA2 y CCNB2. Estos genes intervienen en

la respuesta al dafio en el ADN, la regulacién del ciclo celular y/o apoptosis.

En primer lugar se validaron los resultados obtenidos en el array, para ello realizamos un
BRCA1 ChIP a partir de células T Jurkat. Como se muestra en la Figura 40, BRCAL se
asocia al promotor de GADD153, FEN1, BLM, H3F3B, BRCA2, CCNB2 y H2AFX en

células T Jurkat no tratadas con doxorrubicina.
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Figura 40. Se realiz6 un ChIP utilizando anticuerpos contra las proteinas BRCAL o IgG, a partir de
células T Jurkat. EI ADN inmunoprecipitado se analizé por gPCR utilizando primers para las regiones
promotoras de los genes que se indican. Los graficos de barras representan el promedio y el desvio
estandar de 3 experimentos independientes. Los datos se normalizaron a input e 1gG.

Debido a que en este trabajo de tesis encontramos un nuevo mecanismo de
autorregulacion de la proteina BRCAL en células tumorales de prostata, que también se
confirmd en la linea celular T Jurkat, investigamos la asociacién de BRCAL a estos genes
a partir de células PC3 expuestas a doxorrubicina o vehiculo. EI ADN inmunoprecipitado
se analizé por gPCR utilizando primers especificos para la region proximal al TSS de cada
uno de los genes estudiados. El gen de la B-globina se utiliz6é como control de
especificidad de enriquecimiento ya que la proteina BRCAL no se asocia al promotor de
este gen, estableciendo asi el limite de enriquecimiento especifico a aquel que fuera

significativamente mayor que el obtenido para este gen.

En la Figura 41 se observa que BRCA1l se asocia al promotor de todos los genes
estudiados. Basados en el tipo de asociacion, estos genes pueden dividirse en 2 grupos:
grupo 1: FEN1 y GADD153: esta formado por aquellos genes a los cuales BRCAL se
asocia luego del tratamiento con doxorrubicina; grupo 2: BLM, H3F3B, BRCA2 y CCNB2:

esta formado por genes a los que BRCAL se asocia en ausencia de estrés genotdxico.
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Figura 41. Se realiz6 un ChIP utilizando anticuerpos contra las proteinas BRCAl y GAL4 a partir de
células PC3 tratadas con doxorrubicina (1uM, 24h) o vehiculo (DMSO). EI ADN inmunoprecipitado se
analizé por gPCR utilizando primers especificos para las regiones promotoras de los genes que se
indican. Los graficos de barras representan el promedio y el desvio estandar de 3 experimentos
independientes. Los datos se normalizaron a input y GAL4. Un asterisco representa un enriquecimiento
especifico significativo con un valor de p < 0,05 y dos asteriscos representan un valor de p < 0,01. Los
datos se normalizaron a input y GAL4.

3.3. BRCAL regula la transcripcién de genes involucrados en el ciclo celular y la

respuesta al dafio en el ADN in vitro e in vivo

Para determinar si, ademas de asociarse a sus promotores, BRCA1 regula directamente
la expresion de estos genes en células PC3, se analizaron los niveles de expresion de los
mismos por RT-gPCR luego del tratamiento con doxorrubicina en células PC3 que sobre-

expresan o tienen silenciada la expresion de BRCAL y sus respectivos controles.

La sobre-expresion de BRCAL indujo los genes del grupo 1y reprimi6 los genes del grupo
2 (Figura 42). Estos resultados fueron corroborados utilizando las células PC3 que tienen
silenciada la expresion de BRCAL (Figura 43). Interesantemente, al modular los niveles
de expresion de BRCAL, también se modificé la expresion de estos genes luego del
tratamiento con doxorrubicina. Por ejemplo, la expresion de FEN1 aumento
sinergisticamente al sobre-expresar BRCA1l luego del tratamiento con doxorrubicina
(Figura 42).
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Figura 42.

Las células estables PC3 que sobreexpresan BRCALl (pcDNA3, pcDNA3 BRCA1) se
expusieron a doxorrubicina (1uM, 24 h) o vehiculo (DMSO) y se determinaron los niveles de RNA de los
genes indicados por RT-qPCR. Los graficos de barras representan el promedio y desvio estandar de al
menos 3 réplicas biolégicas. Un asterisco representa una diferencia significativa con un valor de p < 0,05

y dos asteriscos representan un valor de p < 0,01.
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Figura 43. La linea celular estable PC3 que tiene disminuida la expresion de BRCAL (shRNA BRCA1)
y su respectivo control (ShRNA Scramble) se expusieron a doxorrubicina (1uM, 24 h) o vehiculo (DMSO)
y se determinaron los niveles de RNA de los genes indicados por RT-qPCR. Los gréficos de barras
muestran el promedio y el desvio estandar de al menos 3 réplicas bioldgicas. Un asterisco representa
una diferencia significativa con un valor de p < 0,05 y dos asteriscos representan un valor de p < 0,01.
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Para estudiar si los 6 genes blanco de BRCA1 son regulados in vivo luego del tratamiento
con doxorrubicina, ratones atimicos nu/nu (n = 20) se dividieron en dos grupos al azar y
se inocularon por via s.c con células PC3 shRNA BRCAl (n = 10) o PC3 shRNA
Scramble (n = 10). A los 14 y 23 dias posteriores a la inoculacion de células y cuando los
tumores fueron visibles, los ratones se inyectaron con una dosis i.p. de doxorrubicina (8
mg/kg raton). Los animales se sacrificaron 24 h después de la ultima inyeccion, se
extirparon los tumores y se extrajo el ARN para analizar la expresion de los genes por RT-
gPCR. En la Figura 44 se observa que GADD153, BLM y BRCA2 son modulados por
BRCA1 y/o doxorrubicina en los tumores xenotransplantados. En el caso de FENI,
H3F3B y CCNB2, no se observaron diferencias significativas entre los tumores que
expresan BRCA1 (shRNA Scramble) y los que tienen disminuida la expresion de BRCA1
(shRNA BRCAL), como se habia observado en los experimentos con las lineas celulares.
Esta discrepancia observada entre los experimentos in vitro e in vivo la atribuimos
fundamentalmente a la diferencia de los niveles de expresion de BRCA1 ya que, mientras
que la linea celular PC3 shRNA BRCAL presenta solo un 25% de expresion de esta
proteina con respecto a la linea celular control (Figura 33B), los tumores
xenotransplantados derivados de esta linea celular expresan un 72% de expresion de
BRCA1 con respecto a aquellos derivados de la linea control (Figura 39B). Ademas, el
esquema de tratamiento por doxorrubicina utilizado in vivo para reducir el crecimiento
tumoral no fue 6ptimo ya que no se observaron diferencias en la tasa de crecimiento
tumoral entre ratones tratados o no con doxorrubicina. Es posible que, utilizando otros
esquemas de tratamiento que sean efectivos para disminuir el crecimiento tumoral, estos

genes sean regulados por doxorrubicina, tal como se observo en las lineas celulares.
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Figura 44.

