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Tedesco Resumen

Mecanismos de accion de RSUME sobre la funcion del supresor tumoral VHL y
su impacto en el desarrollo del sindrome VHL asociados a la desregulacion de
HIF

RESUMEN
Los factores HIF son heterodimeros compuestos por dos subunidades, a y B. Mientras

gue los niveles de HIF-B son constitutivos, la estabilidad y actividad de las
subunidades HIF-1a y HIF-2a. estan finamente reguladas por los niveles de O,:
contienen un dominio de degradacion dependiente de oxigeno (ODD) que en normoxia
es blanco de hidroxilaciébn. Cuando HIF-a esta hidroxilada puede interactuar con el
supresor tumoral von Hippel-Lindau (VHL), que conformando un complejo proteico con
Elonguina C, Elonguina B, Cullina-2 y Rbx-1 promueve la poliubiquitinacion de HIF-q,
sefial necesaria para su posterior degradacion.

El sindrome de VHL es causado por mutaciones en el gen de VHL, que llevan a una
inactivacion total o parcial de su funcién y generan que la estabilidad de HIF-1a y HIF-
200 sea independiente de los niveles de O, generando una actividad constitutiva de
HIF. La desregulacién de las vias dependientes de HIF conduce a la aparicién de
tumores altamente vascularizados como producto de la desregulacién de factores pro-
angiogénicos como VEGF. En el sindrome de VHL estos tumores aparecen en el
sistema nervioso central y retina (Hemangioblastomas), en la glandula adrenal
(Feocromocitomas) y en el rifién (Carcinoma Renal de Células Claras o RCC), entre
otros tejidos. Resulta de interés determinar los mecanismos involucrados que en la
pérdida de funcion de las mutantes VHL que promueven el establecimiento de tumores
dependientes de VHL-HIF.

Nuestro grupo de trabajo aisl6 a la proteina RWDD3 o RSUME (RWD domain-
containing protein SUMOylation Enhancer) que se induce en condiciones de estrés
celular y participa a la modificacion post-traduccional conocida como sumoilaciéon. En
particular, se demostr6 que RSUME se expresa en hipoxia (HPX) e incrementa la
sumoilacion de HIF-1a, aumentando su estabilidad y actividad transcripcional. En
normoxia, RSUME aumenta los niveles de HIF-1a incluso al sobre-expresar VHL,
indicando una posible inhibicion funcional de RSUME sobre VHL. RSUME se expresa
en los tejidos caracteristicos del sindrome. Ademas, mayores niveles de ARN de
RSUME en tumores RCC correlacionan con un peor pronéstico de los pacientes,
indicando que RSUME podria ser un marcador a tener en cuenta en el desarrollo de la
enfermedad.

El objetivo de esta Tesis fue caracterizar el mecanismo molecular de accion de

RSUME sobre el sistema VHL-HIF. En el contexto de la enfermedad VHL, el trabajo se



Tedesco Resumen

centré6 en estudiar la funcion de RSUME en el establecimiento de tumores VHL
analizando su rol y mecanismos de accion sobre la pérdida de funcion de las mutantes
de VHL.

En primer lugar, utilizando un modelo celular que carece de expresién de VHL (la linea
celular RCC-786-0) determinamos que RSUME sélo afecta la estabilidad de HIF-1a y
HIF-2a cuando VHL se expresa ectopicamente. RSUME bloquea la degradacion de
HIF inhibiendo la ubiquitinacién de HIF dependiente de VHL. Confirmando que los
efectos de RSUME son directos sobre la funcién de VHL, observamos que RSUME
bloguea la degradacién de otros blancos de ubiquitinacién de VHL. Determinamos que
RSUME y VHL interacttan sin intermediarios. En el contexto celular, RSUME forma un
complejo con el dimero VHL-HIFa, que disminuye la interaccion de VHL con HIF-1y
2a, Yy asi, aumenta la estabilidad de estas ultimas.

Dado que RSUME es un potenciador de sumoilacion, se determindé que RSUME
modula positivamente la sumoilacion de VHL tanto in vitro como in vivo. Sin embargo,
observamos que RSUME bloquea la accion de VHL incluso cuando se inhibe la
sumoilacién general 0 se usa una mutante no sumoilable de VHL, indicando que la
accion de RSUME es independiente de su efecto sobre la sumoilacién de VHL.

Luego, analizamos el impacto de RSUME sobre el establecimiento de la enfermedad
VHL. Detectamos la expresion proteica de RSUME en muestras tumorales de
pacientes VHL, confirmando un posible rol de RSUME en los tumores. Ademas,
determinamos que, a diferencia de VHL salvaje, mutantes de VHL caracteristicas de la
enfermedad son incapaces de inhibir la expresion de RSUME sugiriendo un potencial
mecanismo de desregulacién de RSUME en el contexto tumoral asociado a VHL. En el
estudio de los mecanismos de accibn de RSUME, determinamos que la
sobreexpresion de RSUME potencia la pérdida de funcion de las mutantes de VHL,
evidenciado por una mayor estabilidad y actividad transcripcional de HIF-2a. RSUME
actla independientemente de su capacidad de sumoilar a las mutantes de VHL.
RSUME se une a las diferentes variantes de VHL, promoviendo una disminucién en su
interaccion con HIF-2a y en la formacién del complejo ECV, aumentando la estabilidad
de los blancos de ubiquitinacion.

Utilizando clones generados en un modelo celular de la enfermedad de VHL en los
que silenciamos la expresion de RSUME, verificamos el rol critico de RSUME en la
perdida de funcion de VHL. Menores niveles de RSUME resultaron en una ganancia
de funcién en VHL, lo que se tradujo en una disminuciéon en la vascularizacion

asociada a VEGF y en tumores mas pequefios y menos vascularizados.
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En conclusién, estudiando la funcién de RSUME en distintos modelos experimentales
y a través de estrategias experimentales complementarias, nuestros resultados
evidencian el rol fundamental de RSUME en el sindrome VHL y proponen mecanismos
moleculares para explicar la accibn de RSUME sobre VHL, enfatizando que RSUME
no solo es un promotor de la sumoilacién sino que —como en el caso de VHL- regula a
otras proteinas a través de la formacion de complejos proteicos que modifican su

funcioén.

Palabras Clave: HIF, VHL, Sindrome von Hippel-Lindau, Ubiquitinacion, RSUME,
RWDD3, Sumoilacién, VEGF
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Mechanisms of RSUME action on VHL tumor suppressor function and its impact

on the development of VHL syndrome associated with the deregulation of HIF

ABSTRACT
HIF factors are heterodimers composed by two subunits, o and . While HIF-B levels

are constitutive, the stability and activity of the HIF-1a and HIF-2a are finely regulated
by O,: they contain an oxygen-dependent degradation domain (ODD) that in normoxia
is hydroxylated. When HIF-a is hydroxylated it interacts with the tumor suppressor von
Hippel-Lindau (VHL), which forms a protein complex with Elongin C, Elongin B, Cullin-2
and Rbx-1 and promotes HIF-a polyubiquitination, necessary for its subsequent
degradation. VHL syndrome is caused by mutations in VHL gene, which lead to a total
or partial inactivation of its function. As consequence HIF-la and HIF-2a stability
become independent of the O, levels, generating a constitutive activity of HIF.
Overactivation of HIF dependent pathways leads to deregulation of pro-angiogenic
factors such as VEGF, causing the appearance of highly vascularized tumors as a
result of the. In VHL syndrome these tumors appear in the central nervous system and
retina (Hemangioblastoma), in the adrenal gland (Pheochromocytoma) and in the
kidney (Clear Renal Cell Carcinoma or RCC), among other tissues. It is of interest to
determine the mechanisms involved in the loss of function of the VHL mutants that
promote the establishment of VHL-HIF dependent tumors.

Our group isolated the protein RWDD3 or RSUME (RWD domain-containing protein
SUMOylation Enhancer), which is induced in cellular stress conditions and participates
in the post-translational modification known as sumoylation. In particular, it was shown
that RSUME is expressed in hypoxia (HPX) and increases the sumoylation of HIF-1q,
increasing its stability and transcriptional activity. In normoxia, RSUME increases the
levels of HIF-1la even when over-expressing VHL, indicating a possible functional
inhibition of RSUME on VHL. RSUME is expressed in the tissues prone to develop
VHL syndrome tumors. In addition, higher levels of RSUME RNA in RCC tumors
correlate with a worse prognosis in patients, indicating that RSUME could be a marker
to be taken into account in the development of the disease.

The objective of this Thesis was to characterize the molecular mechanism of action of
RSUME on the VHL-HIF system. In the context of VHL disease, this work has focused
on studying the role of RSUME in the establishment of VHL tumors by analyzing the
mechanisms of action on the loss of function of VHL mutants.

First, using a cellular model that lacks VHL expression (cell line RCC-786-0O) we
determined that RSUME only affects the stability of HIF-1a and HIF-2a when VHL is
ectopically expressed. RSUME blocks the degradation of HIF by inhibiting VHL-
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dependent HIF ubiquitination. Confirming that RSUME acts directly on VHL function,
we observed that RSUME blocks the degradation of other VHL ubiquitination targets.
Additionally, RSUME and VHL interact without intermediaries. In the cellular context,
we determined that RSUME forms a complex with the VHL-HIFa dimer and decreases
VHL interaction with HIF-1 and 2a, and thus, increases their stability.

As RSUME is a sumoylation enhancer, here it was determined that RSUME positively
modulates VHL sumoylation both in vitro and in vivo. However, we observed that
RSUME blocks the action of VHL even when general sumoylation was inhibited or a
non-sumoilable mutant of VHL was used, indicating that the action of RSUME is
independent of its effect on VHL sumoylation.

Then, we analyzed the impact of RSUME on the establishment of VHL disease. We
detected RSUME protein expression in VHL tumor samples, confirming a possible role
of RSUME in these tumors. In addition, we determined that, unlike wild-type VHL, VHL
disease mutants were unable to inhibit the expression of RSUME, suggesting a
potential deregulation mechanism of RSUME in the tumor context associated with VHL.
In the study of possible mechanisms of action of RSUME on VHL mutants, we
established that RSUME overexpression potentiates their loss of function, evidenced
by increased stability and transcriptional activity of HIF-2. RSUME binds to the VHL
mutants, promoting a decrease in its interaction with HIF-2a and ECV complex
assembly, thus increasing HIF stability.

Using clones generated in a VHL disease cellular model, in which RSUME was
silenced, we verified the critical role of RSUME in the loss of VHL function. Lower
levels of RSUME resulted in a gain of function in VHL. This resulted in a decrease in
VEGF-derived vascularization in vivo and smaller and less vascularized tumors.

In conclusion, studying the role of RSUME in different experimental models and
through complementary experimental strategies, our results provide new evidences of
the fundamental role of RSUME in the VHL syndrome and propose molecular
mechanisms to explain the action of RSUME on VHL, emphasizing that RSUME is not
only a promoter of sumoylation but -as seen for VHL- regulates other proteins through

the formation of complexes that modify its function.

Keywords: HIF, VHL, von Hippel-Lindau sindrome, Ubiquitination, RSUME, RWDD3,
Sumoylation, VEGF
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l. Importancia del Oxigeno: Respuesta adaptativa a la Hipoxia celular

El continuo suministro de O, a todas las células del organismo, es vital para la
sobrevida de los eucariotas superiores. Debido a la importancia metabdlica del
oxigeno, se han desarrollado sistemas eficientes para la captacién del O, atmosférico
y su distribucion a todas las células del organismo, tales como el sistema
cardiovascular, respiratorio y hematopoyético (Samanta et al., 2017; Semenza, 2007).
La respiracion celular est4 optimizada para funcionar en presiones normales de
oxigeno (normoxia). Desviaciones hacia niveles mayores a los fisiolégicos (hiperoxia)
o por debajo del requerido para un tejido (hipoxia) (Hockel y Vaupel, 2001), generan
cambios metabdlicos en las células que resultan en un incremento de especie
reactivas del oxigeno (ROS). Las especies ROS producen oxidacion de lipidos,
proteinas y acidos nucleicos, generando disfuncién y consecuentemente muerte
celular (Prabhakar y Semenza, 2015; Samanta et al., 2017; Simon, 2006).

A lo largo de la evolucion se han desarrollado mecanismos de homeostasis que
regulan finamente la concentracion de O, a la que es expuesta una célula,
manteniéndola dentro del rango fisiolégico (Semenza, 1999). Como parte del
mecanismo de homeostasis surgieron células especializadas gue tienen la capacidad
de detectar y responder al cambio en los niveles de O,. Ademas se encontré que
existen cascadas enzimaticas muy conservadas que responden a la disminucién de O,
(Bruick, 2003).

Il. Respuesta adaptativa a la hipoxia

La hipoxia puede ser fisioldgica, condiciéon en la que la demanda de oxigeno supera al
suministro por el sistema circulatorio, como durante el ejercicio muscular, en altura o
en el desarrollo que se generan disminuciones en el repertorio de O, por el crecimiento
de tejidos. También puede ocurrir en condiciones fisiopatolégicas como son la
disminucion en el suministro de oxigeno por insuficiencia vascular, insuficiencia
cardiaca, enfermedades obstructivas pulmonares cronicas o en regiones pobremente
vascularizadas de tumores en desarrollo, entre otros (Lisy y Peet, 2008; Papandreou
et al., 2005; Semenza, 1998). Frente a la hipoxia, se genera una respuesta que
involucra cambios tanto a nivel del metabolismo celular como sistémicos, y la magnitud
de dichos cambios depende del grado y de tiempo con bajas concentraciones de O,

Ante la exposicion aguda, se sucede un cambio metabdlico rapido en las células que
lleva a una disminucién repentina del consumo de O, (Figura 1). Debido a la ausencia

del ultimo aceptor de electrones de la respiracion aerobia, se genera un cambio hacia
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el metabolismo anaerobio a través de la estimulacion de la via glucolitica (Papandreou
et al., 2005). Ocurre un aumento en la expresion de enzimas de la glucdlisis y del
transportador de la glucosa (GLUT1), permitiendo que la glucosa disponible sea
suficiente para la generacion del ATP necesario para la subsistencia celular. La
expresion en enzimas como PDK1, que inhiben la entrada al ciclo de Krebs aseguran
que la célula adquiera un metabolismo anaerobio (Majmundar et al., 2010). Esto
altimo, produce una disminucion en la produccién ROS, favoreciendo la sobrevida
celular en hipoxia.

Una vez que el reportorio energético se torna limitante, se desarrollan mecanismos
para disminuir el consumo de ATP, a través de procesos como la inhibicién del ciclo

celular y la apoptosis (Papandreou et al., 2005).

A nivel sistémico, se desencadenan mecanismos que permiten dar al tejido un mayor
suministro de O, (Semenza, 2012) (Figura 1). Para ello, es necesario aumentar el flujo
sanguineo a través de la vasodilatacion de vasos pre-existentes, gatillado por el
agente vasodilatador 6xido nitrico (NO), que en hipoxia se ve aumentado por la
produccion de la éxido nitrico sintasa (iNOS) (Samanta et al., 2017; Semenza, 2000).
A su vez, es necesario que se generen nuevos vasos sanguineos que lleguen a zonas
pobremente vascularizadas. Esto es mediado por la expresién de numerosos factores
de crecimiento y citoquinas pro-angiogénicos (Rey y Semenza, 2010; Semenza, 1999).
Ademas, por aumento de la expresion de la eritropoyetina (EPO), hormona que media
la eritropoyesis en la médula dsea (Brahimi-Horn y Pouyssegur, 2007; Semenza,

1999), se genera un incremento en la dotacion de glébulos rojos en circulacion.
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Figura 1: Respuesta celular y sistémica a la hipoxia. Se muestran los principales procesos que se dan en la

respuesta adaptativa a la hipoxia. A nivel celular se desencadenan mecanismos de disminuciéon de consumo de O..
Para periodos méas prolongados se producen mecanismos que aumentan el suministro de O, a los tejidos,

normalizando sus niveles.

Si bien existen numerosos mecanismos moleculares que generan una respuesta
adaptativa a la hipoxia, los Factores de transcripcion Inducibles por Hipoxia (HIFs) han
sido descriptos, desde su descubrimiento en 1992 (Semenza y Wang, 1992), como los
reguladores maestros de la homeostasis del oxigeno (Samanta et al., 2017; Semenza,
2009).

Il. Factores Inducibles por Hipoxia (HIF)

Los factores HIF (Figura 2) son complejos heterodiméricos compuestos por
subunidades a y B. Ambas contienen en su secuencia dominios basicos de
dimerizacién y de unién al ADN, bHLH-PAS, presentes en numerosos factores de
transcripcion. Las subunidades HIF-a y HIF-B (ARNT) interaccionan a través del
dominio PAS, conformando el factor HIF y se unen al ADN por medio de los dominios
bHLH (Wang et al., 1995).
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Figura 2: Isoformas de HIF y sus diferentes dominios. Se muestra un esquema indicando los tres paralogos de HIF-

a reportadas y la subunidad HIF-18 o ARNT. Se muestran el Dominio de Degradacion Dependiente de Oxigeno
(ODDD) en amarillo, los dominios de transactivacion TAD en rojo (hacia N terminal el NAD y hacia el C terminal el
CAD), los dominios de unién a DNA bHLH en verde y en azul los dominios de dimerizacién. Se muestra el porcentaje
de similitud de aminoé&cidos entre los dominios de los paralogos HIF-1a y HIF-2a.

Méas de 1500 genes son transactivados por la uniéon especifica de HIF a sitios
denominados “Elementos de Respuesta a Hipoxia” (HRE) (Figura 3). Se caracterizan
por tener la secuencia 5-RCGTG-3 (R corresponde a A o G) y pueden estar
localizados tanto en la zona promotora del gen a ser estimulado como en regiones
distales (Prabhakar y Semenza, 2015; Semenza et al., 1996; Wang et al., 1995).

Hipoxia

Genes de
respuesta a hipoxia

R Y AN AN AN AN
mclcm\c‘-ﬁ“

Figura 3: Esquema representativo de la unién de los factores HIF al elemento de respuesta HRE. En hipoxia las
subunidades de HIF-a migran al nucleo, donde reside HIF-B. El dimero (HIF) se une al elemento de respuesta HRE,

recluta co-activadores como p300/CBP y estimula la expresion de genes de la respuesta adaptativa a hipoxia.

A la fecha se ha descripto una unica subunidad  de expresidon constitutiva y
localizacién nuclear (HIF-1B) y tres subunidades o, que son estrictamente reguladas
por los niveles de O, (HIF-1la, HIF-2a y HIF-3) (Lisy y Peet, 2008; Prabhakar y
Semenza, 2015; Schofield y Ratcliffe, 2005) (Figura 2). Mientras que HIF-1 y 2o son

capaces de unirse a HIF-B para formar un factor de trascripcion funcional e inducir
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genes de la respuesta a hipoxia (Figura 3), el rol que juega HIF-3a es aun objeto de
estudio (Duan, 2016; Samanta et al., 2017).

Una vez que los factores HIF se unen a los sitios HRE, deben reclutarse co-
activadores transcripcionales para formar un complejo de iniciacién de la transcripcion.
HIF-1 y 2o contienen dos sitios de transactivacion. En la region C-terminal se
encuentra el dominio CAD, que es regulable por O, y un dominio ubicado hacia la zona
central de la proteina denominado dominio de transactivacion N-terminal (N-TAD)
(Jiang et al., 1997; Lisy y Peet, 2008; Pugh et al., 1997) (Figura 2). Ambos dominios
reclutan a los co-activadores de la transcripcion como a CBP/p300, asi como a otros
que promueven unas robusta activacion transcripcional (Arany et al., 1996; Carrero et
al., 2000; Ema et al., 1999; Kallio et al., 1998; Pugh et al., 1997; Ruas et al., 2010)
(Figura 3).

Numerosos estudios muestran gue ambas isoformas de HIF-a regulan la expresién de
genes inducibles por hipoxia. Sin embargo, hay genes que son regulados
especificamente por HIF-1a o HIF-2a (Hu et al., 2003; Keith et al., 2011; Raval et al.,
2005). A fines de determinar las razones de dicha especificidad, se intercambiaron los
dominios de transactivacion de las variantes de HIF-o y se determind que la
especificidad de la activacion de genes estd dada por interaccion diferencial de los
dominios NAD de HIF-1 y 2a con co-factores de la transcripcion (Jiang et al., 1997;
Lau et al., 2007). Si bien HIF-1a estd expresado en casi todas las células, HIF-2a se
encuentra restringida a algunos tipos celulares (Keith et al., 2011), siendo muy
abundante en las células vasculares, indicando un fuerte rol de HIF-2a en la

vasculogénesis y angiogénesis (Keith et al., 2011; Tian et al., 1997).

1.1 Regulacion de las isoformas de HIF-a

Las subunidades de HIF no se encuentran igualmente reguladas. Mientras que HIF-13
es de expresion constitutiva y de localizaciébn nuclear, la estabilidad de las
subunidades HIF-a es principalmente regulada por maodificaciones post-traduccionales
gue dependen niveles de O,. De este modo, las subunidades o son las que limitan la
actividad transcripcional de HIF (Brahimi-Horn y Pouyssegur, 2007, 2009; Semenza,
1998, 1999). Si bien HIF-1 y HIF-2a presentan un 48% de identidad, comparten los
mecanismos moleculares que regulan su estabilidad y actividad transcripcional (Keith
et al., 2011).

Tanto HIF-1a como HIF-2a son continuamente transcriptas y traducidas, sin embargo,

en normoxia, estas proteinas son blanco de una muy rapida degradacion (vida media
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de 5 minutos aproximadamente) a través del sistema Ubiquitina-Proteasoma (Figura 4)
(Lisy y Peet, 2008; Yu et al.,, 1998). Para que ocurra la ubiquitinacion de las
subunidades HIF-a, es necesaria la previa hidroxilacion especifica de dos prolinas
presentes en una region sumamente conservada en las subunidades a (Pro 402 y 564
para HIF-1a y Pro 405 y 531 para HIF-o) (Keith et al., 2011; Loboda et al., 2010). Esta
modificacion es necesaria y suficiente para que ocurra la degradacién de HIF. Por ello,

a esta region se la denomind Dominio de Degradacion Dependiente de Oxigeno

(ODD) (Huang et al., 1998) (Figura 2).

Elonguina B
(omginas | cune2 3
Elonguina C

Degradacion por
v—/ [ Proteasoma 26S

Normoxia

-
r"
-
-
-
P
/

Induccion genes
de respuesta a hipoxia

Hipoxia

Figura 4: Regulacién de HIF-a por oxigeno: HIF estad compuesto por la subunidad HIF-18 o ARNT, de localizacion
nuclear y expresion constitutiva y HIF-a regulada por los niveles de O,. En normoxia es reconocido por las 4-
Prolilhidroxilasas (PHD) que hidroxilan a HIF-a en el dominio de degradacioén dependiente de oxigeno (ODD). Esto
permite el reconocimiento de HIF-a por el complejo proteico ECV, conformado por VHL, Elonguina C, Elonguina B,
Cullina 2 y Rbx-1, entre otros. Este complejo de actividad E3 ligasa de Ubiquitina etiqueta a HIF-a para ser degradado
en el proteasoma. En hipoxia, los sensores de O, no son funcionales, HIF-a escapa a la degradacién se dirige al nucleo

donde conforma el factor de trascripcion HIF, este se une a los elementos de respuesta HRE e induce la expresion de

genes asociados a la respuesta adaptativa a la hipoxia.

1.2 Modificaciones post-traduccionales que regulan la actividad y estabilidad
de HIF

Tal como se menciond previamente, la disponibilidad de HIF-a es el factor clave en la
regulacion de la actividad de transcripcional de HIF. A lo largo de esta seccién se
describiran una serie de modificaciones postraduccionales que se dan sobre las
subunidades de HIFo (Figura 5). Estas modifican tanto su estabilidad como la

capacidad de las subunidades HIF-a de reclutar co-activadores de la transcripcion.
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Figura 5: Modificaciones postraduccionales de las cuales HIF-1 y HIF-2a son blanco. Se indica en un esquema

representativo las principales modificaciones que han sido reportadas para cada una de las isoformas de HIF-¢.

[11.2.1 Hidroxilacion de HIF en prolinas: regulaciéon de estabilidad

La importancia del dominio ODD en las subunidades de HIF-a radica en que en su
secuencia contienen sitios consenso para que ocurra la hidroxilacion de dos prolinas
(Pro 402 y 564 para HIF-1a y Pro 405 y 531 para HIF2-a)) (Loboda et al., 2010). Esta
modificacion resulta clave para que sea posible la degradacion de las subunidades de
HIF-a por le proteasoma (Kaelin y Maher, 1998; Schofield y Ratcliffe, 2005), tal como
se desarrollarad mas adelante.

Las enzimas que catalizan dicha reaccién son las denominadas Prolilhidroxilasas.
Estas proteinas son dioxigenasas dependientes del 2-oxoglutarato y requieren para su
actividad tanto del Fe** como del O, (co-sustrato de reaccion) (Kivirikko y Myllyharju,
1998; Marxsen et al., 2004; Tandon et al., 1998). Dado que presentan una gran
sensibilidad y dependencia de los niveles de oxigeno, son reconocidas como los
verdaderos sensores del oxigeno celular (Schofield y Ratcliffe, 2005), teniendo un rol
esencial en la regulacién de la actividad de los factores HIF. De hecho, mutaciones de
HIF-a en los sitios de hidroxilacion, asi como inactivacion de las prolilhidroxilasas por
manipulacion genética o farmacolédgica, llevan a un aumento desmedido de la
estabilidad de HIF y una activacion constitutiva la via de sefializacion de los factores
HIF, que resulta independiente de los niveles de oxigeno (Lisy y Peet, 2008; Schofield
y Ratcliffe, 2005).