Ratones atimicos nude (nu/nu) fueron inoculados con células estables PC3 que tienen
disminuida la expresiéon de BRCAL. A los dias 14 y 23 post-indculo fueron inyectados i.p. con
doxorrubicina (8 mg/kg ratén) o vehiculo (DMSO). Los animales fueron sacrificados 24 h luego de la
Ultima inyeccién, se extirparon los tumores y se analizaron los niveles de ARN mensajero de los genes
indicados por RT-gPCR. Un asterisco representa una diferencia significativa con un valor de p < 0,05.

CONCLUSIONES CAPITULO 3

En este trabajo de tesis demostramos por primera vez que BRCA1l regula la
transcripcion de genes involucrados en la respuesta al dafio en el ADN, la progresion

del ciclo celular y la apoptosis en PCa, in vitro e in vivo.
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CAPITULO 4

Regulacion transcripcional de GADD153 mediada por BRCA1

4.1. Antecedentes

El instituto Nacional del Cancer (NCI, USA) describe diferentes tratamientos para los
pacientes con PCa (http://www.cancer.gov/cancertopics/types/prostate): el tratamiento
estadndar consiste en cirugia, radiacion y hormono-terapia; ademas de protocolos
experimentales que se encuentran todavia en ensayos clinicos. Para los pacientes con
PCa avanzado, el tratamiento mas comun es el docetaxel, sin embargo, esta terapia es
solo paliativa ya que no extiende significativamente la sobrevida de los pacientes. Por lo
tanto, es critico el desarrollo de nuevos agentes para tratamientos futuros de esta

enfermedad.

En este contexto, identificar nuevas vias reguladas en el PCa es clave para desarrollar
nuevas drogas o combinaciones dirigidas contra distintas blancos y asi mejorar la
respuesta a las terapias. Ademas, el entendimiento de los mecanismos de resistencia en
tumores con mutaciones en BRCA1l ayudard a desarrollar mejores opciones de

tratamiento, como terapias personalizadas para el PCa.

Como mencionamos anteriormente, en este trabajo encontramos que BRCAL regula la
expresion de varios genes en el PCa. Uno de esos genes es GADD153, que es un factor
de transcripcion pro-apoptético regulado en células de mamifero por dafio en el ADN y
estrés en el reticulo endoplasmatico que ademas interviene en la regulacion del ciclo
celular. En estudios previos realizados en nuestro laboratorio, se determiné que el dafio
en el ADN (radiacién UV o doxorrubicina) induce la transcripcion de GADD153 en células
de PCa (Chamorro, 2008). En este trabajo de tesis determinamos ademés que BRCAL se
asocia al promotor de GADD153 luego del tratamiento con doxorrubicina (Figura 40)
induciendo directamente su transcripcion en respuesta al estrés genotoxico en lineas
celulares de PCa (Figuras 42 y 43) y en estudios in vivo utilizando un modelo murino de

xenotransplantes (Figura 44).

En base a estas evidencias, GADD153 emerge como un importante blanco regulado por

BRCA1 y por eso proponemos:
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OBJETIVO CAPITULO 4

e Estudiar el mecanismo de regulacion transcripcional de GADD153 por BRCAL.

e Estudiar el rol de GADD153 en la sensibilidad a agentes genotéxicos en el

4.2. BRCA1 se asocia al promotor de GADD153 luego del dafio en el ADN inducido

por doxorrubicina

Previamente identificamos a GADD153 como un blanco transcripcional de BRCAL (Figura
40). Con el objetivo de determinar la region del promotor de GADD153 a la que se asocia
BRCAL1, se realizaron BRCA1 ChlIP-gPCR utilizando primers especificos para distintas
regiones del promotor de GADD153 ubicados a 1.900 pb y 300 pb rio arriba 'y a 300 pb rio
abajo del TSS de GADD153. De esta manera encontramos que BRCAl se asocia
especificamente al promotor de GADD153, luego del dafio en el ADN inducido con

doxorrubicina en células PC3 (Figura 45A).
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Figura 45. (A) Se llevd a cabo un BRCAL ChIP-gPCR a partir de células PC3 tratadas con doxorrubicina
(1uM, 24 h) o vehiculo (DMSO), utilizando primers especificos para las regiones indicadas del promotor
de GADD153. El asterisco representa una diferencia significativa con respecto al control con un valor de
p < 0,05. Los datos se normalizaron a input y GAL4. (B) Ensayo de binding incubando una sonda
biotinilada de 0,7 Kb del promotor de GADD153 con los lisados de células PC3 tratadas o no con
doxorrubicina (1uM, 24h). La asociacion de BRCAL a la sonda se analizé por Western blot utilizando un
anticuerpo especifico contra la proteina BRCAL.

Este resultado se valido realizando un ensayo de binding, donde se evalué la asociacion
de la proteina BRCA1 enddgena a una sonda biotinilada que contiene una regién de 0,7
Kb del promotor de GADD153. Se utilizaron lisados de células PC3 expuestas o0 no a
doxorrubicina, y la presencia de BRCA1l asociada a la sonda en los precipitados se
analizé por western blot. Como control negativo, el ensayo de binding se realizd en

ausencia de sonda especifica. Como se observa en la Figura 45B, BRCAL se asocia a la
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sonda especifica de GADD153 con mayor afinidad luego del tratamiento con

doxorrubicina.

En resumen, utlizando ensayos in vivo (ChIP) e in vitro (ensayo de binding)
determinamos que BRCA1 se asocia al promotor de GADD153 luego del dafio en el ADN,

inducido con doxorrubicina.

4.3. BRCA1 induce la transcripcion de GADD153 luego del tratamiento con

doxorrubicina

Previamente se demostro que al sobre-expresar BRCAL1 la induccion a nivel de mensajero
de GADD153 aumentd sinérgicamente con el tratamiento con doxorrubicina (Figura 42).
Del mismo modo, al silenciar la expresiéon de BRCA1l, GADD153 no se indujo luego del
estrés genotoxico (Figura 43). Dado que BRCA1 se asocia especificamente al promotor
de GADD153 luego del tratamiento con doxorrubicina, estos resultados sugieren un efecto

directo de BRCAL en la regulacion de la transcripcion de GADD153.

Para comprobar que BRCAL induce la transcripcion de GADD153, se realizaron ensayos
de genes reporteros co-transfectando células PC3 con el plasmido GADD153-luc, que
contiene una region de 1Kb rio arriba del TSS de GADD153 clonado rio arriba del gen de
la luciferasa y con el pldsmido de expresién de BRCA1 (pcDNA3 BRCAL1) o el plasmido
de silenciamiento de BRCA1 (shRNA BRCA1) o sus respectivos controles (pcDNA3 y
shRNA Scramble). Las células se expusieron a doxorrubicina o vehiculo durante 24 h 'y

se determind la actividad de luciferasa.
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Figura 46. Las células PC3 se co-transfectaron con el plasmido reportero GADD153-luc y los plasmidos
(A) pcDNA3 o pcDNA3 BRCAL, (B) shRNA Scramble o shRNA BRCAL. Luego se trataron con
doxorrubicina (1uM, 24h) o vehiculo (DMSO) y se midi6 la actividad de luciferasa. Las barras indican el
promedio y el desvio estandar de 3 transfecciones. El experimento se repitié6 al menos 3 veces. Los
valores de luciferasa se normalizaron con los valores de proteina total y control. Un asterisco representa
una diferencia significativa con un valor de p < 0,05 y dos asteriscos representan un valor de p < 0,01.
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La actividad transcripcional de GADD153 aumentd luego del tratamiento con
doxorrubicina y esta actividad fue ain mayor al sobre-expresar BRCA1 (Figura 46A). En
concordancia, la disminucién de la expresién de BRCAL eliminé totalmente la induccion

por doxorrubicina de la actividad del promotor de GADD153 (Figura 46B).

En conclusién, BRCAL se asocia al promotor de GADD153 luego del estrés genotoxico

generado por doxorrubicina activando su transcripcion.

4.4 BRCA1 aumenta la sensibilidad a doxorrubicina en un me canismo mediado por
GADD153

Para analizar si BRCA1 aumenta la apoptosis luego del dafio en el ADN a través de la
induccion de la expresion de GADD153, se estudi6 la apoptosis inducida por

doxorrubicina luego de sobre-expresar BRCAL y silenciar la expresion de GADD153.

Para disminuir la expresion de GADD153 se transfectaron células PC3 con un siRNA
especifico para GADD153 o un siRNA Scramble como control y se determinaron los
niveles de expresion de GADD153 a distintos tiempos post-transfeccion por western blot y
RT-gPCR. El silenciamiento 6ptimo de GADD153 se produjo a las 72 h post-transfeccion
ya que, si bien a las 48 h se observé una disminucién en los niveles de mensajero (Figura

47B), la expresion de la proteina disminuy6 Unicamente luego de 72 h (Figura 47A).
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Figura 47. Las células PC3 fueron transfectadas con 50 pmol de siRNA GADD153 o siRNA control y 48
h o 72 h post-transfeccion se determiné la expresion de GADD153 por (A) Western blot y (B) RT-qPCR.
Los asteriscos significan un valor de p < 0,05.

De esta manera, las células PC3 estables que sobre-expresan BRCAL y las células
control se transfectaron con el siRNA GADD153 o siRNA scramble y a las 48 h se
expusieron a doxorrubicina. Luego de 72 h post-transfeccion se evalué la apoptosis por

marcacion con annexina V-FITC e ioduro de propidio y andlisis por citometria de flujo. En

111



Resultados y Conclusiones

la Figura 48 se observa que, tal como se mostré anteriormente (Figura 36A), el numero de
células en apoptosis temprana luego del tratamiento con doxorrubicina fue mayor al
sobre-expresar BRCAL, con respecto a la linea celular control. Al silenciar la expresion de
GADD153, el efecto de BRCAL en la induccion de apoptosis disminuyé significativamente,
por lo que se puede concluir que BRCA1 aumenta la apoptosis inducida por doxorrubicina
fundamentalmente a través de GADD153 (Figura 48). El hecho de que la induccioén de la
apoptosis al sobre-expresar BRCAL continle siendo mayor con respecto al control, ain
luego de silenciar la expresion de GADD153, indica que otras vias reguladas por BRCA1

deben tener un efecto en la apoptosis inducida por doxorrubicina.
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Figura 48. La células estables PC3 pcDNA3 y pcDNA3 BRCAL se transfectaron con siRNA GADD153 o
control, se expusieron a doxorrubicina (6 uM, 24h) y se determind la apoptosis por marcacion con
anexina V-FITC e ioduro de propidio y analisis por citometria de flujo.

Siguiendo la misma metodologia, se estudid si el arresto del ciclo celular por BRCAl
luego del dafio en el ADN se debe a la induccion de GADD153. Tal como se observo
anteriormente (Figura 37), la sobre-expresion de BRCAL1 aumentd el arresto de las células
en fase G2/M inducido por doxorrubicina. Notablemente, el silenciamiento de la expresion
de GADD153 disminuyé el arresto en el ciclo celular inducido por doxorrubicina

independientemente del nivel de expresion de BRCAL (Figura 49).
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Figura 49. La células PC3 pcDNA3 y pcDNA3 BRCAL1 se transfectaron con siRNA GADD153 o contral,
se expusieron a doxorrubicina (2 uM, 24h) y se determind el contenido de ADN por marcaciéon con
ioduro de propidio y analisis por citometria de flujo.

Estos resultados proponen un modelo molecular que explica la sensibilidad de las células
tumorales de proéstata a la doxorrubicina. Este modelo postula que en presencia de este
agente genotoxico, la proteina BRCA1 se asocia al promotor de GADD153 induciendo su
transcripcion, lo cual induce la apoptosis y el arresto del ciclo celular aumentando la

sensibilidad de las células a la doxorrubicina.
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4.5. La proteina p53 disminuye la actividad transcripcional de GADD153 y BRCA1

Evidencias previas indican que BRCAL interacciona con p53 modulando su actividad
transcripcional (Zhang et al., 1998). De este modo, en presencia de BRCA1, aumenta la
induccién del sub-grupo de genes regulados por p53 que intervienen en el arresto del
ciclo celular y la respuesta al dafio en el ADN, por sobre los genes involucrados en

apoptosis (MacLachlan et al., 2002; Ongusaha et al., 2003).

Todos los resultados previamente descriptos se basaron en el estudio de la regulacion
transcripcional por BRCAL utilizando una linea tumoral de prostata que no expresa p53.
Por lo tanto, todos los genes blancos encontrados son regulados directamente por BRCA1
de un modo independiente de su interacciébn con p53. Por lo tanto, nuestro proximo
objetivo fue determinar si la regulacion de GADD153 por BRCA1 se modifica en presencia
de p53.

En primer lugar se gener6 una linea celular estable derivada de PC3 por transfeccién con
un plasmido de expresion de p53 (pcDNA3 p53). En la Figura 50 se muestran los niveles

de expresion de p53 del clon seleccionado para trabajar.

Western blot

pcDNA3 pcDNA3 Figura 50. Se generd una linea celular estable derivada de
p PC3 por transfeccién del plasmido de expresion pcDNA3 p53 y
P53 E seleccidon con G418 (200 ug/ml). En la figura se muestran los
niveles de expresién de p53 de los clones seleccionados,
Laminina A/C analizados por Western blot.

Para determinar si p53 regula la actividad transcripcional de GADD153, se realizaron
ensayos de genes reporteros con en plasmido GADD153-luc en las lineas celulares
pcDNAS3 y pcDNAS3 p53. La actividad transcripcional del promotor de GADD153 disminuy6
en presencia de p53 (Figura 51A). Este resultado puede indicar que GADD153 es un gen
blanco de p53, o bien, que p53 regula la expresion de GADD153 indirectamente a traves

de otro gen blanco.