En humanos existen al menos tres isoformas de estas oxigenasas con capacidad de

reconocer a HIF-a e hidroxilarlo, PHD1, PHD2 y PHD3 (del inglés Prolyl Hidroxylase
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containing-domain protein), que reconocen el dominio estructural consenso dado por la
secuencia LXXLAP (Lisina, X aminoéacido, Alanina, Prolina), del dominio ODD de HIF-
1a y HIF-2a. Si bien hay reportadas tres isoformas, el silenciamiento de PHD2 es
suficiente para lograr la estabilizacion de HIF-a en normoxia y la activacién sus genes
blanco (Berra et al., 2003). Paraddjicamente, las PHD son estimuladas en hipoxia a
través de HIF-1, lo que da cuenta de una retroalimentacion negativa que regula la

actividad de este factor de transcripcion (Berra et al., 2001; Huang et al., 2002).
[11.2.2 Hidroxilacién de HIF en asparagina: regulacion de la actividad transcripcional

La hidroxilacion de HIF-a también ocurre fuera del dominio ODD. En este caso ocurre
en el dominio CAD de las subunidades HIF-a, en particular en la asparagina 803 de
HIF-1la y en la 851 en HIF-2a. La enzima encargada de catalizar dicha modificacion,
FIH (del inglés Factor Inhibiting HIF-1), es una asparagil beta-hidroxilasa que también
es una dioxigenasa dependiente de 2-oxoglutarato, O, y Fe** (Lancaster et al., 2004;
Lisy y Peet, 2008).

Se ha encontrado que la hidroxilacion en esta Unica asparagina es suficiente para
impedir la interaccion de CAD con los coactivados CBP/p300, silenciando por
completo la actividad transcripcional de HIF en normoxia (Hewitson et al., 2003; Lando
et al., 2002).

La hipoxia inhibe la hidroxilacién de CAD por FIH-1, facilitando el reclutamiento de co-
activadores al CAD. A diferencia de las PHDs, FIH-1 es menos sensible a la
disminucién de oxigeno. Por ello, la modificacién en la asparagina funciona como
interruptor molecular extra, ya que a pesar de que haya estabilizacion de las
subunidades HIF-a, en determinadas concentraciones de O, la transcripcion
dependiente de HIF se mantiene inactiva, requiriendo ain menor tension de oxigeno

para su activacion (Bracken et al., 2003; Lisy y Peet, 2008).
[11.2.3 Ubiquitinacion: regulacion de estabilidad

Tal como se mencion6 previamente, la hidroxilacion de las prolinas en los dominios
ODD de HIF-1 y HIF-2a es el paso inicial para su degradacion en normoxia. Esto
permite que las subunidades de HIF-a sean reconocidas especificamente y
etiquetadas con cadenas de Ubiquitina (Ub), sefal necesaria y suficiente para que
ocurra la degradacion de las proteinas por el proteasoma (Ohh et al., 2000; Tarade y
Ohh, 2018) (Figura 6).
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La ubiquitinacién cumple un rol clave en diversos procesos celulares como son el
control del ciclo celular, apoptosis, transduccion de sefiales, transcripcion de genes,
respuesta a estrés y autofagia, entre otros (Ciechanover y Schwartz, 2004;
Hochstrasser, 2009; Swatek y Komander, 2016). Sin embargo, la funcibn més
estudiada sobre la ubiquitinacién es la degradacion de proteinas a través del
proteasoma 26S (Livneh et al., 2016).

La ubiquitinacion es una cascada de reacciones que involucra a tres tipos de enzimas,
la activadora de ubiquitina (E1), las de conjugacion de ubiquitina (E2) y las ligasas de
ubiquitina (E3). Primero, la E1 activa la ubiquitina de manera dependiente de ATP,
luego la ubiquitina activada es transferida a la E2 que interactGa con las E3 ligasas,
quienes reconocen a su sustrato especifico, permitiendo que la Ub se una
covalentemente en una lisina de la proteina blanco (Hershko y Ciechanover, 1998)
(Figura 6). La ubiquitina es una proteina pequefia compuesta por 76 aminoacidos y
contiene siete residuos de lisina en los que se pueden conjugar otras moléculas de
Ubiquitina. Las proteinas pueden sufrir diferentes patrones de ubiquitinacién como la
mono ubiquitinacién: una Unica ubiquitina estéd unida a la proteina; multi-ubiquitinacion:
multiples ubiquitinas individuales estan vinculadas a la proteina o poli-ubiquitinacion:
una cadena de poli-ubiquitina esta vinculada a la proteina (Ciechanover y Schwartz,
2004; Swatek y Komander, 2016). El tipo de ubiquitinacion determina el destino la
proteina blanco. La mono ubiquitinacion estd involucrada en diferentes procesos
celulares tales como endocitosis, reparacion del ADN, regulacion de histonas y
transporte de proteinas; la multiubiquitinacion esta implicada en la endocitosis y la poli-
ubiquitinacién tiene un papel bien conocido en la degradacién proteica dirigida por el
proteasoma 26S (Haglund et al., 2003; Hershko y Ciechanover, 1998; Lub et al.,
2016).
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Figura 6: Esquema representativo del sistema Ubiquitina Proteasoma. Mecanismo de ubiquitinacion de proteinas

~ -

en su camino a la degradacién por el proteasoma 26S. La proteina E1 activadora dependiente de ATP, E2 conjugasa
de Ubiquitina y E3 ligasa de Ubiquitina de la proteina blanco o target, que controla la especificidad de sustrato de la
reaccion. La proteina ubiquitnada puede ser reconocida por el Proteasoma 26S que la degrada activamente. También,
enzimas Deubiquitinasas (DUB) pueden revertir la ubiquitinaciéon de una proteina target. Esquema adaptado de (Lub et
al., 2016).

En particular, para las subunidades de HIF-1y 2, la ubiquitinacion ocurre gracias al
reconocimiento especifico, de los HIF-a hidroxilados, por el supresor tumoral von
Hippel-Lindau (VHL), que conformando un complejo con otras proteinas, tiene funcién

de E3 ligasa de Ubiquitina, tal como se desarrollard mas adelante.

111.2.3.1 E3 ligasa de Ubiquitina de HIF-o

Como se explicd anteriormente, la ubiquitinacibn de HIF es la principal via de
regulacion de su estabilidad en normoxia. La determinacion de cudl es la E3 ligasa de
ubiquitina especifica de HIF-a se dio a través del estudio del sindrome hereditario von
Hippel-Lindau o VHL. En esta enfermedad, la pérdida de funcién de la proteina VHL
lleva a tumores altamente vascularizados que sobre-expresan en forma desmedida
proteinas caracteristicas de la respuesta a hipoxia (Gossage et al., 2015; Gossage et
al., 2014; Kaelin y Maher, 1998; Maher et al., 2011). Cuando se utilizaron células que
no expresaban VHL, se vio que habia elevados niveles de genes que son blanco
transcripcionales de HIF como VEGF y GLUT-1, tanto en normoxia como hipoxia. La
expresion ectopica de VHL resulté una disminucion de la expresion de dichos genes

en normoxia, restaurando su fenotipo salvaje (Gnarra et al., 1996; lliopoulos et al.,
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1996; Kaelin y Maher, 1998), indicando que VHL media la inhibicién de los factores
HIF. Esto fue corroborado posteriormente (Maxwell et al., 1999) en estudios que
demostraron que en normoxia, VHL se une a HIF-la y es responsable de la
degradaciéon de HIF-1a oxigeno-dependiente. Sumado a esto, ensayos in vivo en
células deficientes para VHL o con células que expresaban VHL mostraron que
aguellos ratones inyectados con células expresando VHL presentaron menor
formacion de tumores (Bae et al., 2004; lliopoulos et al., 1995; lliopoulos et al., 1996),

demostrando el rol de VHL como un supresor tumoral.

A partir de estos descubrimientos, se llevaron a cabo estudios bioquimicos para
determinar el mecanismo por el cual VHL ejerce su funcion sobre HIF. VHL forma un
complejo con las proteinas Elonguina C, Elonguina B y Culina-2 (complejo ECV)
(Kaelin y Maher, 1998; Kibel et al., 1995; Nguyen et al., 2015; Ohh et al., 1998).
Estudios sobre el complejo ternario ECV indicaron que las proteinas con las que VHL
interactla presentan homologia con proteinas de un complejo proteico de levaduras
con funcién de E3 ligasa de ubiquitina, el complejo SCF. La Elonguina C es homdloga
a Skpl, Elonguina B a la ubiquitina y la Culina- 2 a la Culina SFC (Stebbins et al.,
1999). Se determind que VHL funciona como la proteina encargada del
reconocimiento especifico de HIF1l-a y HIF-2a. en la cascada de ubiquitinacién
(Gossage et al., 2015; Kaelin, 2008, 2017; Kaelin y Maher, 1998) (Figura 7).

ATG ATG ( Cul 2 )
VHL B o B
1 54 63 155 192 204 213
Reconocimiento de sustrato Reconocimiento de sustrato

Figura 7: Esquema representativo de complejo ECV. Se muestra un esquema indicando los dominios de la proteina
VHL. A través del dominio ¢, VHL se une a Elonguina C, Elonguina B, Culina-2 y Rbx1, conformando el complejo ECV.

El dominio B de VHL es la regién por la cual se da el reconocimiento especifico de sustrato.

La formacion del complejo ECV es critica para la funcion de VHL sobre la regulacién
de HIF. De hecho, mutantes de VHL, incapaces de unirse a Elonguina C, presentaron
incrementada expresion de genes regulados por HIF (Lonergan et al., 1998). En linea
con esto, se ha visto que gran parte de las mutaciones sobre VHL que inactivan su

funcion y que presentan fenotipo tumoral desestabilizan la unién con Elonguina C
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(Kaelin, 2017; Nordstrom-O'Brien et al., 2010; Stebbins et al., 1999; Varshney et al.,
2017).
Se introducirdn detalles sobre el supresor tumoral VHL en secciones subsiguientes de

esta introduccion.

[11.2.4 SUMOilacion; regulacion de estabilidad y actividad

En los eucariotas existen alrededor de veinte proteinas que pertenecen a la familia de
Ubiquitina. Las proteinas similares a Ubiquitina o UBLs (del inglés Ubiquitin-like
proteins) se asemejan en secuencia y/o estructura tridimensional a la Ubiquitina (Hay,
2005; Schulman, 2011; van der Veen y Ploegh, 2012).

Dentro de las UBLs se encuentra a los péptido SUMO (Small Ubiquitin-Like Modifiers),
que si bien presentan baja identidad de secuencia con la ubiquitna (20%), tienen alta
homologia estructural (Hay, 2005). A la fecha, en vertebrados, se han identificado
cinco variantes de SUMO (SUMO1-5), siendo SUMO1, SUMO2 y SUMO3 las mas
estudiadas (Han et al., 2018).

Asi como la Ubiquitina, los péptidos SUMO se unen covalentemente a lisinas en las
proteinas blanco, utilizando una cascada enzimatica semejante a la de ubiquitinacion.
La reaccion ocurre en tres pasos, SUMO es activado en forma dependiente de ATP
por la E1 (SAE1/SAE2 en humano), para formar el intermediario E1-SUMO. Luego es
transferido a la E2 conjugasa de SUMO, Ubc9 y finalmente el mismo Ubc9 transfiere
SUMO al sustrato. A diferencia de la ubiquitinacion, en la que se requiere la accion de
una E3 ligasa que reconoce especificamente al sustrato, en la sumoilacion Ubc9 lo
reconoce directamente y cataliza la conjugacion de SUMO (Geiss-Friedlander y
Melchior, 2007; Hay, 2005; Wilkinson y Henley, 2010). Existen numerosas E3 ligasas
de SUMO, que actian como una plataforma o scafold que acerca la Ubc9-SUMO al
sustrato facilitando la conjugacion (Figura 8) (Geiss-Friedlander y Melchior, 2007; Hay,
2005; Wilkinson y Henley, 2010).

La mayoria de los sitios de sumoilacién son reconocidos por poseer el motivo W-K-X-E
0 ¥-K-X-D (donde ¥ es un aminoacido grande hidrofébico, X puede ser cualquier
aminoacido, K es la lisina aceptora, E es el glutamato y D es asparagina) (Duprez et
al., 1999; Rodriguez et al., 2001), aunque existen varios sitios de sumoilaciéon que no
se ajustan a los sitios consenso (Geiss-Friedlander y Melchior, 2007; Han et al., 2018;
Wilkinson y Henley, 2010).
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Figura 8: Cascada de Sumoilacién de proteinas. SUMO es sintetizado primero como una pre-proteina que madura
por una protedlisis mediada por una SUMO isopeptidasa (SENP) que expone el residuo de glicina C-terminal. La
activacién es por la enzima E1 (Aosl/Uba2 en S. cerevisiae, SAE1/SAE2 en humanos). Luego el SUMO pasa a Ubc9,
de donde es conjugada en un residuo lisina de la proteina blanco. Las SUMO ligasas E3 funcionan como adaptadores
entre Ubc9 y el sustrato para aumentar la eficiencia y especificidad de la reaccién. Las isopeptidasas pueden de-
conjugar SUMO de la proteina blanco liberando SUMO.

Debido a la accion de las enzimas isopeptidasas de SUMO (SENP1-3 y SENP5-7) la
sumoilaciéon es una modificacion reversible, ya que estas cortan el enlace isopeptidico
entre SUMO y sus sustratos. Ademas, cumplen un rol esencial en la cascada de
sumoilacién, ya que procesa a los péptidos SUMO recién sintetizados para activarlo en
el proceso de maduracién, dejando SUMO disponible para ser conjugado (Geiss-
Friedlander y Melchior, 2007; Hay, 2005).

Respecto a la sumoilacion de los factores HIFs, existe un reporte que describe que
HIF-2o. es sumoilada en hipoxia en la lisina 394 (van Hagen et al.,, 2010). Esta
modificacion lleva a la degradacion de HIF-2a por E3 ligasas de ubiquitinas
dependientes de SUMO, como la proteina RNF4 (van Hagen et al., 2010).

Por su parte, HIF-1a es blanco de sumoilacién en las Lisinas 391 y 477 en hipoxia y su
impacto en la estabilidad y actividad transcripcional ha sido ampliamente discutido
(Bae et al., 2004; Carbia-Nagashima et al., 2007; Chan et al., 2011; Cheng et al., 2007,
Jiang et al., 2015; Li et al., 2014; Li et al., 2007; Nunez-O'Mara y Berra, 2013; Shao et
al., 2004; Ulrich, 2007). En los ultimos afios, y en linea con trabajos previos de nuestro
laboratorio y otros (Bae et al., 2004; Carbia-Nagashima et al., 2007), numerosos
grupos han reportado a la sumoilacién como un modulador positivo de la estabilidad y
actividad de HIF-1a (Chan et al., 2011; Han et al., 2015; Jiang et al., 2015; Li et al.,
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2014; Mei et al., 2014), aunque hay algunos trabajos que describen que la sumoilacion
de HIF-1a produce una disminucién en su estabilidad (Cheng et al., 2007; Kang et al.,

2010) o en su actividad transcripcional (Berta et al., 2007; Kang et al., 2010).

[11.2.5 Otras Modificaciones postraduccionales sobre HIF

Se han reportado ademas otras modificaciones sobre HIF que no seran desarrolladas

a lo largo de la presente Tesis (Figura 5):

La acetilacion de la Lisina 532 ubicada en el dominio ODD de HIF-1a por la acetil-
transferasa ARD-1 (Jeong et al., 2002) ocurre independientemente de los niveles de
O,. Dicha modificacion favorece la interacciéon de HIF-1a con VHL aumentando la
degradacién via proteasoma 26S (Jeong et al., 2002). Para HIF-2a, se ha descripto
que ocurre acetilacion en las lisinas K385, K685 y K741 (Dioum et al., 2009). Esta
modificacion puede ser revertida por la proteina de la familia de las sirtuinas SIRT-1 en
hipoxia, incrementando la actividad de HIF-1 y HIF-2 (Chen et al., 2011; Keith et al.,
2011).

La fosforilacion de HIF ha sido ampliamente estudiada, encontrdndose numerosos
sitios en las subunidades de HIF-a que impactan en la estabilidad, actividad y
localizacién nuclear (Keith et al., 2011; Kietzmann et al., 2016).

Finalmente, recientemente se ha descripto que en normoxia, HIF-1la es blanco de
metilacion en la lisina 32, por la metiltransferasa SET7/9. Independientemente de la
regulacion de la estabilidad de HIF-a en el citoplasma por VHL, la metilacion ocurre en
el nudcleo promoviendo la degradacion de HIF mediante el sistema Ubiquitina

Proteasoma (Baek y Kim, 2016).

V. Supresor Tumoral von Hippel-Lindau

El gen de VHL codifica para una proteina de 213 aminoacidos (24-30Kda) (pVHL). En
la proteina se distinguen dos dominios, el dominio a (tres a hélices) en la region C-
terminal, comprendido entre los aminoacidos 155 a 192, y un dominio B hacia el N-
terminal, comprendido entre los aminoacidos 64 a 154, (siete hojas B) (Gossage et al.,
2015; Kaelin, 2017; Stebbins et al., 1999). Ambos dominios tienen funciones
diferenciales asociadas respecto a la regulacion de HIF-a (Figura 7).

El dominio a esta codificado por el exdn 3 de VHL, y es el responsable de la unién de
VHL a Elonguina C. La region comprendida entre los amino&cidos 89 a 157 esta en
intimo contacto con la Elonguina C, estabilizando dicha interaccion. EI dominio B esta

codificado por los exones 1 y 2. Este, es responsable del reconocimiento y union de
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sustratos, como HIF-a hidroxilado (Figura 4 y Figura 7) (Gossage et al., 2015;
Gossage et al., 2014; Stebbins et al., 1999). Mutaciones en este dominio disminuyen la
afinidad de VHL por HIF-1a, sin afectar la formacion del complejo ECV (Hansen et al.,
2002). En el dominio [ también radican puntos calientes de mutacion
desencadenantes de tumores asociados a la desregulacién de HIF (Calzada, 2010;
Nordstrom-O'Brien et al., 2010; Razafinjatovo et al., 2016; Stebbins et al., 1999).

VHL presenta funciones que son independientes de la regulacién de HIF-a. Se han
descripto numerosas proteinas cuya ubiquitinacién estd mediada por VHL: el receptor
EGFR, las subunidades de la ARN polimerasa RPB1 y hsRPB?7, la proteina kinasa C
atipica (PKC), la proteina Sprouty2, el receptor -adrenérgico I, la proteina AUKRA, el
receptor de Estrégenos alfa (ER-a) y el co-regulador de la transcripcién la proteina
MYBBP1A o p-160 (Jung et al., 2012; Lai et al., 2011a; Zhang y Zhang, 2018; Zhang y
Yang, 2012). Ademés se han descripto funciones de VHL mas alla de su rol como E3
ligasa de Ubiquitina, impactando en procesos como el mantenimiento de las cilias
primarias, el control de la formacion de la matriz extracelular, regulacion de la
apoptosis, regulacién de la transcripcién, control de la senescencia celular, entre otros
(Kaelin, 2004; Li y Kim, 2011; Tarade y Ohh, 2018). Si bien se ha avanzado en la
comprension de estos procesos en los que esta involucrado VHL y se han identificado
rutas de sefializacion afectadas por la ausencia de VHL en diferentes tipos de tumores
(Kaelin, 2017; Tarade y Ohh, 2018; Zhang y Zhang, 2018; Zhang y Yang, 2012). A lo
largo de esta Tesis nos centraremos en la via mas estudiada de VHL, que es la
regulacién de la estabilidad de las subunidades de HIF por ubiquitinacién, con foco en

los escenarios que llevan a la pérdida de funcién de VHL, elevando a HIF.

V. RSUME o RWDD3

En el estudio de las vias moleculares que llevan al establecimiento de tumores
hipofisarios, a partir de la linea celular lactosomatotrofa de rata (GH3), sobreexpresora
del transductor de la via de sefalizacién de citoquinas gp130, en nuestro laboratorio
fue clonado por la técnica de Diferential Display, un gen que codificaba para una
proteina de 195 aminoacidos que posteriormente se denomin6 RSUME (por RWD-
containing SUMO Enhancer) o RWDD3 (Carbia-Nagashima et al., 2007). Estas células
presentaban elevada capacidad tumorigénica y angiogénica (Castro et al., 2003), lo
gue posteriormente llevd a que en el estudio de las funciones de RSUME se
analizaran blancos tales como HIF, ampliamente involucrado en la angiogénesis

asociada a HPX (Carbia-Nagashima et al., 2007).
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Desde su descubrimiento, se han identificado siete variantes de splicing alternativo de
ARN mensajero de RSUME, en humanos. Cinco de ellas codifican para diferentes
isoformas de la proteina, mientras que las dos restantes, debido a la presencia de un
codon prematuro de terminacion, son blanco de degradacion por el mecanismo NMD
(del inglés non-sense mediated decay) (Gerez et al.,, 2013). En nuestro laboratorio
hemos enfocado los estudios funcionales principalmente en la variante de 195
aminoacidos (NM_001128142), que no presenta diferencias con la isoforma larga de
RSUME de 267 aminoacidos (NM_015485), respecto a la sumoilacion como en la
estabilizacién de HIF (Gerez et al., 2013).

RSUME contiene en su secuencia un Unico dominio que abarca los primeros 128
aminodcidos, el dominio RWD (Carbia-Nagashima et al., 2007; Gerez et al., 2013).
Estos dominios reciben su nombre a partir de tres grandes familias de proteinas donde
se lo ha encontrado presente: proteinas con dominios RING-finger, proteinas con
repeticiones WD vy helicasas de tipo DEAD (DEXD) de levaduras. Si bien no se
conocia su funcién, en base a estudios estructurales ha sido propuesto como un
dominio de interaccion proteina-proteina (Doerks et al., 2002).

Una vez identificada la proteina, se estudié su sub-localizaciéon celular. RSUME se
encuentra tanto en citoplasma como en nucleo, a pesar de que no presenta sefales de
localizacién nuclear NLS, lo que implicaria que RSUME puede migrar al nucleo
mediante la interaccion con algunos de sus blancos de accién (Carbia-Nagashima et
al., 2007). La expresion de RSUME es estimulada por estrés celular como el estrés
térmico y la hipoxia (Carbia-Nagashima et al., 2007). En linea con esto Ultimo, y
apoyando un posible rol de RSUME como mediador de la adaptaciéon a estrés,
RSUME se encuentra aumentado en zonas hipdxicas de gliomas y de tumores de
hipdfisis (Carbia-Nagashima et al., 2007; Chen et al., 2018; He et al., 2017; Ji et al.,
2018; Shan et al., 2012).

Andlisis del perfil de expresion y distribucién de RSUME en tejidos sanos humanos,
por Microarrays, revelaron que el ARN de RSUME se encuentra mayormente
expresado en tejidos como cerebelo, hipdfisis, corazoén, rifidn, higado, pancreas,
préstata, estbmago, bazo y glandula adrenal (Carbia-Nagashima et al., 2007) (Figura
9).
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Figura 9: Distribucién de RSUME en tejidos humanos sanos. Se estudié la expresion de RSUME por hibridacién de
una membrana de transferencia puntual de ARN mensajero comercial con la sonda de ADNc de RSUME seguida de un
analisis densitométrico semicuantitativo. Los tejidos con los niveles de expresion mas significativos estan sombreados
en gris, y aquellos de interés para el desarrollo de la patologia VHL en los que RSUME se encuentra aumentado en
azul.

Ademas, y de interés en el estudio de RSUME como un modulador de la adaptacion
tumoral, se encontrd expresion de RSUME en tumores que se dan en estos tejidos,
como son adenomas de hipdfisis (He et al., 2017), gliomas (Carbia-Nagashima et al.,
2007; Fuertes et al.,, 2018; Gerez et al., 2013; Ji et al., 2018; Shan et al., 2012),
glioblastomas (Chen et al., 2018), insulinomas de pancreas (Wu et al., 2016), tumores
asociados a la pérdida de VHL (Feocromocitomas en glandula adrenal,
Hemangioblastomas en Sistema Nervioso Central y Carcinoma Renal de Células
Claras, RCC) (Gerez et al., 2015), asi como fue asociado junto a otros 15 genes como

un predictor de riesgo en cancer de mama (Huang et al., 2013; Schneider et al., 2015).
V.1 RSUME como modulador positivo de la sumoilacién

El dominio RWD presenta similitud estructural con la conjugasa de SUMO E2, Ubc9,
pero no tiene actividad de conjugasa (Nameki et al., 2004). RSUME cumple un rol
estimulatorio en la cascada enzimatica de sumoilacion a varios niveles, facilitando la
interaccion de Ubc9 con la maquinaria de sumoilacion, favoreciendo la union thioéster
entre Ubc9 y SUMO, paso limitante en la reaccion de sumoilacion y estimula favorece

la transferencia de SUMO 1, 2 y 3 a los sustratos de sumoilacion. Esta propiedad
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como modulador positivo de la cascada de sumoilacion depende de la integridad del
dominio RWD de RSUME (Carbia-Nagashima et al., 2007). Se ha establecido el
impacto de RSUME sobre la sumoilacién de diferentes blancos asociados a la
respuesta a estrés celular, como son: el receptor de Glucocorticoides (GR), regulando
su actividad transcripcional (Druker et al., 2013); inhibicion de la via de NFkB por la
sumoilacion y consecuente estabilizacion del inhibidor IkB (Carbia-Nagashima et al.,
2007), el aumento de la sumoilacion del supresor tumoral PTEN por RSUME
promueve su estabilizacion (Wu et al., 2016) y por altimo, como se discutira mas
adelante, RSUME promueve la sumoilacién de HIF-1a aumentando su estabilidad y
actividad (Carbia-Nagashima et al., 2007).

‘f’

Actividad transcripcional Estabilizacién: aumento de Actividad transcripcional Estabilizacién: aumento de
NFKB actividad transcripcional de PTEN de GR actividad transcripcional de HIF

Figura 10: RSUME modula positivamente la sumoilacién. Esquema representativo de las proteinas en las cuales se

ha descripto que RSUME actiua como modulador positivo de la sumoilacién. La sumoilacién de IkB inhibe la via de
NFkB, repercutiendo en la respuesta inflamatoria. RSUME incrementa la estabilidad del supresor tumoral PTEN, que
regula la proliferacién celular. Ante un aumento en su sumoilacion, el receptor GR incrementa su actividad
transcripcional, estimulando genes de la respuesta a estrés celular. En hipoxia, RSUME promueve la sumoilacion de

HIF-1¢, aumentando su estabilidad y actividad, actuando positivamente en procesos como la angiogénesis.