Se ha reportado que la proteina p53 reprime la expresién de BRCAL luego del dafio en el
ADN (MacLachlan et al., 2000a). Dado que en este trabajo se report6 que BRCAL es un
componente central en la regulacion de GADD153, una disminucion en los niveles de

BRCA1 debido a la represion de este gen por p53 podria explicar la disminucion en la
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actividad transcripcional de GADD153. Por eso, se estudio si la actividad transcripcional
de BRCA1 varia en presencia de p53 en células PC3 mediante ensayos reporteros
utilizando el plasmido BRCAl-luc. En la Figura 51B se observa que p53 reprime la
transcripcion de BRCAL. Estos resultados demuestran que p53 reprime la transcripcion de
GADD153, y uno de los mecanismos responsables de esta represion podria ser la

disminucién en los niveles transcripcionales de BRCAL por p53.
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Figura 51. Las células PC3 se co-transfectaron con el plasmido pcDNA3 p53 o el plasmido pcDNA3 y
(A) el plasmido GADD153-luc, o (B) el plasmido BRCA1l-luc. Se determind la actividad de luciferasa 48 h
post-transfeccion. Los datos se relativizaron con los niveles de proteina total y se normalizaron al
control. En las figuras se muestra un experimento representativo de tres réplicas bioldgicas, donde cada
tratamiento se realizé por triplicado.

4.6. La induccion de GADD153 por dafio en el ADN se pierde en presen  cia de p53

Para determinar el efecto de p53 en la actividad transcripcional de GADD153 luego del
dafio en el ADN inducido con doxorrubicina, se realizaron ensayos reporteros en las
células PC3 que sobre-expresan p53 (pcDNA3 p53) y control (pcDNA3) por transfeccion
con el plasmido GADD153-luc y tratamiento con doxorrubicina o vehiculo (DMSO). Tal
como se observé anteriormente luego del tratamiento con doxorrubicina se indujo la
transcripcion de GADD153 en células PC3 control (Figura 52A). Al expresar p53 se
reprimié la transcripcion de GADD153 independientemente de la presencia de
doxorrubicina (Figura 52A). En conclusion, en presencia de p53 se perdio la induccion de
GADD153 por doxorrubicina.

Para determinar si el efecto de p53 en la actividad transcripcional de GADD153 y BRCA1
luego del dafio en el ADN se ve reflejado a nivel de proteina, se determinaron los niveles
de proteina en la linea celular PC3 que expresa p53 (pcDNA3 p53) y su control (pcDNAS3),

luego del dafio en el ADN inducido con UV.

115



Resultados y Conclusiones

A. B.
pcDNA3 pcDNA3 p53

8 12 GADD1 53'IUC uv (50Jm-ﬂ) = ¥ = F
[11]
kS GADD153 e s e e
S8 1DMSO
ﬁ W Doxorrubicina 1 3 1.5 0.9
S i BRCAT | 0 s s
§ 1 06 05 03
§ ol [T P53 = T

pcDNA3 pcDNA3 :

ps3 Laminina A/C e . .-2

Figura 52. (A) Las células PC3 se co-transfectaron con el plasmido GADD153-luc y el plasmido de
expresion pcDNA3 p53 y 24 h post-transfeccion se expusieron a doxorrubicina (1uM, 24h) o vehiculo
(DMSO0). Se determind la actividad de luciferasa 48 h post-transfeccion y se relativizd respecto a los
niveles de proteina total y al control. Se muestra un experimento representativo de tres réplicas
bioldgicas, donde cada tratamiento se realizd por triplicado. (B) Las células PC3 que expresan p53
(pcDNA3 p53) o células control (pcDNA3) fueron expuestas a radiacion UV (50Jm?) y luego se
incubaron durante 1h en estufa a 37C, 5 % CO,. Se realizaron lisados de proteinas totales y se
determinaron los niveles de GADD153, BRCAL, p53 y Laminina A/C por Western blot. Los niveles de
proteina se cuantificaron utilizando el software Image J y se relativizaron con los niveles de Laminina
A/C de cada muestra y al control. En la figura se muestra un experimento representativo de dos réplicas
bioldgicas.

Tal como se observé previamente, el tratamiento con UV produjo un aumento en la
expresion de GADD153 en células PC3 (Figura 52B). En cambio, en presencia de p53, la
expresion de GADD153 no se indujo luego del dafio en el ADN (Figura 52B). Ademés, al
expresar p53, disminuyeron los niveles de BRCAL tanto en la condicién control como

luego del tratamiento con UV (Figura 52B).

Hasta el momento, el efecto de p53 en la regulacién de la expresion de GADD153 se
estudio en la linea celular PC3 modulando la expresién de p53. Para determinar si el
efecto de p53 en la regulaciébn de GADD153 observado en las células PC3 es un
mecanismo general en el PCa, se estudi6 el efecto del dafio en el ADN y BRCA1 en
células LNCaP, que expresan p53 wild type. Para esto se estudié la expresion de
GADD153 en células LNCaP luego del dafio en el ADN inducido por UV mediante el
andlisis por Western Blot. La expresion de GADD153 disminuy6 luego del tratamiento con
UV (Figura 53A).
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Figura 53. (A) Las células LNCaP se expusieron a radiacion UV (50Jm™) y se analizaron los niveles de
expresion de GADD153 por Western blot. (B) Las células LNCaP se transfectaron con el plasmido
GADD153-luc y se expusieron a UV (50Jm™), doxorrubicina (1uM, 24h) o vehiculo (DMSO) y se
determind actividad de luciferasa 48 h post-transfeccion. Los datos se relativizaron con los niveles de
proteina total.

Para analizar si la disminucién de los niveles de proteina se debe a una represion del
promotor de GADD153 luego del dafio en el ADN, se realizaron ensayos reporteros
transfectando el plasmido GADD153-luc en células LNCaP y exponiéndolas a
doxorrubicina o UV. Efectivamente luego del dafio en el ADN inducido con ambos agentes

genotdxicos se reprimid la transcripcion de este gen (Figura 53B).

4.7. La proteina BRCAL1 regula la expresion de GADD153 en presen  cia de p53

Como se demostré anteriormente, en células PC3 que carecen de p53 wild type, BRCA1
induce la expresion de GADD153 luego del tratamiento con doxorrubicina, de tal modo
que al sobre-expresar BRCA1 la induccion de GADD153 por dafio en el ADN fue aun
mayor, y en células depletadas de BRCA1l, GADD153 dej6 de ser inducible por

doxorrubicina.