Considerando el impacto de RSUME sobre la sumoilacién, que en hipoxia aumenta la
sumoilacion de HIF-1a (Shao et al., 2004; Ulrich, 2007), la induccién de RSUME en
hipoxia y la presencia de RSUME tumores altamente vascularizados, se estudio la

relacion funcional entre RSUME y HIF-1a.

V.2 RSUME en larespuesta adaptativa a hipoxia por HIF

En primera instancia, cuando se estudiaron los mecanismos de induccion de RSUME

en hipoxia, se determiné por un ensayo de gen portero (RSUME-LUC), que en hipoxia
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HIF estimula su expresion (Carbia-Nagashima et al., 2007). Ademas, la expresion
ectopica de VHL inhibe la expresion del RSUME-LUC (Gerez et al., 2015).

En hipoxia, RSUME aumenta la sumoilacion de HIF-1a, aumentando su estabilidad y
actividad transcripcional (Carbia-Nagashima et al.,, 2007). Concomitantemente, se
observé un aumento en los niveles de expresion de VEGF por accion de RSUME en
hipoxia (Carbia-Nagashima et al., 2007; He et al., 2017; Shan et al., 2012). En
normoxia, RSUME aumenta la estabilidad y actividad de HIF-1 incluso frente a la
sobre-expresién de VHL, mostrando un efecto inhibitorio de RSUME sobre su funcion
(Gerez et al., 2015). Estos resultados muestran la importancia de RSUME en la
fisiologia de HIF y con ello, la importancia del estudio de RSUME en condiciones en

las que los mecanismos moleculares que regulan a HIF se encuentran desregulados.

VI. HIF como regulador maestro en la progresién tumoral

Durante el establecimiento de un tumor, debido a la acelerada y desorganizada
proliferacion de las células, se generan zonas en las cuales hay baja o nula
disponibilidad de O,, limitando el crecimiento tumoral. Se ha propuesto que puede
dividir a un tumor en tres zonas (Figura 11): la Zona I, consiste en células que se
encuentran préximos a vasos sanguineos; la Zona lll esta dada por aquellas células
que han muerto por necrosis causada la falta de O,. Finalmente, la Zona Il esta
conformada por células que desencadenan los mecanismos de adaptacion de la
respuesta adaptativa a hipoxia mediados por HIF-1 y HIF-2 y que son capaces de
proliferar y generar el crecimiento tumoral (Samanta et al., 2017; Schito y Semenza,
2016). De hecho, encontrar células asociadas a la Zona Il se considera un marcador
de mal prondstico en los pacientes, ya que debido a los procesos de reprogramacion
metabdlicos orquestados por los factores HIF, las células resisten a las terapias anti-

tumorales (quimioterapia y radioterapia) (Schito y Semenza, 2016).
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sanguineos tienen suficiente O, para su funcionamiento (Zona I). En la Zona Il, frente a la disminucion de los niveles de
O, las células desencadenan mecanismos de adaptacién a hipoxia via HIF. En la Zona lIl, debido a la severa falta de

O,, las células mueren por necrosis. Figura adaptada (Schito y Semenza, 2016).

Si bien la hipoxia es el principal factor para la estabilizacién de HIF, esta puede darse
a partir de citoquinas en el ambiente tumoral, infecciones virales y mutaciones que
impactan en la funcion de los supresores tumorales de HIF (Semenza, 2010). Como se
explicard en secciones posteriores, nos centraremos en la pérdida de funcion de del
supresor VHL, que ocurre en el sindrome von Hippel-Lindau.

La activacion constitutiva de HIF, en condiciones patoldgicas, lleva a una induccién de
los genes de la respuesta adaptativa a hipoxia que fueron mencionadas previamente.
En este sentido a HIF se lo considera un factor maestro en procesos esenciales para
el establecimiento y progresion tumoral, como son: la angiogénesis, el remodelado de
la matriz extracelular, invasion, evasién del sistema inmune y metastasis, entre otros
(Kumar y Gabrilovich, 2014; Schito y Semenza, 2016). Estudios recientes con
muestras de pacientes muestran que HIF se encuentra elevado en una gran variedad
de tumores y que sus niveles de expresién correlacionan clinicamente con una peor
sobrevida de los pacientes (Xiu et al., 2017).

De interés particular para el desarrollo de esta Tesis, es que nos centraremos en el rol

de HIF-1 y HIF-2 en el proceso de angiogénesis.

VI.1 Angiogénesis

Como fue mencionado, a medida que crecen, los tumores sélidos presentan zonas en
las que el suministro de O, se vuelve limitante debido a la falta de vasos sanguineos.
Superado un determinado tamafio tumoral, es necesario la activacion de programas de
vasculogénesis (generacion de nuevos vasos sanguineos a partir de progenitores) y

angiogénesis (la formacion de nuevos vasos a partir de la ramificacion y crecimiento
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de vasos pre-existentes). Cuando los factores pro-angiogénicos superan los efectos de
los anti-angiogénicos, se dice que una célula tumoral ha hecho un “switch
angiogénico” (Figura 12) (Baeriswyl y Christofori, 2009; Folkman y Hanahan, 1991,
Hanahan y Folkman, 1996). Este desbalance desproporcionado de factores lleva a que
la angiogénesis tumoral se caracterice por la presencia de vasos que son estructural y
funcionalmente anormales (Carmeliet y Jain, 2011).

Si bien HIF es responsable de la induccion transcripcional de numerosos factores que
promueven la angiogénesis (VEGF, receptores de VEGF, PDGF-B, inhibidor del
activador de plasminégeno 1 (PAI-1), el receptor de TIE-2, metaloproteasas MMP2 vy
MMP9 y angiopoyetinas ANG-1 y ANG-2, entre otros) (Hickey y Simon, 2006; Samanta
et al., 2017), VEGF ha sido el mitbgeno mas estudiado en relacion a HIF y ademas, ha
sido reportado como un factor altamente expresado en numerosos tumores humanos
(Carmeliet, 2005; Carmeliet y Jain, 2011; Nowak-Sliwinska et al., 2018) (Figura 12).

Switch
Angiogénico

<«— On
<«— Off
ACTIVADORES INHIBIDORES
VEGF Angiostatina
PDGF Endostatina
Angiopoyetina Trombostenina

bFGF

Figura 12: Switch angiogénico. Cuando el balance entre factores pro-angiogénicos supera al de los factores
inhibitorios, las células quiescentes de la vasculatura se activan desencadenan el proceso de angiogénesis. La accion
de los factores HIF lleva a la induccion de factores pro-angiogénicos como (VEGF). Figura adaptada (Hanahan y
Folkman, 1996).

VII. Desregulacion de los niveles de HIF, Sindrome von Hippel-Lindau

La enfermedad de von Hippel-Lindau es un sindrome hereditario que se caracteriza
por la formaciéon de tumores como: Hemangioblastomas del Sistema Nervioso Central
y retina, quistes renales, RCC, Feocromocitomas y Paragangliomas de glandula

suprarrenal, quistes y tumores sélidos de pancreas, tumores neuroendocrino
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pancreaticos, tumores del saco endolinfatico en oido y cistadenomas de epididimo,

entre otros (Figura 13) (Ho y Jonasch, 2014; Varshney et al., 2017).
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Figural3: Sindrome von Hippel-Lindau- Representacion esquematica indicando los principales érganos afectados
por el sindrome de von Hippel-Lindau por la formacién de tumores y quistes. Se indica ademas el porcentaje de

aparicion de cada afeccion Imagen tomada de la Alianza de Familias de von Hippel-Lindau.

La incidencia del sindrome VHL es de 1 en 36.000 (Nielsen et al., 2016) y tiene una
penetrancia mayor al 90% para individuos de 65 afios, con una edad promedio de
aparicion del primer tumor de 26 afios (Crespigio et al., 2018; Wilding et al., 2012). La
expectativa de vida de los pacientes VHL en de 59,4 afios en hombres y 48,4 afios en
mujeres (Wilding et al., 2012), siendo las causas mas frecuentes de muerte
complicaciones derivadas de Hemangioblastomas cerebelosos (53%) y de tumores
RCC (32%) (Crespigio et al., 2018).

En cuanto a su etiologia, esta enfermedad es causada por dos eventos independientes
de mutaciones en el gen de VHL. En la forma hereditaria de este sindrome primero
ocurre una mutacion en la linea germinal del gen de VHL (primer hit) que genera que
los individuos pierdan un alelo de VHL en todas las células de su cuerpo.
Posteriormente en aquellos tejidos que son propensos al desarrollo de la enfermedad,
ocurre una inactivacion del alelo restante (segundo hit) por mutaciones puntuales,
deleciones o hipermetilacién del promotor (Prowse et al., 1997; Varshney et al., 2017).
Si bien la enfermedad es autosdmica recesiva por requerir la pérdida de ambos alelos
de VHL, clinicamente es considerada dominante debido a que la aparicion de la
segunda mutacion esta virtualmente garantizada (Ohh y Kaelin, 2003; Tarade y Ohh,

2018). También se ha reportado que en un 20% de los casos, la pérdida o disfuncion
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de ambas copias del gen de VHL es forma espontanea (Nielsen et al., 2016;
Nordstrom-O'Brien et al., 2010; Varshney et al., 2017). Estas mutaciones pueden
reducir la expresion de VHL (deleciones, cambios en el marco de lectura o cambio en
sitio de splicing) o llevan a la expresion de una proteina VHL anormal (mutaciones
puntuales), cuyo efecto sobre la funcion de VHL est4 dado por el impacto que tiene
esa mutacion en la estructura tridimensional de la proteina (Frantzen et al., 1993;
Nielsen et al., 2016) (Figura 14).
Tal como fue mencionado previamente, la pérdida total o parcial de la funcion de VHL
produce una actividad descontrolada de los factores HIF-1 y HIF-2, emulando una
respuesta transcripcional tipica de la hipoxia (pseudohipoxia) (Figura 14). En este
sentido, la constante actividad de la via de sefializaciéon de VEGF (Figura 14), entre

otros factores pro-angiogénicos, produce tumores altamente vascularizados (Kaelin,

2017; Siemeister et al., 1996; Wizigmann-Voos et al., 1995).
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Figura 14: En el sindrome de VHL la actividad de HIF se desregula. En la enfermedad de VHL se producen
mutaciones en el gen de VHL que impiden la adecuada regulacion de HIF-¢ en normoxia. Las mutaciones
(esquematizadas con simbolos rojos) pueden: generar una version trunca de la proteina, que no se expresa, afectar el

reconocimiento de HIF (mutantes en el dominio B) o comprometer el reclutamiento de las proteinas del complejo ECV,
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necesario para la funcién E3 ligasa de Ubiquitina (mutaciones en el dominio «). Se observan distintos grados de

estabilizacién de HIF y de la induccién de genes de la respuesta a hipoxia.

La enfermedad de VHL ha demostrado ser muy variable en cuanto a su desarrollo, ya
sea a nivel intra como interfamiliar (Nielsen et al., 2016). Histdricamente, se ha
establecido un criterio de clasificacion del sindrome que se basa en los hallazgos
observados en la clinica, como es el desarrollo de Feocromocitomas (Neumann y
Bender, 1998; Nordstrom-O'Brien et al., 2010; Ong et al.,, 2007). Sin embargo, los
avances que se han obtenido en el estudio de las mutaciones de VHL asociadas a
cada subgrupo de la enfermedad han permitido correlacionar un genotipo dado con
fenotipo (Nielsen et al., 2016; Nordstrom-O'Brien et al., 2010; Varshney et al., 2017).
VHL Tipo 1, presenta muy bajo riesgo de presentar Feocromocitomas y se encuentra
asociado a deleciones o mutaciones puntuales en el gen de VHL que generan una
proteina trunca no funcional. EI VHL Tipo 2, presenta Feocromocitomas y basado en el
riesgo de generar otros tipos de tumores se ha subdividido en 2A (bajo riesgo de
RCC), 2B (alto riesgo de RCC) y 2C (solo generan Feocromocitoma) (FJ et al., 2014;
Maher et al., 2011) (Tabla 1). El sindrome de VHL Tipo 2 se encuentra asociado a la
presencia de mutaciones puntuales en VHL, que generan una proteina cuya funcién
esta parcial o completamente comprometida (Ding et al., 2014; Hacker et al., 2008;
Hoffman et al., 2001; Ohh y Kaelin, 2003; Rechsteiner et al., 2011; Yang et al., 2013).

Clasificacion de VHL Presentacién Clinica Tipo de Mutacion
g RCC Delecién, mutacién puntual (sin
Ipo . . .
Hemangioblastoma sentido, cambio en marco de lectura)
; Hemangioblastima » .
Tipo 22 ) Mutacién puntual “missense”
Feocromocitoma
RCC
Tipo 2B Hemangioblastoma Mutacién puntual “missense”
Feocromocitoma
Tipo 2C Feocromocitoma Mutacién puntual “missense”

Tabla 1: Clasificacion del sindrome VHL segln las manifestaciones clinicas de la enfermedad. Se indica la
clasificacion en Tipo 1, Tipo 2 (A, B y C). Para cada una de las categorias se muestran los tumores que pueden
presentar los pacientes. Si bien no tiene valor prondstico, se muestran las mutaciones que se asocian a cada Tipo de la
enfermedad VHL.

Se ha reportado que cada uno de los fenotipos descriptos para el sindrome de von
Hippel-Lindau presenta una fuerte correlacién con los niveles de actividad de HIF. Se

observa una mayor actividad de HIF tanto para VHL Tipo 1 como Tipo 2 B, fenotipos
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que presentan mayor predisposicion a la formacion de tumores del tipo RCC. Por otro
lado, aquellos fenotipos que presentan baja o nula predisposicién a la formacién de
tumores RCC, Tipo 2A y 2C, se caracterizan por menor actividad transcripcional de
HIF. De hecho el fenotipo 2C se comporta practicamente como el fenotipo salvaje,
respecto a los niveles de HIF (Hoffman et al., 2001; Kaelin, 2008) (Figura 15). En linea
con lo dicho, hay reportes que muestran que algunos mutantes de VHL del Tipo 2, a
diferencia del Tipo 1, retienen parcialmente la actividad de VHL respecto a la
regulacién de los niveles de HIF (Hacker et al.,, 2008; Hoffman et al., 2001,
Rechsteiner et al.,, 2011). Esto ha generado la necesidad de encontrar otros
mecanismos moleculares que llevan a que estas mutaciones en VHL desarrollen el
fenotipo tumoral asociado a esta enfermedad, lo que ha sido en parte explicado por las
funciones de VHL independientes de HIF (Zhang y Zhang, 2018).

Tipo de VHL
Hb  RCC
Maximo Feo Feo 1
animoRC_C___ _____ | I e ! _B____
|

-

Minimo Hb 3 2A
g
< 2C

Figura 15: Correlacién entre actividad de HIF y fenotipos tumorales VHL. Se indica la actividad transcripcional de
HIF observada en los distintos subtipos del sindrome de von Hippel-Lindau (1, 2A, 2B y 2C), asi como el rango de
niveles de HIF en los que se desarrollan tumores caracteristicos del sindrome: Hemangioblastima (Hb); Carcinoma
Renal de células Claras (RCC) y Feocromocitoma (Feo). Se observa mayor actividad transcripcional de HIF los
fenotipos 1 y 2B que presentan alta predisposicion a la formacion de tumores RCC, mientras que baja actividad en los
fenotipos 2A y 2C, que no presentan RCC. El desarrollo de Hemangioblastomas requiere de menor actividad de HIF
que para el fenotipo RCC. Por su parte, niveles elevados de HIF no son compatibles con el desarrollo de

Feocromocitomas. Imagen adaptada de Nature Reviews (Kaelin, 2008).

VII.1 Seguimiento clinico y estrategias terapéuticas

En la actualidad, a pesar de la gran cantidad de mutaciones que se han encontrado en
VHL, no es posible identificar cudl o cuéles seran los tumores que desarrollarq un
paciente (Nielsen et al., 2016). De hecho, no se han encontrado biomarcadores que
permitan llevar a cabo un tratamiento preventivo de la aparicion de tumores asociados

a VHL. En este sentido, se han establecido protocolos de “vigilancia” de los pacientes,
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mediante interdisciplinarios, que llevan a mejorias en la morbilidad y mortalidad de
esta enfermedad (Evans et al., 1997; Frantzen et al., 1993; Nielsen et al., 2016;
Priesemann et al., 2006).

La primer estrategia a utilizar con los tumores asociados a la enfermedad VHL es el
seguimiento periédico de los mismos y la intervencién quirdrgica cuando por su
tamafio comprometan otras estructuras circundantes (Barata et al., 2017; Crespigio et
al., 2018; Varshney et al., 2017). Debido a que los tumores RCC pueden ser
sumamente agresivos, generando metastasis a otros tejidos, (Barata et al., 2017;
Chittiboina y Lonser, 2015), se ha buscado intervenir en el desarrollo tumoral a otros
niveles (Maher et al., 2011). En este sentido, la caracterizacion a nivel molecular de la
enfermedad de VHL ha permitido desarrollar estrategias terapéuticas que actian sobre
los factores que se encuentran desregulados por la pérdida de funcion de VHL. Por un
lado se han desarrollado inhibidores de la proliferacion celular, que afectan la actividad
de mTOR (Temsirolimus y Everolimu) (Chen et al., 2016; Kaelin, 2017; Patel et al.,
2009; Patel et al., 2006). Por otro, considerando la importancia de la
neovascularizacion tumoral para su crecimiento (Hanahan y Folkman, 1996), se han
desarrollado drogas que impactan en la via de VEGF. El anticuerpo monoclonal contra
VEGF (bevacizumab) es actualmente utilizado en numerosos tumores, entre ellos, los
tumores metastasicos RCC (Toledo, 2017). Posteriormente, como estrategia
complementaria, se aprobdé la utilizacion de inhibidores de los receptores de VEGF
(VEGFRs) (Axitinib, Sunitinib, sorafenib, pazopanib, lenvatined y cabozantinib). A
pesar del gran avance que significO el desarrollo de estos inhibidores de la
angiogénesis, la existencia de vias alternativas a los factores VEGF, generan
resistencia tumoral a las terapias propuestas (Barata et al., 2017; Coleman y Ratcliffe,
2009; Hlushchuk et al., 2011; Jonasch et al., 2012).

En tumores RCC el factor HIF-2 en particular, es quien contribuye a procesos
oncogénicos como la angiogénesis, reprogramacion del metabolismo celular,
proliferacion celular y la metastasis (Kaelin, 2017; Keith et al., 2011). Actualmente ha
habido avances en el desarrollo de inhibidores de la actividad transcripcional de HIF-2
(PT2385, PT2399 y el compuesto 76) que impiden la formacion del dimero HIF-
20/HIF-B (Metelo et al., 2015; Toledo, 2017). Aunque estos compuestos han mostrado
inhibir el efecto de la pérdida de VHL, en lineas celulares, en modelos tumorales RCC
en ratones y en cultivos primarios derivados de tumores de pacientes (Kaelin, 2017),
se ha encontrado resistencia en tumores RCC derivados de algunas mutantes de VHL
(Chen et al., 2016; Cho et al.,, 2016), indicando la necesidad de encontrar otros

moduladores de la actividad de VHL.
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VII.2 Antecedentes del efecto de RSUME sobre VHL y HIF

Tal como se ha mencionado, en nuestro laboratorio se ha estudiado desde hace
tiempo la funcion de RSUME sobre HIF. En un principio se la encontré asociada a la
estabilizacion y actividad de HIF-1a en hipoxia (Carbia-Nagashima et al., 2007).
Sumado a que RSUME se expresa en tejidos que en el contexto de la enfermedad
VHL desarrollan tumores dependientes de la elevada actividad de HIF (Figura 9)
(Carbia-Nagashima et al., 2007), estudiamos la accién de RSUME sobre la estabilidad
de HIF-1a en normoxia, con foco en la funcién de la proteina VHL.

Inicialmente, se estudiaron los efectos de RSUME sobre la estabilidad de HIF-1o. En
este sentido, estos primeros ensayos mostraron que RSUME incrementa la estabilidad
(Figura 16A) y actividad (Figura 16B) de HIF-1a incluso frente a la sobre-expresion de

VHL (Gerez et al., 2015 y Tesis licenciatura Lucas Tedesco).
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Figura 16: RSUME incrementa la estabilidad y actividad de HIF-1 incluso frente a la sobre-expresion de VHL. (A)
En células COS-7 transfectadas con HIF-1, RSUME y VHL, segln se indica, RSUME aumenta la estabilidad de HIF-1«
ya sea con niveles endégenos de VHL como cuando este se sobre-expresa (Calles 1 a 4). Cuando se trataron células
con el inhibidor del proteasoma MG-132 (Calles 5-8), la sobre-expresién de RSUME no modificé significativamente los
niveles de HIF, indicando un rol sobre la degradacion via proteasoma. (B) En células transfectadas con el reportero de
actividad transcripcional de HIF (HRE-LUC), la sobre-expresion de RSUME result6 en un incremento de la actividad de

HIF-1, revirtiendo los efectos de sobre-expresar VHL.

Profundizando en los efecto de RSUME sobre la funcion de VHL, se determiné que
frente a la expresion de RSUME disminuye la ubiquitinacion de HIF-1a, inhibiendo la

accion de VHL sobre la estabilidad de HIF-1a (Figura 17) (Gerez et al., 2015).

33



Tedesco Introduccion
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Figura 17: RSUME revierte ubiquitinacion de HIF-1a. En células COS-7 transfectadas con His-Ubiquitina, HIF-1¢,
RSUME y VHL, segun se indica y tratadas con el inhibidor de proteasoma para detectar a HIF-ubiquitinado, la sobre-
expresion de RSUME disminuye la ubiquitinacién de HIF-1a por VHL endégeno y revierte el efecto de la sobre-

expresion de VHL.

Posteriormente, los estudios en el mecanismo de accion de RSUME sobre VHL
mostraron que VHL y RSUME interactdan, disminuyendo la formacion del complejo
ECV, E3 ligasa de Ubiquitina (Tesis Licenciaturay Gerez et al., 2015).

Si bien los resultados reportados hasta ese momento indican un efecto de RSUME
sobre la funcién de VHL, no era posible concluir que los efectos observados fueran por
una accioén directa o sobre un intermediario, objetivo que nos hemos propuesto como
parte de la presente Tesis, asi como comprender los mecanismos moleculares de
RSUME sobre la funcién de VHL.

Ademas, considerando el rol preponderante del factor HIF-2 en el establecimiento de
tumores asociados a la pérdida de funciéon de VHL y que en particular para los tumores
del tipo RCC (los mas agresivos en este enfermedad), HIF-2 tiene efectos pro-
tumorigénicos y HIF-1 inhibitorios, hemos enfocado nuestros estudios sobre la funcién
de VHL en la estabilidad y actividad de HIF-2.

Previamente, habiamos encontrado expresion de ARN mensajero de RSUME en
tumores VHL analizando muestras de tumores de pacientes, indicando una posible
accion en esta enfermedad (Gerez et al., 2015 y Tesis Licenciatura Lucas Tedesco)
(Figura 18A).

Apoyando un rol de RSUME en tumores asociados a VHL, en un estudio reciente
realizado por “The Cancer Genome Atlas”y “The Human Protein Atlas” en un set de
528 muestras de tumores RCC, se encontré que 20,07% de los pacientes presentaban
elevados niveles de ARN de RSUME. Este incremento correlaciona con una
disminucion en la sobrevida de los pacientes
(https://www.proteinatlas.org/ENSG00000122481 -
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RWDD3/pathology/tissue/renal+cancer y luego seleccionar la pestafa correspondiente
a tumores RCC) (Figura 18B).
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Figura 18: RSUME se expresa en tumores asociados a VHL. (A) En muestras de pacientes con tumores VHL, se
encontré expresion de ARN mensajero de RSUME. (B) que Estudio realizado en un set de 528 muestras de tumores
RCC que muestra que 20,07% de los pacientes presenta elevados niveles de ARN de RSUME, con una disminucién en

la sobrevida de los pacientes.

Hasta el momento, en el contexto de la enfermedad de VHL, no se han explorado los
mecanismos involucrados en la desregulacion de los niveles de RSUME, que es un
aspecto que hemos estudiado en la Presente Tesis.

Finalmente, en relacién al desarrollo del sindrome VHL, utilizando un reportero de
estabilidad de HIF-1, demostramos que RSUME incrementa la pérdida de funcién de
mutantes caracteristicas de la enfermedad (Gerez et al., 2015 y Tesis Licenciatura
Lucas Tedesco). Este hallazgo nos llevé a la pregunta de cuéles son los mecanismos
involucrados en la pérdida de funcion por RSUME y el impacto que tiene sobre el
establecimiento y mantenimiento de los tumores dependientes de VHL, ambos

abordados en la presente trabajo Tesis.

35


https://www.proteinatlas.org/ENSG00000122481-RWDD3/pathology/tissue/renal+cancer

Objetivos

36



Tedesco Objetivos

Objetivo General I:

Analizar el rol de RSUME sobre el aumento de la estabilidad proteica de la subunidad
alfa de HIF con foco en la funcion VHL.

Objetivo Especificos:

I.I. Analizar si RSUME actlua directamente sobre VHL, afectando su funcién E3 ligasa
de Ubiquitina

I.Il. Caracterizar la interaccion RSUME-VHL

l.IIl. Estudiar el mecanismo molecular de la pérdida de funcion de VHL por RSUME

Objetivo General II:

Establecer el impacto de RSUME en el desarrollo tumoral asociado a una actividad
transcripcional anormal de HIF caracteristica del sindrome de von Hippel-Lindau,
estudiando la funcidon de mutantes caracteristicas de VHL.

Objetivos Especificos:

[Il.I. Estudiar la expresion de RSUME en tumores asociados a la pérdida de funcion de
VHL.

[l.Il. Caracterizar el impacto de RSUME sobre la funciébn de mutantes representativas
del sindrome VHL.

[I.IIl. Determinar los mecanismos moleculares asociados a la pérdida de funcién de las
mutantes de VHL

[I.IV. Estudiar el rol de RSUME en el establecimiento del fenotipo tumoral asociado a la

pérdida de funcién de las mutantes VHL, en un modelo celular de la enfermedad.
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l. Aparatos o dispositivos especiales

Incluimos soélo aquellos aparatos que tienen alguna caracteristica especifica de
aplicacion en los experimentos de este trabajo, ho aquellos generales como campanas

de flujo laminar, freezers o centrifugas.

- Analizador digital para western G:BOX-CHEMI-XT4 (Sygene)

- Camara de hipoxia ProOx Model 110 (BioSpherix)

- Espectorfotémetro iMark™ Microplate Reader (Bio-Rad)

- Homogenizador de tejidos ULTRA-TURRAX® dispersers PRO sc-250 (IKA)
- Luminémetro Junior (EG&G Berthold)

- Microscopio AXIO Vert.Al (Carl Zeiss)

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

- Microscopio de fluorescencia confocal LSM 710 AxioObserver (Carl Zeiss)
- Nanodrop Lite Spectrophotometer (Thermo Scientific)

-Termociclador DNAEnNgine (Bio-Rad)

- Sonicador Bioruptor (Next Gen Diagenode)

Il. Anticuerpos, estimulos y productos relacionados

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

proveedoras de los mismos.

1.1 Anticuerpos

Abcam: IgG policlonal de conejo anti-RWDD3 (utilizado 1:1000 para WB y 1:200 para
inmunohistoquimica); 1gG policlonal de conejo anti-V5 (utilizado 1:3000), 1gG policlonal
de conejo anti-GST (utilizado 1:1000), IgG monoclonal de conejo anti VEGF de ratén
clon EP1176Y (utilizado 1:200 para inmunofluorescencia).

BD Pharmigen: 1gG policlonal de ratén anti-VHL humano (utilizado 1:5000).

Bio-Rad: 1gG-HRP policlonal de cabra anti-conejo (utilizado 1:3000); IgG-HRP
policlonal de cabra anti-ratén (utilizado 1:3000).

Cell Signalling: 1gG de cabra anti-rata (utilizado 1:10000).

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

Life Technologies Invitrogen: IgG-Alexa Fluor 555 de burro anti-raton (utilizado 1:200);
IgG-Alexa Fluor 488 de cabra anti-conejo (utilizado 1:200); 1gG-Alexa Fluor 647 de
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cabra anti-ratén (utilizado 1:200), IgG monoclonal de ratén anti-HIF-1Aa clon mgc3
(utilizado 1:1000).
Novus Biologicals: 1gG policlonal de conejo anti-HIF-2a (utilizado 1:1000 para WB y

1:200 para inmunofluorescencia).

R&D systems: IgG de cabra anti-CD31 (utilizado 1:500 para inmunohistoquimica), IgG
monoclonal de ratén anti-VEGF humano clon 26503R (utilizado 1:1000)

Santa Cruz Biotechnology: 1gG monoclonal de ratdén anti-B-Actina [C4] (utilizado
1:3000), IgG monoclonal en ratén anti-GFP clon B-2 (utilizado 1:3000 para WB).
Sigma: IgG monoclonal de ratén anti-FLAG clon M2 (utilizado 1:5000).

Hecho en el laboratorio: 1gG policlonal de rata anti-RSUME (utilizado 1:1000).

.2 Estimulos y otros reactivos/materiales

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

Calbiochem: N-ethylmaleimida (NEM) y el inhibidor de proteasoma MG-132.

Corning: Matriz de Membrana Basol, Matrigel, reducida en factores de crecimiento y
sin Rojo Fenol.

Life Technologies Invitrogen: DMEM baja y alta glucosa, DMEM sin rojo fenol, Opti-
MEM, RPMI 1640, Penicilina-estreptomicina, Geneticina (G418), Tripsina, PBS estéril,

Lipofectamina 2000 (lipoFECTAMINE Reagent®), agarosa, marcador peso molecular

para acidos nucleicos, proteina A sefarosa, Taq Polimerasa, Taq Polimerasa HiFi.
Merck: Azur-eosina-azul de metileno segin Giemsa en solucion.

Pierce: kit de quimioluminiscencia Super Signal West Dura.

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

PJK: Luciferase system Beetle-Juice.

Promega: X-gal, Reporter Lysis buffer para luciferasa.

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

Roche: cdctel inhibidor de proteasas.

Sigma-Aldrich: BSA 99% de pureza, L-Glutamina, Membrana de nitrocelulosa de 0,45
0 0,2 uM de poro, PMSF, Ortovanadato, 4',6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride
(DAPI), Proteina A-sefarosa, Ampicilina, Kanamicina, Rojo Ponceau, Igepal (NP-40),
Tritén X-100, Colchicina.
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Para el cultivo de células se utilizaron materiales descartables como botellas de
cultivo, placas de Petri, tubos conicos de centrifuga, criotubos y pipetas de las marcas
TTP, GBO, Eppendorf, Axygen y Corning.

Il. Cultivos Celulares, Estimulos y Transfecciones

1.1 Lineas Celulares

La linea celular RCC-786-O (carcinoma renal humano), obtenida por parte de R.Voest
(Lolkema et al., 2005).

La linea celular A498 (carcinoma renal humano), obtenida por parte de R. Blaheta
(Juengel et al., 2009)

La linea celular EA.hy926 (linea endotelial inmortalizada de cordén umbilical humano),

obtenida por parte de G. Owen y F. Parborel (Edgell et al., 1990).

La linea celular COS-7 (rindon de mono) fue adquirida en ATCC (American Type
Culture Collection) (#CRL-1651).

[11.2 Condiciones de cultivo

Todas las células fueron incubadas a 37°C, 5% de CO,. Cada una de las lineas
celulares utilizadas fue mantenida en condiciones especiales que se detallan a

continuacion.

Los medios de cultivo utilizados fueron Dubelcco’s Modified Eagle Medium (D-MEM)
baja glucosa (glucosa 1mg/l) para las células RCC-786-O, D-MEM alta glucosa
(glucosa 4,5mg/l) para las células COS-7 y EA.hy926 y el medio Roswell Park
Memorial Institute (RPMI 1640) para las células A498. Los medios fueron
suplementados con sodio hidrégeno carbonato (2.4g/L) y HEPES (2.2 g/L) vy, salvo
aclaracioén precisa, con suero fetal bovino (SFB) previamente decomplementado por
calor a 65°C durante 30 min (10% final), penicilina (100U/ml), esptreptomicina (100
mg/ml) y glutamina (4 mM).

Las lineas celulares se mantuvieron en crecimiento realizando pasajes celulares
cuando la confluencia de las placas de cultivo alcazaba un 80-90%, a un ritmo de dos
pasajes semanales. Para el pasaje de estas células se utilizé PBS 1X sin Ca®* ni Mg?",

tripsina con EDTA, realizando las diluciones correspondientes.
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1.3 Estimulos

Hipoxia: Se realiz6 un cambio de medio a las células por medio DMEM SFB 2% y se
las incubd a 37°C con las presiones parciales de los siguientes gases: 1%0,, 5%C O,,
949% por 4 horas.

MG-132: Se realiz6 un cambio de medio a las células por medio DMEM SFB 2% y se
agreg6 inhibidor del proteasoma 5uM en DMSO, diluido en medio de estimulacién, por
6hs.

1.4 Transfecciones de células en cultivo

Se sembraron en placas de 6 pocillos (35mm de didmetro) en medio de cultivo D-MEM
con 10% SFB correspondiente a cada linea celular en una concentracion de 160.000
(COS-7) y 180.000 (RCC-786-0 y A498) células por pocillo y se dejaron adherir toda la
noche en estufa a 37 °C y 5 % de CO,. Al dia siguiente el medio de cultivo fue
reemplazado por 1ml de D-MEM sin suplementos y las células fueron transfectadas en
un estado de confluencia del 80% agregando los complejos obtenidos de la siguiente

manera:

Lipofectamina 2000

Por cada pocillo a transfectar se combinaron hasta 2,0ug de DNA plasmidico con los
volimenes apropiados de Lipofectamina 2000 (Lipofectamine Reagent, Invitrogen,
New York, EUA) (4 ul para las células COS-7 y 6 RCC-786-O y las A498) en 500ul de
OPTIMEM. Luego de dejar incubar 20 minutos, este volumen se agregé a la
monocapa celular, se incubaron las células por 6 horas y se cambié el medio por D-
MEM o RPMI completos.

Poli-Etilenimina (PEI)

Por cada pocillo, se combinaron 2,0ug de DNA plasmidico con 12ul de reactivo PEI (
1mg/ml) en 100ul de NaCl 150mM. Se mezclé por inversién y se dejo reposar por 15
minutos. Luego se adicionaron los 100 pl a la monocapa celular y se dejé
transfectando por 6hs en la estufa a 37°C. Pasado este tiempo se cambid el medio por
el D-MEM completo correspondiente a cada linea. Se incub6 hasta levantar las células

por diferentes tiempos de acuerdo a los ensayos a realizar.
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1.5 Transfecciones estables

La transfeccion se realizé en placas de 60mm de diametro con 2ug totales de DNA del
vector de expresion correspondiente, transfectadas con Lipofectamina 2000.

A las 48 hs post-transfeccion se agregé D-MEM 10% SFB conteniendo el antibiotico
de seleccion eucariota Gentaminicina (G418). La concentracion de antibitico se
establecio previamente plaqueando células RCC-786-O parentales en cantidades
crecientes de la droga y se evalud la muerte celular. EI medio de cultivo con
antibiético se cambid cada dos dias a lo largo de todo el proceso de seleccion. Se
hizo un pool de las células obtenidas, resistentes al antibiotico.

Se realizaron transfecciones estables con los siguientes vectores de expresion:

VHL shcramble, VHL shRSUME, VHLki7:1r Shscramble, VHLk171.r ShRSUME, VHL, 155v
shscramble, VHL 158y ShRSUME, VHLk171r/1188v Shscrmable y VHLy171r/1 18s8v ShHRSUME.
El G-418 fue utilizado en una concentracion 600ng/ml para la seleccion y 300ng/ml

para mantenimiento.

Ensayos de Actividad Luciferasa

IV.1 Preparacion de extractos celulares

Las células fueron sembradas en placas de 48 pocillos y transfectadas con HRE-Luc.
Para normalizar por diferencias en la eficiencia de transfeccién y numero total de
células cosechadas durante la preparacion de los extractos, en todos los casos se co-
transfecto el plasmido de interés con un plasmido RSV-B-galactosidasa o Gaussia-Luc.
Después de 24hs, las células fueron lavadas con PBS vy lisadas con 100 ul de Passive

Lysis Buffer (Promega). Las muestras se guardaron a -80°C.

IV.2 Determinacién de la actividad luciferasa

Los lisados se descongelaron a temperatura ambiente, se trasvasaron a tubos
eppendorf, y luego de una centrifugacién de 10 min a 12000 g, 20ul del sobrenadante
fueron mezclados con 100yl del kit Beetle-Juice (PJK). La actividad de luciferasa fue

medida en un lector de placas.

La determinacién de la actividad de Gaussia-Luc se realiz6 secuencialmente a la
determinacién de la actividad Luciferasa, utilizando sustrato colenterazina.
Brevemente, se agregaron en el tubo donde previamente se habia la actividad

Luciferasa 100ul del sustrato para Gaussia, la determinacion se realiz
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inmediatamente por 30 segundos. Cabe destacar que la actividad de la Luciferasa de

Luciérnaga es inhibida por el Buffer donde se encuentra disuelta la colenterazina.

IV.3 Determinacidn de la actividad B-galactosidasa

Brevemente, en placas de 96 pocillos (fondo plano) se colocaron, por pocillo, 100 pl de
buffer B-gal (Na,HPO,/NaH,PO, 100 mM pH 7,4, MgCl, 1 mM, B-mercaptoetanol 50
mM, Orto-nitrofenil-galactopirandsido (ONPG) 0,66 mg/ml), y 20 pl del lisado celular.

Se incub6 a 37°C hasta el desarrollo de color amarillo. Finalmente, se midi6 la

absorbancia a 415 nm.

V.

Manejo de plasmidos

V.1 Plasmidos utilizados

Todos los plasmidos utilizados en este trabajo fueron debidamente chequeados por

restriccion.

En este trabajo se utilizaron los siguientes plasmidos:

Plasmido

Descripcidn

Origen

HA-HIF-1a

HA-HIF-2a.

V5-RSUME

Flag-VHL-GFP

ODD-Luc

HRE-LUC

Gaussia-KDEL

CMV-Bgal

Gaml

Gam1l mut

Vector conteniendo la region codificante de HIF-1a. humano,
rio abajo del tag HA, en el plasmido pCDNA3
Vector conteniendo la region codificante de HIF-1o humano,
rio abajo del tag HA, en el plasmido pCDNA3
Vector conteniendo la regién codificante del gen de
RSUME195 humano rio abajo del tag V5, en el plasmido
pCEFL
Vector conteniendo la region codificante del gen de VHL
humano fusionado a la proteina fluorescente GFP. Rio arriba
de VHL se encuentra el tag FLAG. El plasmido donde se ha
clonado VHL es el Flag-pCDNA3-GFP
Vector reportero de estabilidad, conteniendo el dominio de
degradacion dependiente de oxigeno (ODD) de HIF-1a
fusionado a la Luciferasa, en el plasmido pCDNA3-LUC
Vector conteniendo tres sitios de respuesta a HIF HRE en
tandem que controlan la expresion del gen de la Luciferasa
Firefly. El plasmido donde fue clonado es el pBI-GLV4R
plasmido reportero conteniendo la region codificante de la
Luciferasa de Gaussia, a la que se le adicioné una sefial de
localizacion en reticulo. La proteina se expresa bajo control
del promotor CMV del plasmido pBasic
Vector de expresion de B-galactosidasa, bajo el control del
promotor CMV.
Vector conteniendo la region codificante de Gam1 del virus
CELO rio abajo del tag Myc, en el plasmido pSG9m

Vector conteniendo la region codificante de Gaml1l mutante
L258,265A del virus CELO rio abajo del tag Myc, en el
plasmido pSG9m

Cedido por el Dr. J. Pouyssegur

Addgene #18950

Clonado en el laboratorio

Cedido por el Dr. S. Lee

Cedido por el Dr. W. Kaelin

Cedido por el Dr. Van Mier

Cedido por el Dr. J. Schiilke

Cedido por el Dr. D. Spengler

Cedido por la Dra. S. Chiocca

Cedido por la Dra. S. Chiocca
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Vector conteniendo 291pb de la region codificante de

HA-SUMO-1 SUMO-1 humano rio abajo del tag HA, en el plasmido Cedido por el Dr. R. Hay
pPcDNA3
Vector conteniendo 276pb de la region codificante de

HA-SUMO-2 SUMO-2 humano rio abajo del tag HA, en el plasmido Cedido por el Dr. R. Hay
pcDNA3

6His-SUMO-2 Vector conteniendo la region codificante de SUMO-2 Cedido por el Dr. M. Treier

6His-Ubiquitina

RSUME-LUC

His-RSUME

GST-VHL

GST-VHLk171r

HA-Cullina2
HA-Elonguina B

Flag-Elonguina C

Fl ag -VHLYlle-GFP

Flag -VHLR157Q-GFP

Fl ag -VHLnggv-GFP

Flag -VHLK171R-GFP

Flag-VHLv1121k171R-GFP

Flag-VHLRr167qk171r-GFP

Flag-VHL1ssvik171r-GFP

Flag-VHL-GFP
shscramble

Flag-VHL-GFP
ShRSUME

humano rio abajo del tag 6xHis, en el plasmido pcDNA3

Vector de expresion de la region codificante del gen de
Ubiquitina humano rio abajo del tag 6xHis

Vector que contiene el promotor de RSUME controlando el
gen de la Lucifesara de Firefly, en el plasmido pCDNA3-LUC
Vector conteniendo la regién codificante del gen de
RSUME195 humano rio abajo del tag His. Clonado en el
plasmido pQE30 (QIAGEN), para expresar y purificar las
proteinas desde bacterias

Vector conteniendo la region codificante del gen de VHL
humano rio abajo del tag GST. Clonado en el plasmido
pGEX-4T3 (GE Healthcare), para expresar y purificar las
proteinas desde bacterias

Vector conteniendo la regién codificante del gen de VHL
humano mutada en el sitio de sumoilacion (VHLki71r) rio
abajo del tag His. Clonado en el pldsmido pGEX-4T3, para
expresar y purificar las proteinas desde bacterias

Vector de expresion del gen de Cullina-2 humano, rio abajo
del tag HA.

Vector de expresion del gen de Elonguina B humano, rio
abajo del tag HA.

Vector de expresion del gen de Elonguina C humano, rio
abajo del tag Flag.

Vector expresando la mutante de VHL (VHLy1121), fusionada
a la proteina fluorescente GFP. Rio arriba de VHL se
encuentra el tag FLAG.

Vector expresando la mutante de VHL (VHLRr1670), fusionada
a la proteina fluorescente GFP. Rio arriba de VHL se
encuentra el tag FLAG.

Vector expresando la mutante de VHL (VHL_1ssv), fusionada
a la proteina fluorescente GFP. Rio arriba de VHL se
encuentra el tag FLAG.

Vector expresando la mutante de VHL (VHLki71r), fusionada
a la proteina fluorescente GFP. Rio arriba de VHL se
encuentra el tag FLAG.

Vector expresando la mutante de VHL (VHLviiz2rk171R),
fusionada a la proteina fluorescente GFP. Rio arriba de VHL
se encuentra el tag FLAG.

Vector expresando la mutante de VHL (VHLris7qik171R),
fusionada a la proteina fluorescente GFP. Rio arriba de VHL
se encuentra el tag FLAG.

Vector expresando la mutante de VHL (VHLiissvik171r),
fusionada a la proteina fluorescente GFP. Rio arriba de VHL
se encuentra el tag FLAG.

Vector de expresion para VHL fusionado a GFP hacia el C-
terminal y Flag en N-terminal, que ademas contiene un
cassette de expresion para un shRNA control (scramble)
Vector de expresion para VHL fusionado a GFP hacia el C-
terminal y Flag en N-terminal, que ademas contiene un
cassette de expresion para un shRNA contra RSUME

Cedido por el Dr. M. Treier

Clonado en el laboratorio

Clonado en el laboratorio

Clonado en el laboratorio

Clonado en el laboratorio

Cedido por el Dr. A. Schoenfeld
Cedido por el Dr. A. Schoenfeld

Cedido por el Dr. A. Schoenfeld

Clonado en el laboratorio

Clonado en el laboratorio

Clonado en el laboratorio

Obtenido en este trabajo

Obtenido en este trabajo

Obtenido en este trabajo

Obtenido en este trabajo

Obtenido en este trabajo

Obtenido en este trabajo
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Vector de expresion para VHLki71r fusionado a GFP hacia el
C-terminal y Flag en N-terminal, que ademas contiene un Obtenido en este trabajo
cassette de expresion para un shRNA control (scramble)
Vector de expresidn para VHLki71r fusionado a GFP hacia el
C-terminal y Flag en N-terminal, que ademas contiene un Obtenido en este trabajo
cassette de expresion para un shRNA contra RSUME
Vector de expresion para VHL1gsv fusionado a GFP hacia el
C-terminal y Flag en N-terminal, que ademas contiene un Obtenido en este trabajo
cassette de expresion para un shRNA control (scramble)
Vector de expresion para VHL 1ssv fusionado a GFP hacia el
C-terminal y Flag en N-terminal, que ademas contiene un Obtenido en este trabajo
cassette de expresion para un shRNA contra RSUME
Vector de expresién para VHL_issviki7ir fusionado a GFP
Flag-VHL18svik17:r-GFP  hacia el C-terminal y Flag en N-terminal, que ademas
shscramble contiene un cassette de expresion para un shRNA control
(scramble)
Vector de expresion para VHLiigsvikizir fusionado a GFP
Flag-VHLL1gsvik171r-GFP  hacia el C-terminal y Flag en N-terminal, que ademas

Flag -VHLK17:r-GFP
shscramble

Fl ag -VHL171r-GFP
shRSUME

Flag -VHLnggv-GFP
shscramble

Fl ag -VHL | 188v-GFP
shRSUME

Obtenido en este trabajo

Obtenido en este trabajo

shRSUME contiene un cassette de expresion para un shRNA contra
RSUME
Vector de expresion conteniendo la regién codificante del
Flag-ERa gen del receptor de estrégenos alfa (ER-a), rio abajo del tag Cedido por el Dr. R. Karas

Flag. Vector (0CDNA3).

Vector de expresion conteniendo la regién codificante del
Flag-p160 gen de la proteina co-moduladora de la transcripcion p160, Cedido por el Dr. S. Yuzuru
rio abajo del tag Flag. Vector (p)CDNAS3).
Vector conteniendo la fraccion codificante del gen de Ubc-9

V5-
5-Ubco humano, rio abajo del tag V5

Cedido por el Dr. R. Hay

Tabla 1: Descripcion de los plasmidos utilizados en este trabajo, indicando el nombre con que se nombran a lo largo de

la Tesis, una breve descripcién de plasmido y su origen.

V.2 Preparacion de Bacterias Competentes.

Se sigui6 el protocolo de transformacién descripto por Sambrook (Sambrook y Russell,
2001). Bacterias Escherichia coli cepa DH5a fueron utlizadas como fuente de
bacterias competentes. Para alcanzar la competencia, las bacterias fueron sembradas
en una placa de LB-agar libre de antibidtico, suficientemente diluidas como para
obtener colonias individuales, e incubadas a 37°C por 16 hs. Una colonia fue picada y
crecida durante 16 hs en 5 ml de medio LB en agitaciéon (200 rpm, 37°C). Una vez
alcanzada la saturaciéon, se inocularon 200 ml del LB nuevo que se incubo en las
mismas condiciones hasta alcanzar una densidad 6ptica de 0,5 medida a 600 nm para
estimar el crecimiento del cultivo. Luego se centrifugd por 10 min a 3000 rpm vy el pellet
bacteriano se resuspendié en 100 ml de cloruro de calcio 100 nM preenfriado en hielo.
La suspension de bacterias se centrifugé nuevamente a 4°C por 10 min a 3000 rpm. El
pellet fue resuspendido en 5 ml de cloruro de calcio 100 nM e incubado en hielo por 30

min. Posteriormente 200 ul de la suspension de bacterias fueron alicuotadas en tubos
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eppendorf con el agregado de glicerol hasta alcanzar una concentracion final del 15 %.

Finalmente las bacterias fueron conservadas a —80°C.

V.3 Transformacion Bacteriana y Aislamiento de Plasmidos

Se siguié el protocolo de transformacién descripto por Sambrook (Sambrook y Russell,
2001) modificado a partir del original de Hanahan (Hanahan, 1983).

50-100 pl de bacterias competentes DH5a de eficiencia al menos 1 X 10° colonias/ml,
almacenadas a —80°C fueron descongeladas lentamente en hielo granizado. Una vez
que descongeladas se agregaron entre 50 ng y 1ug de plasmido, y se las incub6 30
min en hielo. Luego se les aplic6 un shock térmico de 90 segundos a 42°C y
nuevamente se las colocd en hielo. Luego se agregaron 700 ul de medio LB sin
antibiotico durante 45-60 min a 37°C. Finalmente, se tomaron cantidades variables de
bacterias en LB (entre 50-500 ul), dependiendo de la calidad y cantidad inicial del

plasmido y se plaguean en placas de LB con el antibiético correspondiente.
V.4 Preparacion de Plasmidos a Pequefia Escala o Minipreparaciones.

Se utilizé el método de lisis alcalina de Birnboim y Doly (Birnboim y Doly, 1979). 2 ml
de medio LB con el antibidtico de seleccién correspondiente fueron inoculados con
bacterias provenientes de colonias individuales portadoras del plasmido de interés.
Los cultivos fueron mantenidos por 20 hs a 37°C en agitacion a 200 rpm. Luego,
fueron trasvasados a tubos tipo eppendorf y centrifugados a 2000 rpm 5 min. El pellet
celular fue resuspendido en 300 pl de P1 (Tris-HCI 50 mM pH 7.5; EDTA 10 mM)
conteniendo RNAsa A (50 ug/ml). Luego 300 ul de P2 (NaOH 0.2N; SDS 1%) fueron
agregados, mezclados por inversion y mantenidos por 5 minutos a temperatura
ambiente. Se agregaron 300 ul de P3 (KAcO 3M pH 5.2) fria, se incub6 la mezcla en
hielo durante 20 min y se centrifugd a 10.000 rpm durante 10 min a temperatura
ambiente. 700 ul del sobrenadante fueron precipitados con un volumen de isopropanol,
y el pellet se lavd con 1 ml de etanol 70%. El pellet finalmente se dejé secar a

temperatura ambiente y se resuspendio en 20 ul de H,O.

V.5 Preparacion de Pldsmidos a gran Escala o Maxi-Megapreparaciones.

Una vez chequeados los plasmidos de estas colonias, se repic6 una colonia para
crecer en 200 ml de LB liquido conteniendo el antibi6tico correspondiente y realizar
una preparacion en gran escala de ADN plasmidico. Este cultivo fue crecido toda la

noche a 37 °C con agitacion hasta llegar a saturacion. Luego se centrifugd a 3000 rpm
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por 10 minutos a 4 °C. Las bacterias transformadas se procesaron de acuerdo a las
instrucciones para la preparacion de plasmidos con el kit de QIAGEN. Esta
preparacion se basa en la lisis alcalina y enzimatica de las bacterias y la posterior
purificacion del plasmido a partir del lisado mediante una columna cromatografica que
une especificamente ADN plasmidico. Como resultado de este procedimiento se
obtienen grandes cantidades (100 ug ~ 500 ug) de plasmido con un alto grado de

pureza.