Con el objetivo de estudiar el efecto de BRCA1l en la regulacion de GADD153 en
presencia de p53, se realizaron ensayos reporteros por co-transfeccion del plasmido
GADD153-luc con el plasmido de silenciamiento de BRCAL1 o su control, en células PC3
control y células PC3 que expresan en forma estable p53 (Figura 54A) o bien en células
LNCaP (Figura 54B). Las células se expusieron a doxorrubicina y se determind la
actividad de luciferasa. Tal como se observo previamente, la transcripcion de GADD153

no es inducida por doxorrubicina en células PC3 que expresan p53 (Figura 54A). Al
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silenciar la expresion de BRCA1 en las células PC3 p53 se reprimid la transcripcion de
GADD153. Ademas, la actividad transcripcional del promotor de GADD153 no vari6 en
respuesta al tratamiento con doxorrubicina, independientemente de los niveles de
expresion de BRCAL (Figura 54A).
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Figura 54. (A) Las células estables PC3 que expresan p53 (pcDNA3 p53), o (B) las células LNCaP se
co-transfectaron con el plasmido GADD153-luc y el plasmido de silenciamiento de BRCA1 (shRNA
BRCAL) o control (shRNA Scramble). Las células se expusieron a doxorrubicina (1uM, 24h) o vehiculo
(DMSO0). Se determiné la actividad de luciferasa 72 h post-transfeccion y se relativizé con los niveles de
proteinas totales. Se muestra un experimento representativo de 3 réplicas bioldgicas.

En el caso de las células LNCaP, el tratamiento con doxorrubicina reprimio la
transcripcion de GADD153 (Figura 54B). Al silenciar la expresion de BRCA1 disminuyo la
actividad transcripcional del promotor de GADD153, de modo similar al efecto de la

doxorrubicina en las células control (shRNA Scramble) (Figura 54B).

Por dltimo, para estudiar si, en presencia de p53, BRCA1l se asocia al promotor de
GADD153 en respuesta al dafio en el ADN, se realizaron ensayos de ChlIP utilizando un
anticuerpo anti-BRCA1 o IgG en células LNCaP tratadas o no con UV. Se determiné que,
en células LNCaP, BRCAL se asocia al promotor de GADD153 luego del dafio en el ADN,

tal como ocurre en células PC3 (Figura 55).
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Estos resultados permiten concluir que en el PCa BRCAL induce la expresion de
GADD153, independientemente de los niveles de p53 ya que este efecto fue observado
en células PC3 transfectadas o sin transfectar con p53 y en células LNCaP, que expresan
p53 wild type. Ademas, la proteina p53 reprime la expresion de GADD153, de modo que,
en células de PCa que expresan p53, GADD153 ya no es inducible por dafio en el ADN.
Si bien no se realizaron estudios para determinar si existe un efecto directo de p53 en la
regulacion de la transcripcion de GADD153, la represién de GADD153 luego de expresar
p53 correlaciona con una disminucion en los niveles de BRCAL. Es posible que al
interaccionar con p53, BRCAL se asocie al promotor de otros genes, probablemente
relacionados con la reparacion del dafio en el ADN y el arresto del ciclo celular, como fue

reportado en otros trabajos (MacLachlan et al., 2002; Ongusaha et al., 2003).

CONCLUSIONES CAPITULO 4

En este trabajo de tesis determinamos que, en presencia de doxorrubicina, la
proteina BRCAL se asocia al promotor de GADD153 induciendo su transcripcion, lo
cual aumenta la apoptosis y el arresto del ciclo celular sensibilizando a las células a la
doxorrubicina.

Ademas, BRCAL induce la expresion de GADD153 independientemente de los
niveles de p53, sin embargo, la proteina p53 reprime la expresion de GADD153, de
modo que, en células de PCa que expresan p53, GADD153 ya no es inducible por
dafo en el ADN.
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En este trabajo de tesis determinamos por primera vez que BRCA1 regula directamente la
transcripcion de genes que intervienen en la respuesta al dafio en el ADN, el ciclo celular
y la apoptosis en el PCa. Establecimos un mecanismo por el cual la regulacion de la
transcripcion de BRCA1l es una caracteristica fundamental en la modulacion de la
sensibilidad a los agentes genotdxicos. Ademds, generamos un modelo in vivo de
xenotransplantes de PCa que poseen disminuida la expresion de BRCA1, con el que

demostramos que BRCA1 actuaria como un supresor tumoral de prostata.

Especificamente comprobamos que BRCAL se asocia a su promotor autorreprimiéndolo.
Luego del estrés genotdxico generado por doxorrubicina, BRCA1 se libera activando su
transcripcion y se asocia a los promotores de otros genes, entre ellos GADD153
activandolo. Ademads, nuestros resultados demuestran que BRCA1l aumenta la
sensibilidad a la doxorrubicina incrementando la apoptosis y arrestando el ciclo celular a

través, al menos en parte, de la regulacion transcripcional de GADD153.

1. BRCAL es un componente central en la regulacion de su propia e xpresion

Varios grupos de trabajo intentaron dilucidar la regulacion del promotor de BRCAL en
respuesta al estrés genotdxico y la hipoxia (Andres et al., 1998; Bindra et al., 2005;
MacLachlan et al., 2000a). El consenso general es que el promotor de BRCAl es
regulado en forma dindmica adaptandose rapidamente a las condiciones celulares. Sin
embargo, los resultados obtenidos al investigar el efecto del estrés genotdxico sobre la
expresion de BRCAL son contradictorios. Asi, en estudios previos se demostré que el
estrés genotdxico reprime la expresion de BRCA1 mediante un mecanismo dependiente
de p53 (Andres et al., 1998; Fan et al., 1998a). Posteriormente, se demostrd que, si bien
la expresion de BRCA1 disminuye horas después del dafio en el ADN, hay un répido
aumento inicial en la expresion de BRCA1 que ocurre minutos después de la exposicion a
agentes genotéxicos. En este contexto se observé que BRCAL induce la expresion de
p53, y a su vez por un mecanismo de retroalimentacion negativa, p53 reprime la
expresion de BRCAL (Bae et al., 2005; Clarkin et al., 2000; MacLachlan et al., 2002; Yang
et al., 2007). Estos antecedentes sugieren que en etapas tempranas luego del estrés
genotoxico, los niveles de BRCA1 aumentan para llevar a cabo su funcién de “guardian
del genoma” participando en la reparacion del dafio en el ADN. Bajo estas condiciones, en

base a nuestro modelo, BRCA1 se libera de su propio promotor, activa su expresion y se
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“dirige” a los sitios de reparacién del ADN. En caso de que la reparacion del dafio sea
insuficiente y el dafio persista, se induciria la expresion de p53, activando el rol de p53 en
el mantenimiento de la estabilidad gendmica, reprimiendo la expresion de BRCAL y otros
genes para iniciar la muerte celular programada. No obstante, cabe destacar que p53 no
es completamente requerido para reprimir la expresion de BRCA1 luego del dafio en el

ADN, ya que la misma ocurre también en células deficientes de p53 (Xu et al., 2001).