V.6 Chequeo de Plasmidos por Enzimas de Restriccion

Todos los plasmidos utilizados en este trabajo fueron chequeados mediante mapeos
por enzimas de restriccion. Para ello, DNA plasmidico proveniente de varias
minipreparaciones fue sometido a digestiébn por enzimas de restriccion siguiendo el
siguiente protocolo: 2-3 ul de DNA plasmidico, 2 ul de buffer de restriccion, 0,5 U de la
enzima de restriccion escogida y H,O hasta completar 20 ul de volumen final. Las
mezclas fueron incubadas durante 2 hs a 37°C. Luego fueron resueltos mediante
electroforesis en geles de agarosa de entre 0,6-2% en buffer TBE (Tris-HCI 25mM,
Acido Borico 100mM; EDTA10mM, pH: 8.0) con bromuro de etidio. El porcentaje final
de agarosa de los geles fue determinado segun el tamafio de las bandas esperadas.
Finalmente las bandas fueron puestas de manifiesto mediante exposicién a UV y se

determindé si el tamafio de la banda obtenida era correspondiente a lo esperado.

VI. Clonado de plasmidos

VI.1 Construccion de vectores de expresion Flag-VHL-GFP ShScramble o
ShRSUME

A fines de unificar en un Unico vector de expresion los cassettes correspondientes a
Flag-VHL-GFP o0 las mutantes puntuales utilizadas, descriptas en la seccién
Resultados, junto con el cassette de expresion correspondiente al silenciamiento de
RSUME o su control, ShRSUME o ShScramble, respectivamente, se disefié el

siguiente protocolo de clonado.

Se realiz6 sobre el vector de expresion pCDNA3-GFP, conteniendo Flag-VHL.
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VI.1.1 Obtencion de Flag-VHL-GFP conteniendo mutaciones puntuales

VI.1.1.1 Disefio de primers para mutantes puntuales

Para obtener las mutantes puntuales de VHL, utilizando VHL-GFP como molde, se
realiz6 un protocolo de PCR para generar mutaciones puntuales.

En este sentido, se analizaron las secuencias del pladsmido, de VHL y GFP y se
disefiaron por un lado un par de primers que abarcan la regién rio arriba del sitio de las
mutaciones de VHL y rio debajo de las mismas en la region correspondiente a GFP
(VHL-mut P1 y VHL-mut P2, respectivamente) (Figural9).

Primers VHL-mut

P1: 5" CGAGGAGGAGATGGAG 3’
P2: 5" AGGACAGTGGGAGTGGC 3°

Estos primers se disefiaron de modo tal que el fragmento resultante tuviera los sitios
de corte para las enzimas de restriccion Notl, en VHL rio arriba de las mutaciones y
Hindlll en GFP. Esto permite insertar en forma direccionada el fragmento de interés
(Figura 19).

A su vez, para desarrollar la mutacion puntual en VHL se disefiaron primers
complementarios a VHL, salvo por el nucleétido responsable de la mutaciéon puntual

(Sefnalado en Rojo). Estos primers a su vez resultan complementarios entre si.

Primers mutaciones puntuales VHL

Y112H-P1: 5° CACAGCCACCGAGGTCA 3°
Y112H-P2: 5° TGACCTCGGTGGCTGTGGA 3°
R167Q-P1: 5 TGTCCAGAGCCTAGTC 3°
R167Q-P2: 5° GACTAGGCTCTGGACAACC 3
L188V-P1: 5 AAGATGTGGAAGACC 3°
L188V-P2: 5 GGTCTTCCACATCTTCG 3°

VI.1.1.2 Mutaciones puntuales por PCR

Para obtener el fragmento conteniendo la mutacion sobre VHL, flanqueado por los
sitios de corte Notl y Hindlll se recurrié a dos rondas sucesivas de PCR. La primera de
ellas utilizando uno de los primers de los extremos con su correspondiente primer
interno conteniendo la mutacion (Figura 19) (ej: VHL-mut-P1 y L188V-P2/VHL-mut-P2
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y L188V-P1). Se realiz6 la reaccion de PCR incubando 200 uM de cada dNTP, 1 ng/ul
de cada primer, MgSO, 1,5 mM, TAQ-HiFi polimerasa (Invitrogen) en un volumen final

de 25 pul en un termociclador con el siguiente programa:

1- 95 °C 3 min (desnaturalizacion inicial)

2-Desnaturalizacion 95°C 1 min ]
3-Hibridacion 57°C 30 seg x10ciclos
4-Elongacion 68°C 1 min

5-Elongacion final 72 °C 10 min

Los productos de PCR son los dos extremos del fragmento a insertar el vector por
separado, por lo tanto, siendo los primers internos complementarios entre si, se
mezclaron los productos de cada una de las PCR anteriores, como templado, en un
volumen final de 5pl, haciendo diluciones de 1/10 6 1/50. Se agregaron a esto los
componentes necesarios para la PCR: 200 uM de cada dNTP, 1 ng/ul cada uno de los
primers (VHL-mut), MgSO,, 1,5 mM, TAQ-HIFI polimerasa (Invitrogen) y buffer

apropiado en un volumen final de 25 pl en un termociclador con el siguiente programa:

1- 95 °C 3 min (desnaturalizacion inicial)

2-Desnaturalizacion 95°C 1 min

3-Hibridacion 57°C 30 seg x29ciclos
4-Elongacion 68°C 1 min

5-Elongacion final 72 °C 10 min B

En el primer ciclo de la PCR los extremos complementarios correspondientes a los
primers disefiados para la primer parte de la PCR son usados como primers (Figura
19) obteniéndose el fragmento completo que luego es templado para los primers VHL-
mut. Los productos amplificados se corrieron en gel de Agarosa 1%. Los fragmentos
de PCR fueron purificados a partir del gel de agarosa utilizando el Kit QIAEX®

(Qiagen, Hylden, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante.
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VHL-mut-P1 c

— Noti A\ 3 Hindil
CACAGCTACCGAGGTCACCT
AGGTGTCGATGGCTCCAGT _

G VHL-mut-P2

l, PCR
VHL-mut-P1 Noti
—_——>
— AGGTGTCGGTGGCTCCAGT

Autoprimers |
Hindiil

—_—
CACAGCCACCGAGGTCACCT

4———
l PCR

VHL-mut-P2
Notl Hindlll

CACAGCCACCGAGGTCA

AGGTGTCGGTGGCTCCAGT

Figura 19: Protocolo de obtencién de mutantes puntuales VHL. Esquema representativo del disefio experimental
para generar y amplificar los fragmentos conteniendo las mutaciones puntuales en VHL, a insertar en el vector de Flag-
VHL-GFP.

VI.1.1.3 Corte con Enzimas de Restriccién de los fragmentos purificados y del
plasmido molde

Los fragmentos purificados y el vector Flag-VHL-GFP fueron cortados con las enzimas
de restriccion Notl y Hindlll, aplicando igual protocolo que el mencionado en el
apartado Chequeo de Plasmidos por Enzimas de Restriccion. Puntualmente, se
verifico6 el Buffer compatible para la combinacién de las enzimas. Luego de la
incubacién a 37° C se incubdé durante 15min a 65°C para eliminar la actividad

enzimatica.

Se purifico el vector cortado a partir de un gel de agarosa utilizando el Kit QIAEX®.

VI.1.1.4 Ligacién y chequeo de clonado

Se ligaron los fragmentos conteniendo las mutaciones con el plasmido. Para ello las
reacciones de ligacion fueron realizadas a 22°C durante 1,5hs, en 20 ul de Buffer de
ligacion (Tris-HCI 50 mM pH: 7.5; MgCL2 7mM; DTT 1 mM), en presencia de ATP 500
uM y 1 U de Ligasa de ADN del fago T4 (Invitrogen). Se probaron distintas relaciones
molares inserto-vector y se determin6 que la mejor relacion para nuestro sistema es

1:4, utilizando 100ng de vector y los correspondientes hagogramos de inserto.
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Realizada la ligacion, de cada condicién se llevo a cabo la transformacién bacteriana
tal como se explica en el apartado Transformacion Bacteriana y Aislamiento de
Plasmidos. De las colonias se realizaron minipreparaciones y se chequed la presencia
plasmido de interés utilizando las enzimas Notl y Hindlll. Estos dos Ultimos pasos se
encuentran descriptos en Preparacion de Plasmidos a Pequefia Escala o
Minipreparaciones y Chequeo de Plasmidos por Enzimas de Restriccion,
respectivamente.

Los vectores se secuenciaron utilizando el servicio de secuenciacién Macrogen. Una
vez obtenida la secuencia se realizd6 un alineamiento con la herramienta BLAST,
comparando VHL y GFP con el producto obtenido, a fines de detectar solo diferencias

en la mutacioén puntual.

Para introducir la mutacion K171R en las diferentes variantes de VHL, se utiliz6 como
molde cada una de las variantes de VHL en la que se queria introducir la mutacién y
se siguio el mismo protocolo que el utilizado para generar las mutantes puntuales de la

enfermedad de VHL, solo que se utilizaron los siguientes primers:

P1: 5 CGAGGAGGAGATGGAG 3°
P2: 5 AGGACAGTGGGAGTGGC 3

Primers para la mutacion K171R

VHLk17:r FW: 5’ AGTCAGACCTGAGAATTACAGGAG 3
VHLk;7:r Rev: 5AATTCTCAGGTCTGACTAGGCTCC 3

VI.2 Insercién del cassette de expresion ShRSUME o ShScramble en los
plasmido Flag-VHL-GFP

A los vectores obtenidos (Flag-VHL-GFP, Flag-VHLki71r-GFP, Flag-VHL1g5-GFP y
Flag-VHL 1gsvik17:1r-GFP) se le insert6 el cassette de expresion de ShScramble o
ShRSUME. Para ello, en primera instancia se estudiaron las secuencias de VHL, GFP,
el plasmido pCDNAS3 y los fragmentos a insertar, buscando sitios de corte para
enzimas de restriccion para el disefio de los primers. La enzima Mlul corta en un Gnico

sitio en el vector pCDNAZ3 sin interferir en las secuencias de interés.

VI.2.1 Disefio de primers

Se disefaron primers a partir de la secuencia del plasmidos conteniendo ShScramble
0 ShRSUME (GGAGAAGTGGGCTTCAGATTT y GGAATCTCATTCGATGCATAC ,

respectivamente (SABiosciences). Con estos primers se amplificaron los shRNA junto
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con su promotor. En los extremos de los primers se agrego el sitio de corte para Miul

(subrayados). Los primers disefiados fueron los siguientes.

ShRSUME-P1: 5 TAACGCGTGGGCGAATTG 3
ShRSUME-P2: 5 TTACGCGTTTACGCCAAGCT 3°

Se realizé la PCR utilizando Tag-HiFi, se cortaron el vector e el inserto con Mlul y se
purificaron desde gel de agarosa tal como se explicé en el apartado Obtencién de
Flag-VHL-GFP conteniendo mutaciones puntuales.

VI.3 Reaccién de Fosfatasa Alcalina de Camarén (SAP)

Al cortar al plasmido con sbélo una enzima de restriccion que deja extremos
protuyentes, el plasmido puede religarse en forma espontdnea, disminuyendo la
eficiencia de clonado Para evitar esto, se utilizé la enzima SAP, fosfatasa que elimina
el fosfato del extremo 5° necesario para la ligaciéon. El fragmento de PCR cortado con
Mlul contiene los fostatos en 5°, siendo sustrato de la T4-Ligasa. Brevemente, en un
volumen total de reaccion de 20ul, se agregaron 3ul de ADN, 2ul de Buffer 10X, 1 U de
SAP y agua miliQ para llevar a volumen. Se incub6 1h a 37 y luego se eliminé la
actividad SAP por 15min a 65°C.

Luego de este paso se continud con la ligacién y chequeos tal como fue descripto
anteriormente.

VIl RNA, transcripcién reversay PCR

Para aislar RNA de lineas celulares o de muestras de tejido se utilizé el reactivo Tri
Reagent (MRC) siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, las muestras
se lisaron en el reactivo, que combina fenol y tiocianato de guanidina, inhibiendo la
actividad RNAsa. Luego, se agregdé cloroformo que permite la separacién del
homogenato en fases acuosa y organica. EI RNA que quedd en la fase acuosa y se
precipitd con isopropanol, se lavo con etanol 70% y se resuspendié en agua MilliQ.
Para resuspender el RNA, las muestras se congelaron a -80°C; una vez congeladas,
se descongelaron a 55°C durante 15min y se agitaron vigorosamente con voértex,
colocdndolas en hielo. EI RNA se cuantificé utilizando un Nanodrop (Thermo
Scientific). Para controlar la integridad del RNA extraido, se corrieron geles de agarosa

1%m/v.
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VII.1 Transcripcion reversa

Para la obtencion de DNA copia (cDNA) a partir de RNA, se utilizé6 la enzima
transcriptasa reversa (M-MLV RT, Promega). Se desnaturalizé el RNA incubandolo 5
min a 65°C y pasandolo inmediatamente a hielo para evitar la formacién de estructuras
secundarias. Luego, se realizé la transcripcion reversa (RT) incubando 1 ug de RNA,
500 uM de dNTPs (mezcla equimolar de dATP, dTTP, dGTP y dCTP), 20 U de RNAsin
(Promega), 5 M de oligo-dT, 300 U de la enzima retrotranscriptasa M-MLV RT y
buffer apropiado en un volumen final de 20 uyl a 37°C durante 1 h. Se inactivo la

enzima incubando 5 min a 95°C.

VIl.2 PCR atiempo final

Todas las reacciones de PCR fueron realizadas en 25 pl de volumen final. Se utilizaron
1-2 ul de la reaccién de RT que contiene el cDNA que actia como molde de la
reaccion de PCR. A cada tubo de reaccion se le agregaron: 2,5 pl de buffer de PCR
sin MgCl,, 1-2 yl de MgCl, 25 mM, 1 ul de la dilucion 10 uM de la mezcla de primers
forward y reverse, 0,5 pl de dNTPs 10 mM (mezcla equimolar de dATP, dTTP, dGTP y
dCTP, Invitrogen); 0,3 pl de enzima Taq DNA polimerasa (5 U/ul, PBL); H,O c.s.p. 25
Ml volumen final. Para las reacciones de clonado se utilizé la enzima Platinum Taq
DNA polimerasa HiFi (Invitrogen).

Los programas utilizados fueron ajustados segun los primers utilizados y el amplicon: 5
min a 95°C, 30-40 ciclos de 30s a 95°C, 30s a 55-68°C y elongacién 68/72°C (1
min/kpb de producto). Los productos de PCR se analizaron en general por

electroforesis en geles de agarosa con bromuro de etidio.

VII.3 PCR en tiempo real o cuantitativa

Las reacciones de PCR en tiempo real (real-time PCR, gPCR) fueron realizadas en
25ul de volumen final de forma similar a las PCR de tiempo final. Como molde se
utilizaron 5ul de una dilucién 1:20-50 de la reaccion de RT. El seguimiento de la
reaccion se llevo a cabo mediante el agregado de Sybr Green 1:30000 (Roche) a la

mezcla de reaccion, que se realizé en el ciclador CFX96 touch real-time (BioRad).

El programa que se utilizé en todos los casos fue el siguiente: 10min a 95°C, 40 ciclos
de 20s a 95°C, 20s a 60 °C y 20s a 72°C, efectuandose la lectura de la fluorescencia al
finalizar cada ciclo. Se realiz6 una curva de disociacion térmica (curva de melting) para
evaluar la especificidad de la reaccion. Ademas, para determinar que soélo existiera un

producto de la reaccion, alicuotas de los productos de gPCR fueron analizadas en
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geles de agarosa 1.5-2% tefiidos con bromuro de etidio, corroborandose también la
identidad del producto en funcion del tamafio esperado. Para cada uno de los
productos analizados, se realiz6 una curva de temperatura de hibridacion y de
concentracion de magnesio para determinar las condiciones Optimas de reaccion. En
cada experimento se realiz6 una curva de calibracion con diluciones al medio seriadas
a partir de una mezcla de los cDNA de las reacciones de RT, para evaluar la eficiencia
de la reaccion de PCR y estimar la cantidad inicial relativa de molde en cada muestra.
Las cantidades relativas iniciales del producto de interés fueron normalizadas en cada
caso a los valores obtenidos para el cDNA de RPL19 por el método de Ct.

VIl.4 Primers utilizados

Se utilizaron los siguientes pares de primers

VEGEF:
Fw 5" AGCTACTGCCATCCAATCGA 3
Rev: 5" GGTGAGGTTTGATCCGCATA 3’

RPL19:
Fw 5' CAATGCCAACTCCCGTCAGCAGATC 3’
Rev 5 GTGTTTTTCCGGCATCGAGCCC 3’

Muestras tumorales humanas

Los explantes de Feocromocitomas y el Hemangioblastima embebido en un taco de
parafina fueron brindados por el grupo de la Dra. Barontini del Centro de
Investigaciones Endocrionoldgicas (CEDIE), Hospital de Nifios obtenidos R. Gutierrez.
Las muestras en parafina de los tumores renales RCC fueron brindadas por el
departamento de Urologia del Hospital Italiano de Buenos Aires (Centro de referencia
de la Alianza VHL). Ambos establecimientos y estudios cumplen con la Declaracién de
Helsinki de junio de 1964, han sido aprobados por el comité de ética local y se recibid

el consentimiento informado por escrito de cada paciente cuyo tejido tumoral se utilizo.

Western Blot

IX.1 Preparacion de los extractos celulares

Una vez finalizado el tiempo de incubacion del estimulo, se coloc6 la placa sobre hielo,
se removi6 el medio de estimulacion y las células se lavaron con PBS frio. Las células
fueron lisadas en Laemmli buffer 2X (62,5 mM Tris-HCI pH 6,8, 2% m/v SDS, 10%

55



Tedesco Materiales y Métodos

glicerol y 5% v/v B-mercaptoetanol), sonicadas en un sonicador Bioruptor (Next Gen
Diagenode). Los lisados fueron calentados a 95°C por 5 min antes de sembrarlos en
geles de poliacrilamida.

IX.2 Preparacion de extractos a partir de muestras de tumores

Los explantes de Feocromocitomas y de los tumores obtenidos en el ensayo in vivo de
tumorigénesis, que se desarrollard mas adelante, fueron descongelados en hielo y se
les agregd 500 pl de Laemmli buffer 2X (62,5 mM Tris-HCI pH 6,8, 2% m/v SDS, 10%
glicerol y 5% v/v B-mercaptoetanol). Las muestras fueron homogeneizadas
mecénicamente con un ULTRA-TURRAX® dispersers PRO sc-250 (IKA), luego se
centrifugaron los tubos recuperando el sobrenadante. Los lisados fueron sonicados en
un sonicador Bioruptor (Next Gen Diagenode) y calentados a 95°C por 5 min antes de

sembrarlos en geles de poliacrilamida.

IX.3 Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE), electrotransferencia
y revelado

Las muestras fueron resueltas en geles de poliacrilamida 8-12% desnaturalizantes en
buffer Tris-Glicina-SDS (Tris 25 mM pH 8,3, glicina 192 mM, 0,1% SDS). Para la
identificacion de los tamafios moleculares, se utilizé6 el marcador de peso molecular
Broad Precision Marker (BioRad). Se realizé la corrida electroforética hasta que cayé
el frente de corrida. Una vez finalizada, en general se realizé la transferencia a
membranas de nitrocelulosa de 0,45 uym de poro a 100 V durante 1 h en buffer de
transferencia (Tris 25 mM pH 8,3, glicina 192 mM, 20% metanol). Luego, se tifieron
transitoriamente las membranas con rojo Ponceau para corroborar la correcta
transferencia de las proteinas a la membrana y comparar cualitativamente las masas
sembradas en cada calle. Se incubaron las membranas durante 1 hora en agitacion
con solucion de bloqueo Blocking Buffer (Li-Cor Biosystems) o TBS-Tween 0,05% (Tris
25 mM pH7,4, NaCl 150 mM, Tween-20 0,05%) con 5% m/v de leche descremada

para bloquear el pegado inespecifico.

La incubacién con los anticuerpos primarios se llevo a cabo durante la noche a 4°C en
agitacion. Las diluciones de los anticuerpos fueron preparadas en la misma solucion
de bloqueo. Las membranas fueron lavadas tres veces durante 10 min con TBS-
Tween 0,05%.

Para revelar por quimioluminiscencia, se incubd con el anticuerpo secundario de la
especie apropiada acoplado a peroxidasa de rabanito (HRP) (Bio-Rad) en una dilucion

1:3000 en solucion de blogueo por 1 h a RT en agitacion. Luego de tres lavados de 10
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min con TBS-Tween 0,05% y un cuarto lavado con TBS, la unién de los anticuerpos
fue detectada con el kit de quimioluminiscencia SuperSignal West Dura (Pierce)
utilizando un equipo digital G:BOX-CHEMI-XT4 (Sygene).

X. Ensayos de inmunoprecipitaciéon

Para realizar los ensayos de co-inmunoprecipitacibn con extractos celulares, las
células fueron cosechadas usando 150ul por pocillo de un buffer de lisis pre-enfriado
que contiene: 50 mM Tris-Hcl pH 7.4, 1 mM EGTA, 1% NP-40, 150 mM NaCl, 2 mM
Ortovanadato, 1 mM PMSF e inhibidores de proteasas. Es importante remarcar que
todo el protocolo de co-inmunoprecipitacién debe llevarse a cabo en hielo. Luego los
extractos fueron agitados por 30 min a 4°C para favorecer la lisis celular.
Posteriormente los extractos fueron centrifugados a 12000 xg a 4°C por 30 min, se
tomo el sobrenadante y el pellet fue descartado. Una alicuota del sobrenadante fue
separada para ser utilizada como extracto crudo o Input, y el resto fue incubado en
agitacion con proteina A acoplada a Sefarosa, por 1 hora a 4°C. Luego fue descartada
la proteina A-Sefarosa y los extractos fueron incubados en agitacion con 1lug de
anticuerpo por 2 hs a 4°C segun se indica. Posteriormente fueron agregados 25ul de
proteina A-Sefarosa y tras una incubacién en agitacion de 1,5 hs a 4°C los pellets
conteniendo los precipitados asociados a la resina fueron recuperados y hervidos por
5 min a 95°C previa adicién de 1 volumen de Laemmli buffer 2X. Finalmente los
inmunoprecipitados fueron resueltos por SDS-PAGE y la deteccion de proteinas fue

realizada por WB utilizando los anticuerpos que se indican.

X.1 Ensayo de Co-inmunoprecipitacién en tandem

Las células transfectadas fueron lavadas con PBS frio y sometidas a un protocolo de
inmunoprepicitacion con el anticuerpo anti-Flag (Sigma), tal como fue descripto. A
fines de eluir los precipitados de la resina, este se resuspendié en 100ul de buffer
RIPA (50 mM Tris-Hcl pH 7.4, 1 mM EGTA, 1% NP-40, 150 mM NaCl, 2 mM
Ortovanadato, 1 mM PMSF e inhibidores de proteasas) y se agrego el péptido 3xFlag
en una concentracién final de 100 yg/ml. Se incubd, en agitacién, durante 1 hora a
4°C. Posteriormente se centrifugaron las muestras recuperando el sobrenadante
(fraccion eluida). Sobre esta fraccion se realiz6 una segunda ronda de
inmunoprecipitacion con un anticuerpo anti-V5, siguiendo los pasos previamente
mencionados. Finalmente, se sometieron los inputs y pellets de la ler y 2da

inmunoprecipitacion a SDS-PAGE y WB.
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XI. Obtencidon de proteinas recombinantes

His-RSUME

Bacterias E. Coli M15 (pREP4) (QIAGEN) transformadas con las construcciones His-
RSUME, fueron crecidas toda la noche a 37°C en de 15 ml de medio rico LB con
Ampicilina 10 pg/ml y Kanamicina 25 ug/ml. A la mafiana siguiente se utilizaron esos
15 ml para inocular 250 ml de medio LB con Ampicilina-Kanamicina y se crecieron las
bacterias a 37°C en agitacion durante 1 hora. Luego se estimuld la sintesis de la
proteina recombinante con IPTG 1 mM durante 4 hs y se cosecharon las bacterias
centrifugando 15 minutos a 4000 xg. Las células fueron resuspendidas en 5 ml de
buffer de lisis (NaH,PO,4 50 mM; NaCl 300 mM; MgCl, 5 mM; Imidazol 20 mM; glicerol
10%; NP-40 1%; pB-mercaptoetanol 1 mM; PMSF 1 mM; cocktail inhibidor de proteasas
(Roche) 5%; pH 8,0) a 4°C. Se agregd 1 ml de lisozima 10 mg/ml y se incub6 30
minutos en hielo para romper la pared celular. Se lisaron las células sonicando con
microtip 4 veces de 10 segundos a 50% de potencia en un Sonicador (Sonic
Dismembrator Model 500, Fisher Scientific) en hielo y enfriando el microtip en hielo-
etanol entre cada tanda para evitar el calentamiento de las muestras. El debris celular
se elimind por centrifugacion 30 minutos a 10.000 xg a 4°C. Luego se agreg6 1 ml de
resina de agarosa Ni-NTA 50% al lisado, se agité durante 1 h a 4°C. y se carg0 esta
suspension cuidadosamente en una columna. La columna se lavé 4 veces con buffer
de lisis y se eluyeron las proteinas recombinantes en 4 fracciones con buffer de
elucién (Tris-Cl 10 mM; NaCl 100 mM; Imidazol 250 mM; Glicerol 10%; DTT 0,1 mM;
PMSF 1 mM; pH 7,5).

GST-VHL \' GST-VHLK171R
Las proteinas de fusibn GST-VHL y GST-VHLi71r Se expresaron en E. Coli y

purificaron con resina de glutation-sefarosa 4B (Amersham Biosciences) siguiendo las
instrucciones de la empresa. La expresion de las proteinas recombinantes se confirmé
por WB.

XI.1 Pull down de proteinas recombinantes

Se incub6 durante 1 hora a 4°C 2,5 ug de GST o de la proteina de fusion GST-VHL
inmovilizada en las bolitas Glutation-Sefarosa con 7,5 ug de la proteina recombinante
His-RSUME en GST-binding buffer (20 mM Tris-HCI pH 7.4, 100 mM KCI, 2.5 mM
CaCl,, 2.5 mM MgCl,, 1 mM DTT, 0.5% NP-40, PMSF 1 mM). Las muestras fueron

lavadas 4 veces en binding buffer, hervidas 5 minutos a 95°C en buffer Laemmli 2X y
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corridas en un gel de acrilamida con SDS. Las proteinas precipitadas se detectaron
por WB

XII. Ensayo de sumoilacion in vitro

Para los ensayos de Sumoilacion in vitro se utilizé el kit de sumoilacion de LAE Biotech
International. Brevemente, los ensayos se llevaron a cabo en un volumen final de 20
ul, en una reaccién conteniendo Hepes 20 mM, MgCI2 5 mM, ATP 2 mM, EI 7,5 pg/ml,
Ell (Ubc9) 50 pg/ml, SUMO-1 50 ug/ml, 1.0 pg del sustrato correspondiente y 0,5 ug
de His-RSUME recombinante cuando fuere necesario. Las mezclas fueron incubadas
durante 1 hora a 30°C y la reaccion se detuvo por agregado de buffer de siembra de

Laemmli 2X. Las proteinas fueron sometidas a SDS-PAGE y luego a WB.

XIIl. Purificacién de Niquel para ensayo de sumoilacion

Para la purificacion con resina de niquel Ni-NTA, las células COS-7 fueron levantadas
en PBS 1X, centrifugadas a 3000rpm por 5min y resuspendidas en buffer de
extraccion (Guanidinio-HCI 6M, Tris-HClI 10mM pH 8, Na,HPO,/NaH,PO, 100mM,
Imidazol 5mM y lodoacetamida 10mM). El lisado resultante se sonico por 10s a una
potencia del 25% para disminuir la viscosidad, se agregaron 75ul de resina Ni-NTA por
condicion y se incub6 durante toda la noche a 4°C en agitacion. Se utilizé una placa de
10cm de diametro por condicion. Al dia siguiente se realizaron centrifugaciones,
resuspenciones e incubaciones sucesivas de 5min en agitacion con buffer de
extraccion, buffer Urea | pH 8 (Urea 8M, Tris-HCI 10mM pH 8, Na,HPO,/NaH,PO,
100mM, Imidazol 5mM y lodoacetamida 10mM), buffer Urea Il pH 6.3 (Urea 8M, Tris-
HCIl 10mM pH 6.3, Na,HPO,/NaH,PO, 100mM, Tritbn X-100 0.2%, Imidazol 5mM y
lodoacetamida 10mM) y buffer Urea Ill pH 6.3 (Urea 8M, Tris-HClI 10mM pH 6.3,
Na,HPO,/NaH,PO, 100mM, Tritbn X-100 0.1%, Imidazol 5mM y lodoacetamida
10mM). Finalmente se eluyeron las proteinas unidas a la resina de niquel incubando
con buffer de elusiébn (Tris-HCI 125mM pH 6.7, 5% SDS, 30% glicerol, B-
mercaptoetanol 720mM e Imidazol 200mM) por 20min en agitacién. Los eluidos se
resupendieron en Laemmli buffer 2X. Después de calentar a 95°C por 5 min, las
muestras fueron centrifugadas a baja velocidad y los sobrenadantes fueron sometidos
a WB.
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XIV. Ensayo de tubulogénesis in vitro
XIV.1 Obtencién de medios condicionados

Las células estables generadas en las células RCC 786-O fueron sembradas en
placas de 6 pocillos, a razén de 1 x 10° células por pocillo. Luego de 24hs el medio fue
cambiado por D-MEM suplementado con 2% suero fetal bovino charcolizado. Luego
de 72 hs el medio de las células fue colectado, centrifugado a 500g por 5 min y los

sobrenadantes recuperados fueron guardados a -80°C hasta su utilizacion.
XIV.2 Formacion de tubulos

A pocillos de placa de 96 se les agregaron 60ul de Matrigel reducido en factores de
crecimiento (Corning), que se dejo solidificar por 30 min a 37°C. Las células EA.hy926
se cosecharon, se resuspendieron en los distintos medios condicionados obtenidos a
partir de los diferentes clones y se sembraron en los pocillos con Matrigel (1,5 x 10*
células/pocillo en 100ul de medio por cada pocillo). Luego de 18hs de incubacién a
37°C 5%CO,, se visualizaron las estructuras del tipo capilares o tubulares en
microscopio de campo claro. Las imagenes obtenidas se analizaron utilizando el
software ImageJ. Para cada condicion, se sembraron tres pocillos y la formacion de
tubulos se muestra como el promedio de la longitud de las ramificaciones de los tres
pocillos. Como control negativo, las células EA.hy926 fueron cultivadas en medio D-
MEM 2% suero fetal bovino charcolizado.

XV. Ensayos en animales

Se utilizaron las siguientes cepas de ratones Nod/Scid y Nude (N:NIH (S)-Foxnl™) En
todos los casos, los animales fueron criados y manipulados respetando las normas
determinadas por el Comité de Etica del Uso y Cuidado del Animal (CICUAL),
Universidad de Buenos Aires, Argentina. Los protocolos realizados fueron aprobados
por la CICUAL.

XV.1 Ensayo de angiogénesis in vivo

Para cada condicion, 10° células de cada uno de los clones fueron cosechadas en 90
pl of DMEM y 10 del colorante azul de Tripan (Life Technologies). La mezcla fue
inyectada intradérmicamente (aguja 27G) en el flanco derecho de ratones macho de la
cepa Nod/Scid de entre 6-8 semanas de edad. En el flanco izquierdo se sembraron
100ul de vehiculo (90 yl de D-MEM y 10ul de azul de Tripan). Luego de 7 dias, los
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animales fueron sacrificados, la piel fue removida y se fotografiaron las regiones
inyectadas con una lupa ZEISS utilizando el software ZEN. Los pequefios y medianos
vasos fueron cuantificados utilizando el software ImageJ y la densidad de vasos se

calculd como (Vasos ceias - VASOS venicuo)/Area de la imagen.

XV.2 Tumorigénesis in vivo

Se utilizaron ratones atimicos nude de 6-8 semanas de vida, provenientes de la
Facultad de Ciencias Veterinarios de la Universidad Nacional de La Plata. Para la
inyeccion se utilizaron protocolos ya establecidos en el laboratorio (Castro et al., 2003;
Gerez et al., 2015). Brevemente, el dia de la inyeccién, cada clon se levanté con
tripsina en medio D-MEM y se contabilizaron 5 10° células/condicion. Estas fueron
resuspendidas en 200ul de PBS por raton e inyectadas en el flanco derecho de los
ratones, utilizando una jeringa de 1ml (Terumo® aguja 29G). Se monitored el
crecimiento de los tumores a partir de las dos semanas post-inyecciéon. Para ello se
observé la presencia de un tumor palpable y ademas se hizo un seguimiento del
crecimiento tumoral con mediciones periédicas del diametro tumoral utilizando un
calibre (se determiné el largo del eje mayor y menor del tumor). Ademas se tomaron
fotografias de los ratones peridédicamente. Se determiné el volumen tumoral durante el
desarrollo tumoral y se determiné el Area Bajo la Curva (AUC), correspondiente a la
integral desde el dia del inicio del experimento hasta el volumen logrado al momento
de sacrificar a los animales. Cuando se sacrificaron los animales, se tomaron muestras
para analisis de WB (congelada a -80°C en Laemmli Buffer 2x) y se tomaron
fragmentos para la determinacibn de marcadores por inmunofluorescencia e

inmunohistoguimica (congeladas a -80°C).

XVI. Inmunohistoquimica e Inmunofluorescencia

XVI.1 Inmunofluorescencia

Para la inmunofluorescencia, las muestras de tumores de los ratones fueron costadas
con criostato (5um). Las muestras fueron fijadas en paraformaldehido 4% durante 5
minutos y bloqueados en 5% suero de cabra con 0,1% (v/v) de tritbn X100 (Sigma

Aldrich) por 1h a temperatura ambiente.

Los cortes fueron incubados con los anticuerpos indicados (HIF-2a. 0 VEGF) a 4°C

durante 16 hs. Luego, los cortes fueron lavados e incubados con los correspondientes
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anticuerpos secundarios Alexa Fluor® 594 anti-conejo (1:500, Invitrogen) o FITC-488
anti-conejo (Invitrogen) durante 2hs a temperatura ambiente. Luego de lavados con
PBS, los cortes fueron tefiidos con DAPI y finalmente montados con el medio de
montaje Mowiol (Sigma Aldrich). Las imagenes fueron adquiridas con un microscopio
confocal (Fluo ViewTM FV1000, Olympus), utilizando un objetivo 60x. Las imagenes
obtenidas fueron analizadas con el software ImageJ, midiendo la sefial de
fluorescencia para HIF-2a. y VEGF, que fue relativizada a la tincion de DAPI. Se

analizaron 6 campos para cada uno de los tumores.

Para la muestra de Hemangioblastoma incluida en parafina, esta fue primero
desparafinada y rehidratada en soluciones de isopropanol (Isopropanol 100%, 96%,
90%,70%). Se fij6 la muestra en PFA al 4% por 15 minutos, a temperatura ambiente.
Luego de la fijacion se realizaron 3 lavados con PBS y se permeabiliz6 con Triton-X-
100 0,1% durante 10 min. Luego se bloquearon con SFB 1% en PBS durante 1 hora.
Se incubd con el anticuerpo primario correspondiente para RSUME durante 16 hs en
camara humeda a 4°C. Se realizaron 4 lavados con PBS y se incubé con el anticuerpo
secundario (Alexa 647 anti conejo) durante 45 min a temperatura ambiente. Se mont6
con medio montaje Mowiol. La muestra se analizé en el microscopio de fluorescencia
confocal LSM 710 AxioObserver (Carl Zeiss). Las imagenes se adquirieron con el
Software ZEN 2011. No se observo fluorescencia en los controles negativos realizados

sin anticuerpo primario y en el control de autofluorescencia.

XVIL.2 Inmunohistoquimica

Para las muestras de tumores de ratones, una vez fijadas como se explicd
anteriormente, estas fueron incubadas con anticuerpo anti CD31 (1:500) durante 16 hs
a 4°C. Luego de realizar lavados con PBS, las muestras fueron incubadas durante
30min a temperatura ambiente, con el correspondiente anticuerpo secundario
biotilinado (1:300). Las muestras fueron incubadas con el complejo avidina-biotina-
peroxidasas (Vector Laboratories Inc.), durante 30min. El revelado se realizé
exponiendo las muestras a una solucién de diaminobenzidina 1mg/ml con 0,01% de
H,O, durante 8 segundos. Como contraste se utilizé azul de toluidina. Las imagenes
fueron adquiridas con un objetivo 40x, utilizando un microscopio (Fluo ViewTM
FV1000, Olympus). Se cuantifico la sefial positiva para CD31 utilizando el software

ImageJ.
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XVII. Analisis estadistico

Los datos son mostrados como el valor medio + error estandar. Para las
comparaciones multiples, se efectu6 un andlisis de la varianza (ANOVA) de uno o dos
factores en combinacion con el test de Scheffe para determinar los grupos que
presentaban diferencias significativas entre si. En todos los casos se considerd un

valor p < 0,05 como estadisticamente significativo.
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l. CAPITULO I: RSUME interacciona con VHL e inhibe su funcién como ligasa
de Ubiquitina

.1 RSUME actla sobre VHL inhibiendo su funcién E3 Ligasa de Ubiquitina

Como se indic6 en la Introduccion, resultados previos de nuestro laboratorio muestran
que RSUME incrementa la estabilidad de HIF-1a incluso al sobreexpresar VHL.
Sumado a esto se observé que RSUME disminuye los niveles de HIF1-a ubiquitinado
por VHL, indicando una posible inhibicién funcional de RSUME sobre VHL (Tesis de
Licenciatura de Lucas Tedesco y Gerez et al., 2015).

En primer lugar, estudiamos si RSUME actia sobre HIF-2a. En células COS-7
transfectadas con los vectores de expresion HA-HIF-2a, V5-RSUME y Flag-VHL, al
igual que lo observado previamente para HIF-1a, la sobre-expresion de RSUME
aumentoé los niveles de HIF-2a, incluso ante la sobre-expresién de VHL (Figura 20,

calle 2vs. 1y 4vs. 3).

FLAG-VHL - - +
V5-RSUME - + -
HA-HIF-20. + + +
- HA-HIF-2a.

sty FLAG-VHL

& @ V5-RSUME

W e e e B-actina
1 2 3 4

Figura 20: RSUME incrementa los niveles de HIF-2a en presencia de VHL. Células COS-7 fueron transfectadas con
0,5 ug de HA-HIF-2 y/o 0,5 pg de V5-RSUME y/o 0,5 pg Flag-VHL-GFP. 48hs post-transfeccion las células fueron
cosechadas en Laemmli Buffer y sometidas a SDS-PAGE seguido de WB con los anticuerpos contra HIF-2¢, Flag, V5'y

B-actina. Se muestra una figura representativa de tres ensayos independientes con resultado similar.

Para evaluar si RSUME bloquea la degradacion de HIF-2a. por VHL, las células fueron
sometidas primero a HPX (VHL no reconoce a HIF y éste se acumula) y luego
incubadas a diferentes tiempos de NMX (indicados en la Figura 21). Efectivamente, la
exposicion a HPX gener6é un incremento en los niveles de HIF-2a, revertido por la
accion de VHL endogeno y sobre-expresado, en normoxia (Figura 21, calles 9-12 vs.

1-4). RSUME produjo un aumento significativo en los niveles de HIF-2a en todos los
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tiempos de NMX, indicando una vez mas, que revierte los efectos de la accion de VHL.
(Figura 21, calles5a8vs.la4ycalles13al6vs. 9a12).

minutos enNMX 0 5 1030 0 5 1030 0 5 1030 0 5 1030
FLAG-VHL
V5-RSUME

HA-HIF2¢. + + + + + + + + + + + + + + + +

. — a———
—

+

+ + + + + +

1
1
1
1

+

+

+ + - - - -+ + + +

FLAG-VHL

V5-RSUME

12 3 4 56 7 8 910 11 12 13 14 1516

B-actina

Figura 21: RSUME incrementa el tiempo de vida de HIF-2a en presencia de VHL. Células COS-7 fueron
transfectadas con 0,2 ug de HA-HIF-2 y/o 0,5 pg de V5-RSUME y/o 0,5 ug Flag-VHL-GFP. 48hs post-transfeccion las
células fueron sometidas a 4hs de HPX (1% de O,) y los extractos celulares fueron cosechados en Laemmli Buffer a
diferentes tiempos de NMX (21% O) (0, 5, 10 y 30 minutos). Los extractos fueron sometidos a SDS-PAGE seguido de
WB con los anticuerpos contra HIF-2¢, Flag, V5 y B-actina. Se muestra una figura representativa de dos ensayos
independientes con resultado similar.

El hecho de que RSUME incremente la estabilidad de ambas isoformas de HIF-a
refuerza la hipétesis de que RSUME actua sobre VHL provocando una disminucién en
su funcion. El paso siguiente para verificar la dependencia funcional RSUME-VHL fue
evaluar el efecto de RSUME sobre la estabilidad de HIF en las células que no
expresan VHL. En células RCC-786-O (VHL -/-, HIF-2a +/+), la sobre-expresion de
RSUME no tuvo ningun efecto sobre la estabilidad de HIF-2a endégeno, mientras que
revirtié la degradacion producto de la expresion ectépica de VHL (Figura 22, calle 2 vs.
1y calle 4 vs. 3). Cuando estas células fueron expuestas a HPX RSUME no aument6
los niveles de HIF-2o (Figura 22, calle 6 vs. 5 y calle 8 vs. 7), ratificando que actua

principalmente sobre la capacidad de VHL de degradar a HIF.
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Figura 22: RSUME estabiliza a HIF-2a solo en presencia de VHL. Células RCC-786-O fueron transfectadas con 0,5
pg de V5-RSUME y/o 0,5 pg Flag-VHL-GFP. 48hs post-transfeccion las células fueron cultivadas en normoxia (NMX)
(calles 1 a 4) o hipoxia (HPX) (calles 5 a 8) por 16hs. Las células fueron cosechadas en Laemmli Buffer y sometidas a
SDS-PAGE seguido de WB con los anticuerpos contra HIF-2a, Flag, V5 y B-actina. Se muestra una figura
representativa de tres ensayos independientes con resultado similar.

Por otro lado, se evalué el efecto de RSUME mediante la utilizacién de un reportero de
estabilidad de HIF-a, que consiste en una proteina de fusion conformada por el
dominio ODD de HIF-1 fusionado a la Luciferasa (ODD-LUC). Dado que esta proteina
se expresa en forma constitutiva, son las variaciones en su estabilidad lo que provoca
cambios en la actividad Luciferasa del reportero. La accion de RSUME fue evaluada
en las células COS-7 y en RCC-786-0. Verificando que RSUME precisa la expresion
de VHL para impactar en HIF, la sobre-expresion de RSUME produjo un aumento en
la estabilidad del reportero en las células COS-7 (VHL +/+) (Figura 23, barra 2 vs barra
1) y no en las RCC-786-O (VHL -/-) (Figura 23, barra 4 vs barra 3). En estas ultimas,
RSUME solo actué cuando VHL fue expresado, reestableciendo la estabilidad del
reportero (Figura 23, barra 6 vs. Barra 5).
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Figura 23: RSUME estabiliza al reportero ODD-LUC siempre y cuando se exprese VHL. Células COS-7 y RCC-
786-0 fueron transfectadas con 0,7 pg del vector reportero ODD-LUC y/o 0,5 pg de V5-RSUME y/o 0,5 pg de Flag-
VHL-GFP y 0,3 del vector reportero pRK5-Gaussia-LUC, utilizado como control de carga. 24hs post-transfeccion las
células fueron levantadas en buffer de lisis y la actividad de la Luciferasa Firefly y Gaussia fueron medidas. Cada valor
fue normalizado a la actividad de Gaussia. Cada condicién fue realizada por triplicado. Los valores se muestran como
promedio + error estandar de un experimento representativo de tres ensayos independientes.*, p<0,05 comparando
con células transfectadas con el vector vacio de RSUME (barra 1 en COS-7 y barra 5 en RCC-786-0). **, p<0,05

comparando con células transfectadas con el vector vacio de VHL (barra3). (ANOVA, seguido de test de Scheffé).

Posteriormente se estudié el impacto de RSUME en la funcién de VHL a través de su
capacidad de ubiquitinar a HIF-2a. En linea con los resultados obtenidos para la
estabilidad de HIF-2a, en las células RCC-786-0O se detectaron bajos niveles de HIF-
2o ubiquitinado que no fueron modulados por RSUME (Figura 24, calle 6 vs. 5). La
expresion ectdpica de VHL produjo un aumento en la ubiquitinacion de HIF-2a (Figura
24, calle 7 vs 5) que fue inhibida por la sobre-expresion de RSUME (Figura 24, calle 8
vs. 7).
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Figura 24: RSUME inhibe la ubiquitinacion de HIF-2a mediada por VHL. Células RCC-786-O fueron transfectadas
con 0,5 g de HA-HIF-2¢, 0,5 g de His-Ubiquitina y/o 0,5 g de Flag-VHL-GFP y/o ug de V5-RSUME. 48hs post-
transfeccion las células fueron incubadas con el inhibidor del proteasoma MG-132 (5uM) o vehiculo (Etanol absoluto)
durante 6hs. Luego los extractos celulares fueron cosechados en Laemmli Buffer y sometidos a SDS-PAGE seguido de
WB con los anticuerpos contra HIF-2¢, Flag, V5 y B-actina. Se muestra una figura representativa de tres ensayos

independientes con resultado similar.

Los resultados presentados hasta este punto verifican que en normoxia, RSUME
estabiliza a las subunidades HIFs-a inhibiendo la funcion E3 ligasa de ubiquitina de
VHL. Ademés de HIF-1 y 2a, VHL reconoce y ubiquitina a otras proteinas (Tarade y
Ohh, 2018; Zhang y Yang, 2012). Estudiar el impacto de RSUME sobre alguno de
estos blancos de degradacién resulté de utilidad para reafirmar que RSUME impacta
directamente en la funcién de VHL, ya que se esperaria que en presencia de RSUME
se genere un incremento en su estabilidad de modo similar al observado para las
variantes de HIFs-a.

En particular, se estudio la estabilidad de dos blancos de VHL (Jung et al., 2012;
Zhang et al., 2014): el receptor de estrogenos alfa (ERa) y el co-regulador de la
transcripcion MYBBP1A o p-160. Células COS-7 fueron transfectadas con los vectores
correspondientes para cada una de las proteinas y/o Flag-VHL-GFP y/o V5-RSUME.
Tal como fue reportado (Jung et al., 2012; Zhang et al., 2014), la sobre-expresion de
VHL lleva a una disminucion en la estabilidad de ERa y p-160 (Figura 25 A y B).
Apoyando la hipotesis planteada, cantidades crecientes de RSUME revirtieron la

degradacion dependiente de VHL de ER-a (Figura 25A) y de p-160 (Figura 25B).
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Figura 25: En presencia de VHL, RSUME estabiliza a sus blancos de ubiquitinacién ER-a 'y p-160. Células COS-7
fueron transfectadas con 0,5 g de ER-a (A) 0 0,5 g de p-160 (B) y/o Flag-VHL-GFP y/o cantidades crecientes (0,25
49, 0,5 1g 0 1,0 xg) de RSUME. 48hs. post-transfeccion, las células fueron cosechadas en Laemmli Buffer y sometidas
a SDS-PAGE seguido de WB con los anticuerpos contra HIF-2¢, Flag, V5 y B-actina. Se muestra una figura

representativa de dos ensayos independientes con resultado similar.

Los resultados en los que verificamos que RSUME inhibe la actividad E3 ligasa de
Ubiquitina de VHL, promoviendo la estabilizacion de HIFs-a, ER-a y p-160, dan
sustento a que en normoxia RSUME impacta directamente sobre la funcién de VHL.
En las secciones siguientes, se profundizard en los mecanismos por los cuales

RSUME ejerce esta accién inhibitoria sobre la actividad de VHL.

.2 RSUME interacciona fisicamente con VHL e impacta en la unién VHL-HIF

Previamente en nuestro laboratorio se demostrd por inmunoprecipitacién gue RSUME
y VHL co-precipitan, indicando una interaccion entre estas proteinas. En este sentido,
surgié el interrogante de si la union VHL-RSUME es directa o requiere algin
intermediario, como podria ser HIF-a.. Para responder a esto, se analizo la interaccion
mediante un ensayo de pull down in vitro. Se obtuvieron las proteinas recombinantes
His-RSUME, GST-VHL y GST, y se incubaron GST-VHL y GST junto con His-RSUME.
Cuando se purificaron GST-VHL y GST (control) se determindé que His-RSUME co-
precipita con VHL, demostrando la interaccion RSUME-VHL es directa (Figura 26).

70



Tedesco Resultados

Input GST GST-VHL Input GST GST-VHL

.

RSUME | = -—

GST-VHL

VHL GST-VHL

Rojo Ponceau

| osT

1 2 3 1 2 3

Figura 26: RSUME y VHL interaccionan directamente. 7,5 yg de RSUME recombinante fueron co-precipitados con
2,5 pg de GST-VHL o GST recombinantes. Las fracciones fueron sometidas a SDS-PAGE seguido de WB con
anticuerpos contra RSUME y VHL (panel izquierdo). Para detectar la unién inespecifica, se precipit6 GST solo. Se
muestra la membrana tefiida con rojo de Ponceau, en la que se observa que hay purificacion de GST y GST-VHL
(panel derecho). Se muestra un experimento representativo de dos experimentos independientes con resultados
similares.

Demostrada la formacion del heterodimero RSUME-VHL, comenzamos a estudiar sus
posibles consecuencias funcionales. En este sentido nos preguntamos si el
mecanismo de RSUME sobre la funcion de VHL ocurre a través de interferir en la
unién VHL- HIF-1 o 20.

Se plantearon dos escenarios posibles: RSUME podria competir con las subunidades
de HIF-a por el sitio de unién a VHL o unirse a VHL por otro sitio generando un cambio
conformacional que lleve al desplazamiento de HIF de la unién con VHL. Si RSUME y
HIFs-a se unen por el mismo sitio a VHL, se esperaria que las especies RSUME/VHL
y HIF-a/VHL sean excluyentes, de modo contrario, si la unién de RSUME a VHL lleva
a un posterior desplazamiento de la unién HIF-a/VHL, seria posible hallar un complejo
conformado por las tres proteinas HIF-o/RSUME/VHL. Para ello, se realizé una
inmunoprecipitacion en tandem en células COS-7 que expresaban Flag-VHL-GFP, V5-
RSUME y HA-HIF-1a. Primero se purific6 VHL y las proteinas asociadas, en una
primera ronda de inmunoprecipitacion. Posteriormente se eluyd VHL de las bolitas
utilizadas para la primer inmunoprecipitacion y se recuper6 el sobrenadante, que fue
sometido a una segunda ronda de inmunoprecipitacion con un anticuerpo contra la
etigueta V5 de RSUME. En el extracto obtenido, se detectaron VHL, RSUME y HIF-1a
(Figura 27, calle 4), indicando que las tres proteinas forman un heterotrimero. Este
resultado indicaria que las subunidades de HIF-a. y RSUME se unen por sitios distintos
a VHL.
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Figura 27: RSUME, HIF-ay VHL forman un complejo. Células COS-7 fueron transfectadas con 0,5 ug de HA-HIF-1¢,
0,5 ug de Flag-VHL-GFP y 0,5 ug de V5-RSUME. 48hs post-transfeccion las células se incubaron en 2% de suero 5 u
MG-132 durante 6 horas. Las células se lisaron y se realizéd una primera inmunoprecipitacion (IP) usando anticuerpos
anti-Flag. Se eluyeron las fracciones inmunoprecipitadas con péptido Flag soluble y se realiz6 una segunda IP con
anticuerpos anti-V5. Las fracciones inmunoprecipitadas de la segunda IP (Tandem IP) y las alicuotas de lisado (Input)
se sometieron a SDS-PAGE y WB usando los anticuerpos HA, Flag y V5. Se muestra un experimento representativo de

dos experimentos independientes con resultados similares.