Si analizamos el rol de BRCA1 en la regulaciéon de su propio promotor en retrospectiva, en
realidad este mecanismo se habria podido predecir. Los primeros indicios de que BRCA1
podria ser un componente en la regulacion de su propia expresion, provienen de estudios
en tejidos embrionarios de ratdn en los cuales el exdn 11 de este gen fue delecionado. En
dichos estudios, la delecion de este exdn produjo una disminucion en la localizacion
nuclear de la proteina (Thakur et al., 1997). En estas condiciones se observé un aumento
en la transcripcion de BRCA1, consistente con la pérdida de represion del promotor
debido al bloqueo de la translocaciéon de BRCA1 al ndcleo (Xu et al,, 2001). Estas
evidencias previas apoyan el modelo de autorregulacion de BRCAL propuesto en este

trabajo de tesis.

En esta tesis, describimos un nuevo e inesperado blanco transcripcional de BRCAL: el
promotor de BRCAL. Esta es la primera descripcion de un loop autorregulatorio del gen y

provee un nuevo escenario para estudiar los genes blanco de BRCAL.

2. La via E2F1/Rb es crucial en la funcion co-reguladora de la transcripcion de
BRCA1

Previamente se determind que BRCA1 interacciona con la proteina Rb y con otros
miembros de la familia E2F (Wang et al., 1997). Ademas, Rb y los factores de
transcripcion E2F se asocian al promotor de BRCAL (Bindra and Glazer, 2006; Cam et al.,
2004; Oberley et al., 2003; Wang et al., 2000a). De esta manera, el rol de BRCA1 como
integrante de un complejo de ensamblaje autorregulatorio que responde a condiciones

ambientales emergio en este trabajo como una hipétesis atractiva.

El rol de la familia Rb/E2F en la regulacion de la transcripciéon de BRCA1 no habia sido
completamente estudiada hasta el momento. En este trabajo de tesis demostramos que
BRCAL1 reprime a su propio promotor formando parte de un complejo multiproteico

integrado por E2F1 y Rb. Luego del dafio en el ADN, BRCAL1 y Rb se liberan del promotor
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de BRCA1l. También, E2F1 se libera parcialmente del promotor de BRCALl. De esta
manera se activa la transcripcion de BRCA1 quedando disponible para ser reclutada al
promotor de otros genes involucrados en la respuesta al dafio en el ADN. Previamente,
Glazer y col. demostraron que los miembros de la familia E2F (E2F1, E2F4, p107 y p130)
regulan la expresion de BRCA1 en respuesta al estrés genotoxico por interaccion con dos
sitios de unibn a E2F en el promotor de BRCA1l (Bindra and Glazer, 2006). En
concordancia con estos hallazgos, en este trabajo demostramos que el sitio proximal de
union a E2F en el promotor de BRCAL esta involucrado en la represion de BRCA1L, en
tanto que el sitio distal se asocia con la induccion del promotor de BRCAL. Por eso, la
asociacion de E2F1 al promotor de BRCAL es multivalente y en respuesta al dafio en el
ADN disminuye pero no desaparece completamente; lo cual explica el rol dual de E2F1
como activador y represor del promotor de BRCA1, mas alla de su clésica interaccion con
Rb. La asociacion de E2F1 y Rb en un complejo multivalente también explica porqué la
asociacion de estos factores al promotor de BRCAL se encuentra en una region entre el
TSS y 1 Kb rio arriba del TSS.

Nuestro trabajo demuestra claramente que en ausencia de E2F1 o Rb, BRCAL se asocia
con menor afinidad a su promotor. Sin embargo la interrupciéon de la interaccion de E2F1
con el promotor de BRCA1, ya sea por la mutacion de alguno de estos sitios o de ambos,
0 bien, por el silenciamiento de E2F1, no logré revertir el efecto de la regulacion de
BRCAL1 sobre su propio promotor. Por eso postulamos que otros factores de transcripcion
podrian formar parte del complejo multiproteico que recluta a BRCAL a su promotor, tales
como CtIP, CtBP, CREB, ZBRK1 y ETS. Estudios futuros son necesarios para determinar
la interaccion de la maquinaria de remodelamiento de la cromatina en este complejo
multiproteico. Recientemente, Di y col. encontraron que en células MCF-7 de céncer de
mama en ausencia de estrégenos, el promotor de BRCAL es regulado negativamente por
un complejo de co-represores integrado por E2F1, E2F4, Rb, pl130, CtlP, HDAC1 y
BRCA1 (Di et al., 2010). En presencia de estrogenos estas proteinas se liberan del
promotor de BRCAL1, lo cual correlaciona con un aumento en la acetilacién de histonas y

con el ensamblaje de los factores de elongacion NELF, ELL y P-TEFb (Di et al., 2010).

Todas estas evidencias, junto con el modelo propuesto en esta tesis, apoyan la idea de la
regulacion dinamica del promotor de BRCA1, y sugieren que BRCA1l orquesta la
respuesta al estrés genotdxico para que la célula “tome decisiones” frente a estimulos

adversos preservando la estabilidad gendémica.
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3. Mutaciones en el gen BRCAL: una caracteristica impo  rtante para determinar la

terapia apropiada de los pacientes con PCa

En este trabajo demostramos que la proteina BRCA1 modula la sensibilidad a agentes
genotdxicos. En particular, determinamos que esta proteina aumenta la sensibilidad a la
doxorrubicina incrementando la apoptosis y también induciendo arresto en el ciclo celular.
Ademés, generamos un modelo in vivo de xenotransplantes de PCa que poseen
disminuida la expresion de BRCAL. Con este modelo demostramos por primera vez que
la disminucion de la expresién de BRCA1 aumenta el desarrollo tumoral de préstata, lo

cual es consistente con su funcion supresora tumoral.

Las mutaciones germinales en el gen BRCAL se asocian con el riesgo elevado de cancer
de mama, ovario y con el PCa de alto grado (Douglas et al., 2007; Gallagher et al., 2010).
Sin embargo, mientras las mutaciones en BRCA1 podrian influenciar la progresion del
PCa, hay pocos estudios que evaluaron la expresion de esta proteina en los tejidos
tumorales de pacientes con PCa. Fiorentino y col. (Fiorentino et al., 2010) investigaron
este importante punto y encontraron que las muestras humanas tumorales de prostata
con tincién positiva para BRCA1 correlacionaban con alto grado de Gleason, elevado PSA
en el momento del diagndstico y mayor proliferacién tumoral, junto con un peor prondstico

para los pacientes.

Adicionalmente, nuestros resultados, que muestran que la pérdida de la funcién de
BRCAL1 esta involucrada en la respuesta diferencial a los agentes genotoxicos, podrian
explicar porqué la progresion de la enfermedad estaria favorecida por la presencia de

mutaciones en BRCAL.

Distintas evidencias pre-clinicas y clinicas sugieren que BRCA1 modula la respuesta a
agentes quimioterapéuticos. En particular, la pérdida de la funcion de BRCA1 aumenta la
sensibilidad de las células tumorales a drogas que generan dafio en el ADN como
cisplatino, bleomicina y etopésido (Carey, 2010; Husain et al., 1998; Quinn et al., 2003;
Shen et al., 1998; Taron et al., 2004). Sin embargo, otros estudios demostraron que las
células deficientes en BRCA1 son resistentes a doxorrubicina (Tassone et al., 2003).
Nuestros resultados profundizan este estudio, al dilucidar el rol transcripcional de BRCA1
en la sensibilidad a la doxorrubicina, demostrando por primera vez varios genes blanco de

BRCAL involucrados en esta respuesta.
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Los agentes quimioterapéuticos utilizados cominmente en el tratamiento del cancer de
mama y ovario causan dafio en el ADN mediante diversos mecanismos. Los inhibidores
de las topoisomerasas | y Il, tales como el etoposido, mitoxantrona, irinitecan y topotecan,
introducen rupturas temporales en las cadenas del ADN. La inhibicion de las
topoisomerasas estabiliza los complejos ADN-topoisomerasa y, de esta manera, provoca
arresto de las horquillas de replicacion del ADN, y dafio doble cadena en el mismo (Minotti
et al., 2004). Este grupo de agentes también incluye a las antraciclinas como la
doxorrubicina y la epirrubicina, que inhiben la topoisomerasa Il. Sin embargo, estas
drogas tienen mecanismos adicionales de accion, como generar puentes intracatenarios

en el ADN y radicales libres derivados del oxigeno (Minotti et al., 2004).

En este trabajo, proponemos que el PCa asociado a mutaciones en BRCA1 presentaria
una respuesta alterada a la quimioterapia, representando un nuevo subgrupo de
pacientes que podrian requerir terapias alternativas. Dado que ha habido escasos
progresos en el tratamiento del PCa cuando la terapia por deprivacion de andrégenos
fracasa, y considerando ademés que los tumores de préstata avanzados se tornan
rapidamente resistentes a todos los agentes utilizados actualmente, es inminente el
desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas basadas en la comprension de los
mecanismos moleculares que llevan a la resistencia de los tumores a las drogas
antineoplésicas. En este sentido, las mutaciones en BRCAL1 podrian determinar un
desarrollo mas agresivo de la enfermedad en pacientes con PCa localizado y, ademas
podrian responder diferencialmente a las distintas terapias; en consecuencia, cada
paciente podria recibir una terapia personalizada seguin sea o no portador de mutaciones
en el gen BRCAL. Ademas, dado que las mutaciones en p53 representan un evento tardio
en la progresion del PCa y se asocian a estadios avanzados, con un fenotipo poco
diferenciado y con la transiciébn hacia un crecimiento independiente de andrégenos
(Navone et al., 1993), evaluar la presencia de mutaciones en p53 y BRCA1 podria brindar
informacion acerca del pronostico de la enfermedad vy, asi influenciar el curso del

tratamiento.

4. BRCAL regula la transcripcion: finalmente la demostracion

Hasta el momento no se realizaron estudios que demuestren que in vivo BRCA1 regula

directamente la expresion génica. El hecho de que esta proteina contenga en su
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secuencia dos dominios de activacion transcripcional (TAD) (Chapman and Verma, 1996;
Monteiro et al., 1996; Ye et al., 2001), la capacidad del extremo C-terminal de BRCAL (aa
1528-1863) de activar la transcripcion en ensayos de fusiones hibridas (Chapman and
Verma, 1996; Monteiro et al., 1996) y la interaccién proteina-proteina con mdaltiples
componentes de la maquinaria basal de la transcripcion y con numerosos factores de
transcripcion y co-reguladores transcripcionales (Somasundaram, 2003) son fuertes

evidencias que apoyan la funcion de BRCA1 como co-regulador transcripcional.

En estudios previos llevados a cabo en nuestro grupo de trabajo se desarrollé un
anticuerpo no comercial contra la proteina BRCA1 y se validé su eficacia para ChIP (De
Siervi et al., 2010). La generacion de dicho anticuerpo constituyé una herramienta clave
para los estudios subsiguientes ya que hasta ese momento no existian anticuerpos anti-
BRCA1 que fueran Optimos para realizar esta técnica. Esto permiti6 realizar un
microarray a partir del ADN obtenido de un ChIP con este anticuerpo especifico para
BRCA1 (ChIP-chip) (De Siervi et al., 2010). En este sentido, nuestro grupo identificé por
primera vez que BRCA1 se asocia a los promotores de 1328 genes y, en las células
expuestas a UV, a 882 genes (De Siervi et al., 2010). Es interesante aclarar que més del
90% de estos genes estan involucrados en la respuesta al dafio en el ADN y en la
regulacién del ciclo celular, lo cual hasta el momento habia sido sugerido por varios

autores pero no habia sido demostrado.

Durante esta tesis doctoral, validamos los resultados obtenidos en este ChIP-chip.
Teniendo en cuenta el efecto de BRCAL en la progresion tumoral del PCa, determinamos
que, en células tumorales de prostata, BRCA1 se asocia a varios de los genes blancos
encontrados en el ChIP-chip. Mas aln, en este trabajo encontramos que BRCA1 modula
directamente la expresion de genes importantes en la respuesta al dafio en el ADN y la
regulacién del ciclo celular, tales como: FEN1, GADD153, BLM, H3F3B, BRCA2 y
CCNB2. Especificamente, BLM, BRCA2 y GADD153 resultaron ser regulados por BRCA1
in vivo. Estudios previos demostraron que mutaciones en BLM son responsables del
sindrome de Bloom, un desorden autosomico recesivo caracterizado por la inestabilidad
cromosomica; y BLM también fue implicado en la tumorigénesis gastrointestinal (Calin et
al.,, 1998). BRCA2 es inducida por vias regulatorias involucradas en el control de la

proliferacion y diferenciacion celular (Rajan et al., 1996).

En conclusion, nuestro conocimiento del rol de BRCA1l como co-regulador de la

transcripcion se estd comenzando a esclarecer. La lista de genes blancos
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transcripcionales de BRCA1 es larga, y a partir de ahora incluye también al propio
BRCAL. Pocos trabajos muestran la asociacion directa de esta proteina a los promotores
y en ese aspecto esta tesis produjo un cambio. Todavia no se sabe bien cual sera la
implicancia de este hallazgo, probablemente conocer mas sobre el rol co-regulador de
BRCA1 nos ayudard en el futuro para el disefio o mejoramiento de nuevas terapias para

el tratamiento del cancer.

5. Es GADD153 el mediador de la respuesta al dafio geno toxico regulada por
BRCA1?

GADD153 (Growth Arrest and DNA Damage), conocido también como DDIT3 (DNA-
damage-inducible transcript 3), se lo denomind asi debido a que es un gen que induce el
arresto del ciclo celular y ademas es regulado por dafio en el ADN. También, se lo
identificd6 como una proteina homdloga a la familia de proteinas que se unen al enhancer
CCAAT (C/EBPs), por ello recibe la denominacion de CHOP (C/EBP homologous protein)
(Ron and Habener, 1992).