El paso siguiente para comprender el mecanismo de accion de RSUME, fue analizar si
efectivamente compromete la union VHL-HIF-a. En primera instancia se utilizaron
células COS-7 transfectadas con los vectores de expresion para VHL, HIF-1la vy
cantidades crecientes de RSUME y se analiz6 por inmunoprecipitacion la interacciéon
VHL-HIF-1a. Se verificé un desplazamiento de la unién VHL-HIF dependiente de la
cantidad de RSUME presente (Figura 28, calles 7-10 vs calle 6). Esto fue acompafiado
por un aumento de los niveles de HIF-1la en la fraccién correspondiente al Input
(Figura 28, calles 2-5 vs calle 1).

En las células RCC-786-0 transfectadas con VHL, HIF-2a y una dosis intermedia de
RSUME (0,5ug) se observé también una inhibicién en la unién a VHL-HIF-2a (Figura
29, calle 4 vs calle 3), acompafiado de una estabilizacion de HIF-2a en la fraccion

correspondiente al Input (Figura 29, calle 2 vs callel).
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Figura 28: RSUME afecta la interaccion VHL/HIF-1a. Células COS-7 fueron transfectadas con 0,5 ug de plasmido
para HA-HIF-1a, 0,5 de Flag-VHL-GFP y/o cantidades crecientes de V5-RSUME (0,25, 0,5, 0,75 y 1.5 ug). 48hs post-
transfeccion las células fueron incubadas por 6hs con el inhibidor de proteasoma MG-132 (5 uM) en medio 2%suero.
Las células fueron lisadas en Buffer RIPA y se desarroll6 el protocolo para la inmunoprecipitacion de VHL, utilizando el
anticuerpo especifico contra Flag. De cada condicién ensayada se obtuvo un extracto crudo (Input) y una fraccion
correspondiente a la inmunoprecipitacion. Ambos fueron sometidos a una electroforesis en SDS-PAGE y WB con el

anticuerpo indicado. Se muestra una figura representativa de tres ensayos independientes con resultado similar.
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HA-HIF-2o. + + + o+

HIF-20. e S
V5-RSUME :. l -
MG-132

VHL 1
1 2 3 4

.Figura 29: RSUME afecta la interaccion VHL/HIF-2a en el contexto celular de la enfermedad VHL. Células RCC-
786-0 fueron transfectadas con 0,5 ug de plasmido para HA-HIF-12, 0,5 de Flag-VHL-GFP y/o V5-RSUME 0,5 ug o sus
plasmido control. 48hs post-transfeccion las células fueron incubadas por 6hs con el inhibidor de proteasoma MG-132
(5 uM) en medio 2% suero. Las células fueron lisadas en Buffer RIPA y se desarroll6 el protocolo para la
inmunoprecipitacion de VHL, utilizando el anticuerpo especifico contra Flag. De cada condicién ensayada se obtuvo un
extracto crudo (Input) y una fraccion correspondiente a la inmunoprecipitacion. Ambos fueron sometidos a una
electroforesis en SDS-PAGE y WB con el anticuerpo indicado. Se muestra una figura representativa de tres ensayos

independientes con resultado similar.

73



Tedesco Resultados

.3 RSUME promueve un aumento en la sumoilacién de VHL

Considerando que RSUME ha sido descripto como un enhancer de la via de
sumoilacion (Carbia-Nagashima et al.,, 2007), y que VHL es blanco de esta
modificacion (Cai y Robertson, 2010), el siguiente paso fue estudiar la contribucion de
RSUME a los niveles de sumoilaciéon de VHL. A fines de responder esta pregunta, en
primera instancia se procedi6 a realizar un ensayo de sumoilacion in vitro utilizando las
proteinas recombinantes rhRSUME, GST-VHL y GST-VHL;7:r (Mmutante de VHL en el
sitio principal de sumoilacion), SUMO-1 y las enzimas de la maquinaria de sumoilacion
(E1 y Ubc9). En ausencia de alguno de los componentes (E1, GST-VHL o SUMO-1)
no se detectaron bandas correspondiente a VHL sumoilado (Figura 30, calles 1-3). De
hecho, en presencia de los sustratos y enzimas necesarios, si se detecta VHL
sumoilado, que incluso incrementé cuando a la mezcla de reaccion se le agrego
rhRSUME (Figura 30, calle 5 vs calle 4), confirmando que RSUME actia como un
modulador positivo de esta modificacion sobre VHL. Adicionalmente se corroboré la
identidad de SUMO-VHL al ver que la variante VHL;71r No presenta la banda

correspondiente a SUMO conjugado a VHL (Figura 30, calles 6 y 7).

E1+ - + + + + +
SUMO-1 + + - + + + +
hRSUME + + + @ + @ +
GST-VHL- + + + + - -

GST-VHLKI71IR - - - - - + +

e— SUMO-VHL

VHL N
| GST-VHL
RSUME/ | S o o L
SUMO-1 | === -=|SUMO-1

123 45 6 7

Figura 30: RSUME incrementa los niveles de VHL sumoilado in vitro. Conjugacion in vitro de SUMO-1 a las
proteinas recombinantes GST-VHL y GST-VHLK171R, en presencia o ausencia de 0,5 xg de la proteina humana
RSUME recombinante (rhRSUME). Las mezclas de reaccion fueron sometidas a SDS-PAGE seguido de WB utilizando
los anticuerpos contra RSUME, SUMO-1 y VHL. Se muestra un experimento representativo de dos ensayos
independientes. & Control correspondiente a extracto de proteinas purificadas de E.coli transformadas con el vector de

expresion en el cual fue subclonado rhRSUME (vector pQE30).

A partir de que encontramos que RSUME aumenta la conjugacion de SUMO a VHL en
condiciones in vitro, nos propusimos verificar esta accion en el contexto de la célula.
Para ello se utilizaron dos aproximaciones experimentales, por un lado se analizaron

por WB contra VHL extractos de células transfectadas y por otro, se realizé una
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cromatografia de afinidad para purificar proteinas sumoiladas en condiciones
desnaturalizantes.

Para el primer caso, células COS-7 fueron transfectadas con Flag-VHL junto con las
variantes HA-SUMO-1 o SUMO-2, V5-Ubc-9 y/o RSUME y/o la E3 ligasa de SUMO
descripta para VHL, PIAS-y. VHL resultd blanco de sumoilacion tanto de SUMO-1
como de SUMO-2 (Figura 31) y a su vez, la sobre-expresiéon de RSUME llevé a un
aumento de los niveles de VHL-SUMO-1 y VHL-SUMO-2 (Figura 31, calle 2 vs calle 1
y calle 6 vs calle 5), dando sustento a los resultados obtenidos en la sumoilacion in
vitro (Figura 30). Dado que la co-expresion de RSUME y PIAS-y no increment6 adn
mas la sumoilacion de VHL, podria ser que estas proteinas actiuen en principio por las
mismas vias (Figura 31, calle 4vs calle 3 y calle 8 vs calle 7).

HA-SUMO-1  HA-SUMO-2

V5-RSUME - + - + - + - +
HAPIASy - - + + - - + +
FlagyHL + + + + + + + +
V5-Upeg + T + + F + + 4

poly-SUMO-VHL —— -_2 - -

SUMO-VHL —— - Gl | - e

VHL —— S

vs & & w

p-actin esesasdd B e
123 4 56 7 8

Figura 31: RSUME aumenta la sumoilacién de VHL en células. Células COS-7 fueron transfectadas con 0,5 pg de
Flag-VHL, 0,3 g de V5-Ubc9, 0,39 de HA-SUMO-1 o HA-SUMO-2 y/0 0,5 1g de V5-RSUME o su plasmido control y/o
0,5 1g de HA-PIASy o su plasmido control. 48hs. post-transfeccion, las células fueron cosechadas en Laemmli Buffer y
sometidas a SDS-PAGE seguido de WB con los anticuerpos contra Flag, V5 y [B-actina. Se muestra una figura
representativa de tres ensayos independientes con resultado similar.

Luego se evaluaron los efectos de RSUME realizando un ensayo de purificacion de
proteinas sumoiladas utilizando una cromatografia de afinidad entre una resina de
Niquel (NiNta) y una cola de seis histidinas asociadas a SUMO (6x-His-SUMO).
Células COS-7 fueron transfectadas con el plasmido 6xHis-SUMO-2 y/o V5-Ubc9 y/o
PIAS-y, Flag-VHL y/o V5-RSUME (Figura 32A) o un siRNA especifico contra RSUME
(SiRSUME) para silenciar el RSUME endogeno de las células COS-7 (Figura 32B). La

sobre-expresion de RSUME llevé a un incremento en los niveles de VHL-SUMO-2
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(Figura 32A, calle 9 vs calle 8). La co-expresion de RSUME con PIAS-y no mostrd
mayores niveles de VHL sumoilado que solo con PIAS-y (Figura 32A, calle 11 vs calle
10). El efecto de RSUME en la sumoilacion de VHL fue mas notorio cuando este fue
silenciado, evidenciado por en una clara disminucion de VHL-SUMO-2 (Figura 32B,
calle 7 vs calle 6). Se utiliz6 la mutante de sumoilacion de VHLi71r para realizar la
cromatografia, confirmando la identidad de las bandas correspondientes a VHL

sumoilado (Figura 32B, calle 8).

A Input Ni-NTA
VHL + + + + + + IETETY)
V5-RSUME - - + - + + B
HA-PIASYy - - - + + + - - -+ + 4+
HIS-SUMO-2 + + + + + - + 4+ + + 4+ -
V5-UBC9 - + + + + + -+ + + + +
VHL S oo - ]
V5| - e sy | PoIYSUMO-VHL
HA‘ - -1P|A5y 50kDa & oMo
V5 ‘ - e - UcCo i
B-actina ‘--.'-.1 251pa | T . = GUDE - VHL
123456 7 8 9101112
B .
Input Ni-NTA
VHL + + + - T+ o+ + -
VHLK171IR - - - + . o ow B
siRNA Scramble + + - + + 4+ - o+
siRNA-RSUME - - + - = = o o
HIS-SUMO-2 - + + + -+ o+ o+
V5-UBC9 + + + + + o+ + o+
150kDa _{
100kDa | . e
— H «| polySUMO-VHL
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VHL = ~— SUMO-VHL
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Figura 32: RSUME modula positivamente la sumoilaciéon de VHL. Células COS-7 fueron transfectadas con 0,6
g de Flag-VHL, y/o 0,6 xg de 6xHis-SUMO-2, y/o 0,1 g de V5-Ubc9, y/o 0,05 xg de V5-RSUME o su plasmido control
(A) o siRNA contra RSUME (20 M ) como control (B) y/o 0,1 g de HA-PIASy o su plasmido control (A). A las 48 hs de
la transfeccion las células fueron cosechadas, una alicuota fue tomada como Input y el resto de los extractos fueron
utilizados para una cromatografia de afinidad con una resina de Ni** para purificar 6xHis-SUMO-2 (Ni-NTA). Las
fracciones purificadas y los Input fueron sometidos a SDS-PAGE y posterior WB utilizando anti V5, HA, VHL y B-actina.
Se muestra un ensayo representativo de dos ensayos independientes son resultado similar.
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De estos abordajes experimentales se concluye que RSUME modula positivamente la
sumoilacion de VHL. La pregunta que se desprendié de estos resultados es si los
efectos observados por RSUME sobre la funcionalidad de VHL (estabilidad de HIF,
union a HIF) estan vinculados a la accién de RSUME sobre la sumoilacion de VHL.

.4 RSUME actua sobre HIF independientemente de su accion sobre la
sumoilacion de VHL

Para responder el interrogante planteado se evalué si RSUME es capaz de
incrementar los niveles de HIF-o al expresar la variante de VHL con sumoilacién
deficiente (VHLki71r). En células COS-7 que sobre-expresando VHLwr 0 VHLki71r 12
sobreexpresion de RSUME se vio acompafiada de un aumento en los niveles de HIF-
la (Figura 33A, calle 2 vs calle 1 y calle 4 vs calle 3) y de HIF-2a (Figura 33B, calle 2
vs calle 1 y calle 4 vs calle 3), indicando que RSUME tendria efectos que son

independientes del estado de sumoilacién de VHL.

A HAHIF1a + P B HAHF20 +

+ + + o+
RSUME - + - + RSUME - + - +
FLAGVHLywr + + - - FLAGVHLwr + +
FLAG-VHL k7R - - + + FLAG-VHL ky71r -
n-n. HA-HIF-1c. o “ HA-HIF-2c.
o w- = o= | FLAG-VHL ) - . AG-VHL
w= @ V5RSUME — == | V5-RSUME
1 2 3 4 1 2 3 4

Figura 33: RSUME aumenta la estabilidad de HIF-a frente a una variable deficiente en sumoilacion de VHL.
Células COS-7 fueron transfectadas con 0,5 pg de HA-HIF-1« (A) o HA-HIF-2« (B) y/o 0,5 pg de V5-RSUME y/o 0,5 ug
Flag-VHL-GFP o Flag-VHLki71r-GFP. 48hs post-transfeccion las células fueron cosechadas en Laemmli Buffer y
sometidas a SDS-PAGE seguido de WB con los anticuerpos contra HIF-1« (A) o HIF-2« (B), Flag, V5 y B-actina. Se

muestra una figura representativa de tres ensayos independientes con resultado similar.

De igual modo a lo realizado para VHLywt (Figura 21), se ensayd una curva de tiempo
en normoxia para ver la capacidad de la variante VHL;71r de mediar la degradacion de
HIF-2a. y de qué modo RSUME afecta esta funcion. Analizando la degradacion de HIF
por VHLx71r (Figura 34, calles 1-4), observamos que RSUME bloqued su funcion
(Figura 34, calles 5-8 vs calles 1-4). Estos resultados muestran que en presencia de la
variante de VHL deficiente en sumoilacién, RSUME mantiene sus efectos respecto a la

estabilizacion de HIF-a.
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Figura 34: RSUME bloquea la degradacion de HIF-2a mediada por VHLki71r. Células COS-7 fueron transfectadas
con 0,2 pg de HA-HIF-2 y/o 0,5 pg de V5-RSUME y/o 0,5 pg Flag-VHLii71r-GFP. 48hs post-transfeccion las células
fueron sometidas a 4hs de HPX (1% de O,) y los extractos celulares fueron cosechados en Laemmli Buffer a diferentes
tiempos de NMX (21% O) (0, 5, 10 y 30 minutos). Los extractos fueron sometidos a SDS-PAGE seguido de WB con
los anticuerpos contra HIF-2¢, Flag, V5 y B-actina. Se muestra una figura representativa de tres ensayos

independientes con resultado similar.

Como complemento a la estrategia utilizada, una forma de determinar si los efectos de
RSUME sobre VHL son independientes de su rol como modulador positivo de la
sumoilacién, es inhibir la sumoilacién a nivel general. Esto se realiz6 mediante la
transfeccion del plasmido que codifica para la proteina viral Gam-1 (Chiocca, 2007;
Pozzebon et al., 2009). Sobre estas células, se evalu6 si RSUME mantiene la
capacidad de incrementar a HIF-a. En linea con los resultados obtenidos para la
mutante de VHLw71r (Figura 33 y Figura 34), a pesar de esta inhibicion sobre la
sumoilacion, RSUME increment6 los niveles de HIF-2a, revirtiendo la accion de VHL
enddgeno y del sobre-expresado (Figura 35, calle 2 vs calle 1 y calle 4 vs calle 3).
Como control de que los efectos observados no estan dados por la expresién de la
proteina GAM-1, las células fueron transfectadas con una mutante que no afecta la
cascada de sumoilacién, condicion en la que RSUME mantuvo también la capacidad

de incrementar los niveles de HIF-2a (Figura 35 calle 6 vs calle 5y calle 8 vs calle 7).
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Figura 35: RSUME bloquea la degradacion de HIF-2a¢ mediada por VHL en incluso al inhibir la sumoilacién a
nivel general. Células COS-7 fueron transfectadas con 0,2 ug de HA-HIF-2 y/o 0,5 pug de V5-RSUME y/o 0,5 pg Flag-
VHL-GFP y/o 0,3 pg de Gam-1 o Gam-1 mutante (control). 48hs post-transfeccion las células fueron sometidas
cosechadas en Laemmli Buffer. Los extractos fueron sometidos a SDS-PAGE seguido de WB con los anticuerpos
contra HIF-2¢, Flag, V5 y B-actina. Se muestra una figura representativa de tres ensayos independientes con resultado

similar.

Tal como se ha mencionado previamente, la estabilizacién de HIF-a esta asociada a
un aumento en la actividad transcripcional de HIF y con ello en la expresion de genes
gque contienen elementos de respuesta a HIF en su promotor (HRE).

Teniendo en cuenta que en Ultima instancia la actividad desregulada de HIF es lo que
genera un ambiente propicio para la formacién y supervivencia tumoral, resulté de
relevancia analizar el efecto de RSUME sobre la funcién de VHLwt y VHLk171r @ través
de la actividad transcripcional de HIF-2. Para ello, las células COS-7 fueron
transfectadas el reportero de actividad transcripcional de HIF, HRE-LUC. La sobre-
expresion de RSUME incrementé la actividad de HIF, revirtiendo tanto los efectos de
VHL end6geno como del transfectado (Figura 36, barra 2 vs barral y barra 4 vs barra
3). En cuanto a los efectos de RSUME dependientes de la sumoilacion de VHL, en
linea con los resultados obtenidos (Figuras 33-35), RSUME aumentd la actividad de
HIF-2, revirtiendo los efectos inhibitorios de VHL«171r (Figura 36, barra 6 vs barra 5).
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Figura 36: RSUME aumenta la actividad transcripcional de HIF en presencia de VHLki71r. Células COS-7 fueron
transfectadas con 0,5 pg de Flag-VHL-GFP o Flag-VHLki7:r-GFP 0 su vector control y/o 0,7 pg de V5-RSUME o su
vector control, 0,2 ug de HA-HIF-2¢, 0,5 pug del reportero de actividad de HIF, HRE-LUC y 0,3 pg del reportero CMV--
galactosidasa como control de carga. 24hs post-transfeccién las células fueron levantadas en buffer de lisis y la
actividad de la Luciferasa Firefly fue medida. Cada valor fue normalizado a la actividad de la 3-galactosidasa. Cada
condicion fue realizada por triplicado. Los valores se muestran como promedio * error estdndar de un experimento
representativo de tres ensayos independientes.*, p<0,05 y **, p<0,01 comparando con la respectiva condicién
transfectada con el vector vacio de RSUME. (ANOVA, seguido de test de Scheffé).

A fines de estudiar la regulacion de la estabilidad y actividad transcripcional de HIF en
un contexto celular del sindrome de VHL, analizamos los efectos de RSUME sobre la
funcion de la variante VHLki71r €n las células RCC-786-O. En células transfectadas
con cada variante de VHL (WT o K171R) se observé, al igual que las células COS-7
(Figura 34), que la sobre-expresion de RSUME revierte la accion de VHLwr y VHLk171r
(Figura 37, calle 2 vs calle 1 y calle 4 vs calle 3, respectivamente), reafirmando
nuestros hallazgos sobre la accibn de RSUME independiente de su rol como

modulador positivos de la sumoilacion.
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Figura 37: RSUME aumenta la estabilidad de HIF-2« frente a una variable deficiente en sumoilacién de VHL en
el modelo de celular de la enfermedad VHL. Células RCC-786-O fueron transfectadas con 0,5 pg de HA-HIF-2 y/o
0,5 pg de V5-RSUME y/o 0,5 pg Flag-VHL-GFP o Flag-VHLi71r-GFP. 48hs post-transfecciéon las células fueron
cosechadas en Laemmli Buffer y sometidas a SDS-PAGE seguido de WB con los anticuerpos contra HIF-2¢, Flag, V5'y

[B-actina. Se muestra una figura representativa de tres ensayos independientes con resultado similar.

Utilizando el mismo sistema celular, se analizé la accion de RSUME sobre un gen
enddgeno controlado por HIF-2, VEGF. Se midieron los niveles de expresion de VEGF
a través de PCR en tiempo real, observando que la co-expresién de VHLywt 0 VHLk171r
junto con RSUME trae aparejado un incremento de los niveles de ARN mensajero de
VEGF (Figura 38 barra 2 vs barra 1 y barra 4 vs barra 3, respectivamente). Este
resultado acompafia lo demostrado para el reportero de actividad transcripcional de
HIF e indica que RSUME, a través de inhibir la funcion de VHL e incrementar la
estabilidad de HIF, produce un aumento de la expresiéon de genes que llevan a la

adaptacion a hipoxia celular.
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Figura 38: RSUME revierte la accion de VHLwr y VHLki171r incrementa la expresién del blanco de HIF, VEGF-A.
Células RCC-786-0 fueron transfectadas con 1,0 pg Flag-VHLWT-GFP o Flag-VHLK171R-GFP y/o 1,5 pg V5-RSUME.
48 hs post-transfeccion las células se cosecharon y se purificé el ARNm. Los niveles de expresién de ARNm de VEGF-
A fueron determinados por gRT-PCR. Los valores se muestran como el promedio de triplicados + SEM, luego de
normalizar por los valores de expresion del control de carga RPL19. *, p<0.05 cuando se comparé para cada variante

de VHL con la condicién transfectada con RSUME contra su vector vacio pCEFL (ANOVA con test de Scheffé).

Establecimos que RSUME inhibe la funcion de VHL independientemente de su estado
de sumoilacién. La siguiente pregunta que nos realizamos fue si los mecanismos que
hemos descripto para la variante de VHLy Se mantienen para la variante deficiente en
sumoilaciéon de VHL o en condiciones en las que la sumoilacién de encuentra inhibida
(Gam-1).

En este sentido, se analiz6 la interaccion VHL-RSUME y sus consecuencias en la
union VHL-HIF-a. Se realizaron ensayos de inmunoprecipitacion en ambas
condiciones experimentales. En primer instancia, al observar los extractos
correspondientes a los Inputs se reafirmaron los resultados obtenidos previamente,
mostrando que RSUME incrementa los niveles de HIF-2a en presencia de VHLk;71r O
al inhibir la sumoilacion con Gam-1 (Figura 39A, calle 4vs calle 3 y Figura 39B calle 2
vs calle 1). Al analizar la fracciébn correspondiente a la inmunoprecipitacion, se
demostré que RSUME interacciona con VHL independientemente de su sumoilacion
(Figura 20A, calles 6 y 8 y Figura 20B, calles 6 y 8) y que RSUME promueve una
disminucion de la interaccion VHL-HIF-2a (Figura 20A, calle 8 vs calle 7 y Figura 20B,
calle 6 vs calle 5).

Estos hallazgos confirman que el mecanismo descripto para RSUME sobre la funcion
de la proteina VHL es independiente de la sumoilacion e involucra la disminucion de la
interaccion VHL-HIF.
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Figura 39: RSUME afecta la union VHL-HIF-a independientemente del estado de sumoilacion de VHL. Células
COS-7 fueron transfectadas con 0,5 pg de HA-HIF-2¢, 0,5 pg de Flag-VHLwr-GFP o Flag-VHLki7:r-GFP (A) 0 0,5 pg de
Flag-VHLwr-GFP (B) y/o 0,5 pg de V5-RSUME y 0,3 pg de Gam-1 o Gam-1 mutante (B). 48hs post-transfeccion las
células fueron incubadas por 6hs con el inhibidor de proteasoma MG-132 (5 uM) en medio 2% suero. Las células
fueron lisadas en Buffer RIPA y se desarroll6 el protocolo para la inmunoprecipitacion de VHL, utilizando el anticuerpo
especifico contra Flag. De cada condicién ensayada se obtuvo un extracto crudo (Input) y una fraccién correspondiente
a la inmunoprecipitacion. Ambos fueron sometidos a una electroforesis en SDS-PAGE y WB con el anticuerpo indicado.

Se muestra una figura representativa de tres ensayos independientes con resultado similar.

Capitulo 1l: RSUME en el contexto de la enfermedad VHL y su impacto en la
funcion de las mutantes de VHL

Como fue descripto en la introduccion (Figura 9) la expresion de RSUME es elevada
en tejidos que son sensibles a la formacién de tumores en el sindrome VHL (Carbia-
Nagashima et al., 2007) y se expresa en tumores del tipo VHL. Ademas, como fue
descripto en la Introduccion, RSUME se encuentra elevado en tumores RCC, con una
disminucién en la sobrevida de los pacientes (Figura 18). Hemos demostrado que
RSUME modula negativamente la funcion de VHL elevando la estabilidad de HIF y con
ello a una actividad desregulada de HIF en normoxia, generando un escenario

pseudohipdéxico tal como el observado en la enfermedad de VHL.

Por todo esto, RSUME surge como un factor de interés a la hora de estudiar el
desarrollo de la enfermedad VHL, por lo que nos propusimos estudiar de qué modo
RSUME impacta en la funcionalidad de diferentes mutantes de VHL caracteristicas del

sindrome.

.1 RSUME se expresaen tumores VHL

Hasta el momento en el laboratorio se habia descripto la expresion de RSUME en
muestras de tumores de pacientes VHL (Feocromocitomas y Hemangioblastomas) a
nivel de ARN mensajero (Tesis Licenciatura Lucas Tedesco, pagina 55 y Gerez et al.,

2015). A lo largo de la presente Tesis, a partir de muestras de Feocromocitomas,
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Hemangioblastima y RCC se analizo6 RSUME a nivel de la proteina. Se detecto
RSUME por WB en los Feocromocitomas (Figura 40A), por inmunofluorescencia en el
Hemangioblastima (Figura 40B) y por inmunohistoquimica para los RCC (Figura 40C).

A B
Hemangioblastoma

RSUME DAPI

Feocromocitoma
Tumor# 10 11 12 13_Control
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p-actin b-b - ——
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Carcinoma Renal (RCC)

Figura 40: RSUME se expresa en tumores VHL. (A) WB realizado para detectar RSUME enddgeno en explantes de
Feocromocitomas humanos. B-actina fue utilizada como control de carga. Como control positivo se utilizé un extracto
de células COS-7 transfectadas con V5-RSUME. (B) Inmunofluorescencia contra RSUME enddgeno (rojo) en una
muestra fijada de Hemangioblastoma de retina. Los nucleos fueron tefiidos con DAPI (azul). El correspondiente control
de anticuerpo secundario (omitiendo anticuerpo primario) se muestra en un recuadro de la esquina inferior izquierda.
Se indica la escala, con la barra correspondiendo a 50um. (C) Inmunohistoquimica en muestras fijada de Carcinoma
Renal de Células Claras (RCC). Se visualiza la sefial positiva para RSUME en marrén. A modo de contraste se tifieron

las células con hematoxilina.