Normalmente, GADD153 se encuentra expresada en muy bajos niveles. Se induce por el
estrés provocado por ayuno de nutrientes o durante la fase aguda de una infeccion.
También se determiné que GADD153 se induce en respuesta al estrés producido por el
tratamiento de células con ciertas toxinas (Ubeda et al., 1996), por estrés oxidativo (Ramiji
and Foka, 2002), por exposicién a UV y por la presencia de proteinas mal plegadas en el

reticulo endoplasmatico (RE) (Oyadomari and Mori, 2004).

En este trabajo encontramos que la doxorrubicina induce la expresiéon de GADD153 in
vivo, y el silenciamiento de BRCA1 suprimio esta regulacion. Focalizandonos en el estudio
de la regulacion de este gen por BRCA1, demostramos que BRCAL induce la sensibilidad
a la doxorrubicina a través de la regulacion transcripcional de GADD153. También,
mostramos que BRCAL induce la apoptosis mediada por GADD153 y el arresto del ciclo

celular en respuesta al estrés genotoxico.

Estudios previos reportaron resultados conflictivos en el rol de BRCAL sobre el control de
GADD153. Mientras que algunos estudios de deplecion génica mostraron que BRCAL
reprime la expresion de GADD153 (Bae et al., 2005; Yeung et al., 2008), otros estudios
comprobaron que BRCA1l induce a GADD153 en respuesta al dafio en el ADN

(MacLachlan et al., 2000b). Ademéas, MacLachlan y col. mostraron que la induccion de
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GADD153 por BRCA1 seguida del dafio en el ADN es especifica del tipo celular utilizado,
ocurriendo en células que contienen p53 mutado (MacLachlan et al., 2000). Estos
hallazgos concuerdan con los datos presentados en este trabajo de tesis ya que la linea
celular PC3 no expresa p53. Notablemente, encontramos que la regulacion de GADD153
por BRCAL se pierde en la linea celular LNCaP que expresa p53 wild type. Mas aun, la
restauracion de la expresion de p53 en células PC3 atenua la regulaciéon de GADD153 por
BRCAL1 en respuesta al estrés genotoxico.

Varios estudios indican que la expresion de GADD153 se induce en respuesta al estrés
celular. Recientemente se publicé que un balance entre la expresion de GADD153 versus
GRP78 determina las decisiones celulares en respuesta a las proteinas mal plegadas
(UPR); donde el primero favorece la apoptosis y el ultimo la proliferacion (Kim et al.,
2006). Previamente, se demostr6 que BRCAL juega un rol regulatorio en la UPR a través
de su habilidad de reprimir la expresion de GRP78 inclinando la balanza hacia la
apoptosis (Yeung et al., 2008). Aunque la inhibicion de la expresion de BRCAL resulta en
el aumento de los niveles de GRP78 y GADD153, es muy tentador especular que esta
respuesta sea especifica de cada tipo celular y dependiente de la expresion de p53.
Estudios futuros deberéan focalizarse para determinar de qué manera BRCA1l podria
influenciar la regulacién transcripcional de GADD153 luego de la activacion de UPR vy si el

estado de p53 esta involucrada en esta regulacion.

Recientemente, Wu y col. (Wu et al., 2009) testearon la hipétesis de que la respuesta al
estrés del RE pro-apoptotica podria ser explotada como un mecanismo para sensibilizar a
las células tumorales a las drogas quimioterapéuticas. Estos autores demostraron que los
inductores de estrés del RE, tales como tapsigargina y acido metilseleninico (MSA),
aumentaron la eficacia del paclitaxel o del docetaxel para eliminar las células cancerosas.
Ademas, la disminucion de la expresion de GADD153 por siRNA redujo el efecto del MSA
mediado por apoptosis. Nuestro estudio apoyaria la hipdtesis de que la respuesta
apoptética del estrés del RE contribuye a la sensibilizacion quimioterapéutica como una

alternativa para la terapia del cancer.

El estrés del RE puede causar muerte celular, usualmente por la activacion de la via
intrinseca de la apoptosis (Szegezdi et al., 2006). Ademas, la UPR podria regular la
magquinaria de autofagia (Ogata et al., 2006). Aunque la autofagia es principalmente
activada para proteger las células de la muerte celular (Mizushima et al., 2008), en el caso

de la UPR, la estimulacién de la autofagia podria ser requerida para activar la maquinaria
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de muerte celular (Levine and Yuan, 2005). Ciertos regimenes para el tratamiento del
cancer mostraron activaciéon concomitante del estrés del RE y la autofagia en células
tumorales (Verfaillie et al.). Ademas, estudios genéticos mostraron que la pérdida de la
funcién de GADD153 resulta en citoproteccion, mientras que su aumento de la expresion
aumenta la sensibilidad a una variedad de tipos de estrés (McCullough et al., 2001;
Zinszner et al.,, 1998). En este trabajo proponemos que cuando las células tumorales
estan expuestas a doxorrubicina, BRCAL induce la apoptosis y el arresto del ciclo celular
principalmente a través de la regulacion de la expresion de GADD153. Sin embargo, los
efectos detectados de la doxorrubicina sobre la viabilidad celular son mucho mayores que
los efectos sobre la apoptosis o el ciclo celular. Estos hallazgos y las publicaciones
mencionadas sugieren que es posible que otros procesos adicionales estén involucrados,
como por ejemplo la activacion de la autofagia. Estudios futuros son necesarios para
comprender los mecanismos moleculares precisos que regulan la activacion de la

autofagia en respuesta a la doxorrubicina en conexion con la via de BRCA1/GADD153.

6. Conclusiones finales

En resumen, dado que la mayoria de los agentes quimioterapéuticos ejercen su funcién
generando dafio en el ADN, numerosas investigaciones han intentado dilucidar el rol de
BRCA1 como un regulador del dafio en el ADN frente a estos agentes. Nuestro trabajo
demostr6 por primera vez que BRCAL tiene un rol central en la sensibilidad a
doxorrubicina en PCa. Encontramos que BRCA1 modula directamente la expresion de
varios genes involucrados en la respuesta al dafio en el ADN y la regulacién del ciclo
celular in vitro e in vivo y nos focalizamos en el estudio de la regulacion de GADD153.
Teniendo en cuenta que mutaciones en BRCA1 promueven un desarrollo mas agresivo de
la enfermedad en pacientes con PCa, y que mutaciones en p53 se asocian con un estadio
avanzado del PCa, conocer el estado de p53/BRCAL en los pacientes podria influir en la
eleccion del tratamiento mas adecuado para cada uno de ellos. Por lo tanto, la asociacién
entre BRCA1/GADD153 y p53 emerge como un atractivo blanco para el desarrollo de

nuevas estrategias quimioterapéuticas para el PCa avanzado.
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