Que RSUME se exprese en tumores en los que hay pérdida de la funcién de VHL,
llevd a preguntarnos cuales son los mecanismos que subyacen al aumento de la
expresion de RSUME en esta patologia. Anteriormente, utilizando un reportero de
expresion de RSUME (RSUME-LUC): promotor minimo de RSUME controlando al gen
de la Luciferasa, habiamos determinado que VHL inhibe a nivel transcripcional la
expresion de RSUME (Tesis Licenciatura Lucas Tedesco y Gerez et al., 2015). Dado
gue en la enfermedad VHL hay mutaciones de VHL que comprometen su funcion, es
que nos propusimos indagar si dicha actividad disminuida es suficiente para establecer
un escenario propicio para desregulacién de RSUME.

Utilizando el reportero RSUME-LUC en células A-498-O (Derivadas de RCC, VHL-/-)
transfectadas con VHL 0 las variantes caracteristica del sindrome Tipo 2 (Tyr112His,

Argl67GIn o Leul88Val), se observdé que mientras VHL regula negativamente la
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expresion de RSUME a nivel transcripcional (Figura 41, barra 2 vs barra 1), las
mutantes de VHL fueron incapaces de inhibir a RSUME (Figura 41, barras 3, 4y 5 vs
barraly 2).

U\
o

45

2.5
2.0
1.5
1.0
0.5

0.0
Vector de
VHL Y112H R167Q L188V

1 2 3 4 5

U x103
wWow
oL or

RSUME-LUC (RL

Figura 41: Las mutantes de VHL no regulan la expresion de RSUME. Células de la linea celular A-498 fueron
transfectadas con 0,5 pg de las variantes indicadas de Flag-VHL, y su respectivo control (vector.) Ademas se
transfectaron 0,7pg del reportero RSUME-LUC. Cada condicién fue realizada por triplicado. 24hs luego de la
transfeccion las células se levantaron con Buffer de Lisis y se determiné la actividad Luciferasa. Como control de la
eficiencia de transfeccion se utilizo el reportero Gaussia. Los resultados se muestran como promedio + error estandar
del triplicado de uno de los tres experimentos independientes ensayados con resultados similares. * p<0,05;

comparando con células transfectadas solo con el control (barra 1) (ANOVA, Test de Scheffé).

Adicionalmente a los ensayos de gen reportero, se analizaron los niveles proteicos de
RSUME sobre células RCC-786-0 transfectadas con las diferentes variantes de VHL.
En concordancia con lo observado para el ensayo reportero de RSUME-LUC (Figura
41), mientras que VHL inhibié la expresion de RSUME enddgeno (Figura 42), las
mutantes de VHL de Tipo 2 perdieron dicha funcion (Figura 42).

Vector
FLAG-VHL - + - - -
FLAG-VHL 12y - . + . .
FLAG-VHLrierq - - - 4+ -

FLAG-VHLL188V - 7 - + _

RSUME|

Flag-VHL|

B-actina

Figura 42: Las mutantes de VHL pierden la capacidad de regular la expresion de RSUME. Células COS-7 fueron
transfectadas con 0,5 pg la variantes indicadas de VHL o su vector vacio. 48hs post-transfeccién las células fueron
sometidas a 4hs de HPX (1% de O,) y los extractos celulares fueron cosechados en Laemmli Buffer a diferentes
tiempos de NMX (21% O,) (0, 5, y 30 minutos). Los extractos fueron sometidos a SDS-PAGE seguido de WB con los
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anticuerpos contra RSUME, Flag, V5 y B-actina. Se muestra una figura representativa de cuatro ensayos

independientes con resultado similar.

Estos resultados confirman que la deficiencia funcional de las mutantes de VHL
explicaria el establecimiento del contexto patolégico que lleva a un incremento a los
niveles de RSUME. El hecho de que perturbaciones parciales en la funcién de VHL
sean suficientes para que se pierda por completo la inhibiciébn de la expresion de
RSUME (Figura 42, calles 3-5 vs calle 2) muestra la importancia que toma RSUME en
el establecimiento del escenario patolégico de VHL.

1.2 Accion de RSUME sobre las mutantes de VHL

En el capitulo anterior se presentaron resultados mostrando como RSUME actla
directamente sobre VHL afectando su union a HIF-a y con ello, impidiendo su
degradacion.

El hecho de que RSUME se exprese en tumores VHL, que las mutantes de VHL son
incapaces de regular negativamente los niveles de RSUME y que se ha reportado que
las mutantes de VHL Tipo 2 presentan una disminucién parcial en su funcion (Clifford
et al.,, 2001; Hacker et al.,, 2008; Hoffman et al., 2001; Rechsteiner et al., 2011),
llevaron a que estudiemos el rol de RSUME en el establecimiento del fenotipo del
sindrome VHL Tipo 2. Puntualmente nos enfocamos en determinar si RSUME afecta la
funcion de las mutantes de VHL Tyrl12His, Argl67GIn y Leul88Val, analizando tanto
la estabilidad como actividad transcripcional de HIF.

En células RCC-786-0 transfectadas con las diferentes mutantes de VHL (Figura 42),
el incremento de los niveles de RSUME fue suficiente para que se genere un aumento
en los niveles de HIF-2a respecto a VHLy+ (Figura 42, calles 3-5 vs calle 2). Cuando
se expresaron las diferentes variantes de VHL en células COS-7 y RCC-786-0, la
sobre-expresion de RSUME resulté en un incremento de los niveles de HIF-2a (Figura
43 y 44), indicando que RSUME potencia la pérdida de funcion de las mutantes de
Tipo 2 de VHL. Adicionalmente, en células previamente expuestas a HPX y luego
cultivadas en NMX, RSUME bloque6 la degradacion de HIF-2a producida por las
diferentes mutantes de VHL (Figura 45).
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FLAG'VHLy112H + + - - - -
FLAG'VH LR167Q - - + + - -
FLAG-VH LL188V - = = + o
V5-RSUME - + - + - +
HA-HIF20 + + + + + +

w FLAG-VHL

&% 4A  a V5-RSUME

1 2 3 4 5 6

Figura 43: RSUME promueve la pérdida de funcién de las mutantes de VHL. Células COS-7 fueron transfectadas
con 0,5ug de los vectores de expresion de las variantes de VHL indicadas y/o 0,5ug RSUME o su vector control y 0,2
pg de HA-HIF-2«. 48hs post-transfeccion las células fueron sometidas cosechadas en Laemmli Buffer. Los extractos
fueron sometidos a SDS-PAGE seguido de WB con los anticuerpos contra HIF-2¢, Flag, V5 y B-actina. Se muestra una

figura representativa de tres ensayos independientes con resultado similar.

FLAG-VHLyjpy + + - - - -

FLAG‘VH LR167Q = = + + @ =
FLAG"VH LL1 88V - - - - -+
V5-RSUME - + -+ =

+ + +

HA-HIF-20. + + + + o+

|-'| | -— --”."ﬁ B-actina
1 2 3 4 5 6

Figura 44. RSUME promueve la pérdida de funcién de las mutantes de VHL. Células RCC-786-O fueron
transfectadas con 1.0 pg de los vectores de expresion de las variantes de VHL indicadas y/o 1,5ug RSUME o su vector
control y 0,2 pg de HA-HIF-2a. 48hs post-transfeccion las células fueron cosechadas en Laemmli Buffer. Los extractos
fueron sometidos a SDS-PAGE seguido de WB con los anticuerpos contra HIF-2¢, Flag, V5 y B-actina. Se muestra una

figura representativa de tres ensayos independientes con resultado similar.
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A Flag-VHLy11o4 + + + + + + + o+ + o+ + o+
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Figura 45: RSUME bloquea la accidon de las mutantes de VHL con funcién parcial, estabilizando a HIF-2a .
Células COS-7 fueron transfectadas con 0,5 pg de los vectores de expresion de las variantes de VHL indicadas y/o
0,5ug RSUME o su vector control y 0,1 pg de HA-HIF-2« . 48hs post-transfeccion las células fueron sometidas a 4hs de
hipoxia (HPX). A los tiempos de NMX indicados los extractos fueron cosechados y sometidos a SDS-PAGE seguido de

WB con los anticuerpos contra HIF-2¢, Flag y V5. Se muestra una figura representativa de tres ensayos
independientes con resultado similar.

Tal como fue mencionado previamente, las mutaciones en VHL llevan a una
disminucién parcial en su funcién, promoviendo una actividad transcripcional de HIF
desregulada. Dado que RSUME potencia la disminucién en la funcion de mutantes de
VHL, se analiz6 si los niveles de HIF-a alcanzados por RSUME incrementan la
actividad transcripcional de HIF. Esto se analiz6 transfectando células COS-7 con las
diferentes mutantes de VHL, junto con el reportero HRE-LUC. En linea con lo ya

reportado para estas variantes de la enfermedad (Clifford et al., 2001; Hacker et al.,
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2008; Hoffman et al., 2001; Rechsteiner et al., 2011), la expresion de VHL llevé a una
disminucién en la actividad de HIF (Figura 46, Barra 3 vs Barra 1), pero las mutantes
de VHL resultaron deficientes en esta funcién (Figura 46, Barras 5, 7 y 9 vs Barra 3).
RSUME revirti6 el efecto inhibitorio de VHL (Figura 46, Barra 4 vs Barra 3) y potenci6
la pérdida de funcién de las mutantes de VHL (Figura 46, Barra 6 vs Barra 5; Barra 8
vs Barra 7 y Barra 10 vs Barra 9).
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Figura 46: RSUME potencia la pérdida de funcién de las mutantes de VHL. Células COS-7 fueron transfectadas
con 0,5 ug de cada una de las variantes de Flag-VHL-GFP indicadas o su vector control y/o 0,7 pug de V5-RSUME o su
vector control, 0,2 ug de HA-HIF-2¢, 0,5 pg del reportero de actividad de HIF, HRE-LUC y 0,3 pg del reportero CMV--
galactosidasa como control de carga. 24hs post-transfeccion las células fueron levantadas en buffer de lisis y la
actividad de la Luciferasa Firefly fue medida. Cada valor fue normalizado a la actividad de la 3-galactosidasa. Cada
condicién fue realizada por triplicado. Los valores se muestran como promedio * error estandar de un experimento
representativo de tres ensayos independientes.*, p<0,05 comparando VHL con la condicién transfectada con su vector
vacio; **, p<0,001 comparando cada condicion (vector vacio de VHL y cada una de las variantes indicadas) con la
respectiva condicién transfectada con el vector vacio de RSUME; # p<0,05 comparando cada mutante de VHL con la
condicién transfectada con VHLwr (barra 3) (ANOVA, seguido de test de Scheffé).

1.3 Mecanismo de accién de RSUME sobre las mutantes de VHL
[1.3.1 RSUME promueve la sumoilacion de las mutantes puntuales de VHL

Considerando la cercania de los sitios de las mutaciones (Flag-VHLy1124, Flag-
VHLr1679 0 Flag-VHL,15gy) al sitio consenso de sumoilacion de VHL (K171), se evalud

si ésta modificacion ocurria en las mutantes de la enfermedad VHL.
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Se utilizaron extractos de células COS-7 transfectadas con Flag-VHLy11o4, Flag-
VHLgris70 0 Flag-VHL 1gsv junto con Ubc-9 y His-SUMO-2. Estos se sometieron a
cromatografia de afinidad de Niquel. Independientemente de las mutaciones, VHL

mantuvo su capacidad de ser sumoilada, con un patrén similar al que se observa para
la variante WT de VHL (Figura 47).

Input NiNta

FLAG-VHL *+ - - - + =~ = = *
FLAG-VHLy1124 - + - = = a4 = = =
FLAG‘VHLR167Q - - + - - - + - -
FLAG-VHL 1gey - - - + - = = -
V5-Ubc9 + + + + + + + o+ +
6xHis-SUMO-2 + + + + + + + o+ =

i "

1 polySUMO-VHL
— ) o= aud "
«— SUMO-VHL
S es on *NE e - & - GuH

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 47: Las mutantes del sindrome VHL son blanco de sumoilacion. Células COS-7 fueron transfectadas con
0,6 g de cada una de las variantes indicadas de Flag-VHL, y/o 0,6 xg de 6xHis-SUMO-2, 0,1 xg de V5-Ubc9. A las 48
hs de la transfeccion las células fueron cosechadas, una alicuota fue tomada como Input y el resto de los extractos
fueron utilizados para una cromatografia de afinidad con una resina de Ni** para purificar 6xHis-SUMO-2 (Ni-NTA). Las
fracciones purificadas y los Input fueron sometidos a SDS-PAGE y posterior WB utilizando VHL. Se muestra un ensayo
representativo de dos ensayos independientes son resultado similar.

Confirmar que las mutantes de VHL se sumoilan nos llevo a estudiar si RSUME actia
modulando positivamente su modificacion. El silenciamiento de RSUME enddgeno
(SIRSUME) en células COS-7 transfectadas con Flag-VHLy112n, Flag-VHLgri670 0 Flag-
VHL 1gsv junto con Ubc-9 y His-SUMO-2, mostré una clara disminucién de los niveles
de sumoilacién de las mutantes estudiadas (Figura 48). Esto confirmé que RSUME es

efectivamente un modulador positivo de la sumoilacion de las mutantes de la
enfermedad de VHL.
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Input NiNta
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siScramble + - + - + - + - 4+ - + -
siRSUME - + -+ -+ -+ - 4 -+
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Figura 48: RSUME modula positivamente la sumoilaciéon de las mutantes de VHL. Células COS-7 fueron
transfectadas con 0,6 xg de cada una de las variantes indicadas de Flag-VHL, y/o 0,6 xg de 6xHis-SUMO-2, 0,1 xg de
V5-Ubc9 y siRNA contra RSUME (20 xM) o siScramble como control. A las 48hs de la transfeccion las células fueron
cosechadas, una alicuota fue tomada como Input y el resto de los extractos fueron utilizados para una cromatografia de
afinidad con una resina de Ni** para purificar 6xHis-SUMO-2 (Ni-NTA). Las fracciones purificadas y los Input fueron
sometidos a SDS-PAGE vy posterior WB utilizando VHL. Se muestra un ensayo representativo de dos ensayos

independientes son resultado similar.

11.3.2 RSUME regula la actividad de las mutantes de RSUME independientemente de
su sumoilacion

Nos propusimos saber si en las mutantes de la enfermedad de VHL los efectos de
RSUME son dependientes de su accibn como modulador positivo de la sumoilacién.
Para ello, se generaron dobles mutantes de VHL, es decir, variantes de VHL que
llevan la mutacion representativa de la enfermedad VHL junto con la mutaciéon K171R,
obteniendo los siguientes plasmidos (Flag-VHLy1121k171r, Flag-VHLris7qik171r 0 Flag-
VHL 1gsvik171r). Sobre estos, se chequed por cromatografia de afinidad de Niquel que

efectivamente hubiera reduccion en la sumoilacion (Figura 49).
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FLAG-VHL - - - - - - E
FLAG-VHLy11o4 + - - - - - -
FLAG-VHLy1121k171R
FLAG-VHLgig7q - - + - - - -
FLAG-VHLgseraki71R - - - + - - -
FLAG-VHL g8y - - - - 4+ - -
FLAG-VHL 1ggvik171R - - - - -
V5-Ubc9 + + + + +
6xHis-SUMO-2 + + + + +

+ + +
+

lySUMO-VHL
bt M poly

FLAG-VHL

Figura 49: Chequeo de sumailacion en las doblas mutantes generadas. Células COS-7 fueron transfectadas con
0,6 g de cada una de las variantes indicadas de Flag-VHL, y/o 0,6 xg de 6xHis-SUMO-2, 0,1 xg de V5-Ubc9. A las 48
hs de la transfeccién las células fueron cosechadas y los extractos fueron utilizados para una cromatografia de afinidad
con una resina de Ni** para purificar 6xHis-SUMO-2 (Ni-NTA). Las fracciones purificadas y los Input fueron sometidos a
SDS-PAGE y posterior WB utilizando VHL. Se muestra un ensayo representativo de dos ensayos independientes son
resultado similar.

Ya sea en células COS-7 (Figura 50A) como en células RCC-786-O (Figura 50B) la
sobre-expresion de RSUME aumentd la estabilidad de HIF-2a, inhibiendo a las
simples y dobles mutantes de VHL. Esto verifica la hipotesis de que RSUME no
precisa de su accién como enhancer de sumoilacion de VHL para potenciar la pérdida

de funciéon de las mutantes.
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Figura 50: RSUME promueve la pérdida de funcion de las mutantes dobles de VHL. Células COS-7 (A) y RCC-
786-0 (B) fueron transfectadas con 1.0 pg de los vectores de expresion de las variantes de VHL indicadas y/o 1,5ug
RSUME o su vector control y 0,2 pg de HA-HIF-2a. 48hs post-transfeccion las células fueron sometidas cosechadas en
Laemmli Buffer. Los extractos fueron sometidos a SDS-PAGE seguido de WB con los anticuerpos contra HIF-2«, Flag,

V5 y B-actina. Se muestra una figura representativa de tres ensayos independientes con resultado similar.

[1.3.3 RSUME interacciona con las mutantes de VHL afectando su uniéon a HIF-2«

El paso siguiente para estudiar el mecanismo por el cual RSUME potencia la pérdida
de funcion de las mutantes de VHL fue estudiar las consecuencias sobre la formacion
de complejos proteicos del sistema de degradacién VHL-HIF.

En primera instancia, se evalud si a pesar las mutaciones en VHL interacciona con
RSUME. Tal como ya hemos demostrado para la variante VHLy;, RSUME
interaccion6 con las diferentes mutantes de la enfermedad (Figura 51A), asi como con
las mutantes de la enfermedad que presentan el sitio de sumoilacién mutado (Figura
51B).
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Figura 51: RSUME mantiene su unién con las mutantes de VHL independientemente del status de sumoilacién
de VHL. Células COS-7 fueron transfectadas con 0,5 de Flag-VHL-GFP, Flag-VHLvi12n, Flag-VHLrie7q 0 Flag-VHL gy
(A) O Flag-VHLy112riki71r, Flag-VHLrisrqika71r 0 Flag-VHLLissvk171R (B) Y 0,5 pg V5-RSUME. 48hs post-transfeccion las
células fueron lisadas en Buffer RIPA y se desarrollé el protocolo para la inmunoprecipitacion de VHL, utilizando el
anticuerpo especifico contra Flag. De cada condicion ensayada se obtuvo un extracto crudo (Input) y una fraccién

correspondiente a la inmunoprecipitacion. Ambos fueron sometidos a una electroforesis en SDS-PAGE y WB con el

anticuerpo indicado. Se muestra una figura representativa de tres ensayos independientes con resultado similar.

Acto seguido, a través del ensayo de inmunoprecipitacién en tandem, verificamos que
las mutantes de VHL, HIF-2a y RSUME forman, tal como con la variante WT (Figura

27), un complejo heterotrimérico. (Figura 52).

IP:Flag
INPUT Tandem IP:V5
Flag-VHL + - _ - + - ~
Flag-VHLy 1124 -+ - -+ _
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V5-RSUME *+ + + + + + o+ +
HA-HIF-20. * * * * S
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Figura 52: RSUME, HIF-ay las mutantes de VHL forman un complejo. Células COS-7 fueron transfectadas con 0,5
ug de HA-HIF-2¢, 0,5 pg de las variantes indicadas de Flag-VHL-GFP y 0,5 ug de V5-RSUME. 48 horas post-
transfeccion las células se incubaron en 2% de suero 5 y MG-132 durante 6 horas. Las células se lisaron y se realizd
una primera inmunoprecipitacion (IP) usando anticuerpos anti-Flag. Se eluyeron las fracciones inmunoprecipitadas con
péptido Flag soluble y se realizé una segunda IP con anticuerpos anti-V5. Las fracciones inmunoprecipitadas de la
segunda IP (Tandem IP) y las alicuotas de lisado (Input) se sometieron a SDS-PAGE y WB usando los anticuerpos HA,

Flag y V5. Se muestra un experimento representativo de dos experimentos independientes con resultados similares.

Cuando se centro el estudio en el complejo de degradacién VHL-HIF, determinamos

por inmunoprecipitacion, que la interaccion de RSUME con las mutantes de VHL trae
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aparejado una disminucion en su interaccion con HIF-2a (Figura 53), siendo este el
posible mecanismo por el que RSUME lleva a la potenciacion de la pérdida de funcion
de las mutantes de VHL.
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Figura 53: RSUME inhibe la interaccion de las mutantes de VHL con HIF-2a. CélulasCOS-7 fueron transfectadas
con 0,5 ug de plasmido para HA-HIF-2, 0,5 ug de cada una de las variantes de Flag-VHL-GFP indicadas y/o 0,5 ug de
V5-RSUME o sus plasmido control. 48hs post-transfecciéon las células fueron incubadas por 6hs con el inhibidor de
proteasoma MG-132 (5 uM) en medio 2% suero. Las células fueron lisadas en Buffer RIPA y se desarroll6 el protocolo
para la inmunoprecipitacién de VHL, utilizando el anticuerpo especifico contra Flag. De cada condicién ensayada se
obtuvo un extracto crudo (Input) y una fraccion correspondiente a la inmunoprecipitacion. Ambos fueron sometidos a
una electroforesis en SDS-PAGE y WB con el anticuerpo indicado. Se muestra una figura representativa de tres

ensayos independientes con resultado similar.

Hay reportes que indican que las diferentes mutantes de VHL tienen afectada en
diferente medida su capacidad de formar el complejo E3 ligasa de Ubiquitina ECV
(Ding et al., 2014; Hacker et al., 2008; Kaelin, 2017). Con esto en consideracion y que
anteriormente hemos observado que la sobre-expresion de RSUME afecta la
interaccion entre VHLy+, Elonguina C, Elonguina B y Cullina-2 (Tesis Licenciatura
Lucas Tedesco, pagina 53 y Gerez et al., 2015), es que nos preguntamos si la pérdida
de funcion de las mutantes de VHL por RSUME podria deberse a que la disminucién
de la interaccion VHL-HIF impacte en la formacién del complejo E3 ligasa de ubiquitna.
Para ello, células COS-7 fueron transfectadas con los plasmidos que codifican para las
mutantes de VHL indicadas en la Figura 54, los componentes del complejo ECV (Flag-
Elonguina C, HA-Elonguina B y HA-Cullina-2) y RSUME. Se purific6 VHL por
inmunoprecipitacion y se evalu6 el efecto de RSUME sobre la unién de VHL a los
componentes del complejo ECV. La sobre-expresion de RSUME trajo aparejado una
disminucion en la interaccion directa entre las mutantes de VHL y Elonguina C (Figura
54). Esta disminucion fue acompafiada por una disminucién en los niveles de
Elonguina B que interaccionan indirectamente con VHL a través de la Elonguina C
(Figura 54).
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Figura 54: RSUME inhibe la interaccién de las mutantes de VHL con los componentes del complejo E3 ligasa
de Ubiquitina (ECV). CélulasCOS-7 fueron transfectadas con 1,0 yg de cada una de las variantes de Flag-VHL-GFP
indicadas y/o V5-RSUME 1,0 pg o sus plasmido control, 1,0 ug de Flag-Elonguina C, 1,0 yg de HA-Elonguina By 1.0
g de HA-Culllina-2. 48hs post-transfeccion las células fueron lisadas en Buffer RIPA y se desarroll6 el protocolo para
la inmunoprecipitacion de VHL, utilizando el anticuerpo especifico contra GFP. De cada condicién ensayada se obtuvo
un extracto crudo (Input) y una fraccion correspondiente a la inmunoprecipitacion. Ambos fueron sometidos a una
electroforesis en SDS-PAGE y WB con los anticuerpos FLAG, HA y V5. Se muestra una figura representativa de dos

ensayos independientes con resultado similar.

Los resultados mostrados indican que a través de interferir con la formacion de
complejos de degradaciéon de HIF-a, VHL-HIF y VHL-Elonguinas-Cullina, RSUME
potencia la pérdida de funcion de las mutantes de VHL. La consecuencia directa de
este mecanismo, es que se genere un ambiente celular pseudohipdxico en el que HIF
se encuentra continuamente estable y activo. En este sentido, es que nos planteamos
el objetivo de establecer de qué modo las condiciones generadas por RSUME

impactan en el establecimiento del microambiente tumoral asociado al fenotipo VHL.

.4 RSUME impacta en VHL y con ello genera un escenario proangiogénico

Dado que RSUME inhibe la funcién de VHL, incrementando la estabilidad y actividad
de HIF, es que nos centramos en determinar si la accion de RSUME sobre VHL es
suficiente para inclinar la balanza hacia un escenario proangiogénico.

Para estudiar la contribucion de RSUME en el swtich angiogénico asociado a un
aumento en VEGF, se generaron clones estables en células RCC-786-0 que expresan
VHL, VHLk171r, VHL 188y 0 VHLL1gsv  k171r, junto con un shRNA dirigido contra RSUME
0 su control scramble. Sobre estos clones se analiz6 el efecto del silenciamiento de
RSUME sobre la expresion de VEGF. Ya sea para la variante salvaje de VHL como
para la mutante VHL,1ggy, €l silenciamiento de RSUME llev6 a una disminucién en los

niveles de expresion de VEGF, verificando que la expresion de RSUME impacta en la
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funcionalidad de VHL (Figura 55). Estos mismos resultados fueron obtenidos para
aquellos clones que expresan las variantes de VHL que no son sumoilables (VHLki71r
y VHLL1ggv s k171r) (Figura 55), mostrando una vez mas que los efectos de RSUME son
independientes del estado de sumoilacion de VHL.
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Figura 55: El silenciamiento de RSUME aumenta la funcién de VHL, disminuyendo la expresion de VEGF. Los
clones RCC-786-0 indicados fueron cosechados y los niveles de ARNm de VEGF-A fueron analizados mediante qRT-
PCR. Cada valor fue obtenido a partir de cuadriplicados. Se muestran valores correspondientes al promedio + SEM,
luego de normalizar a los valores de expresion del control de carga RPL19. *, p<0.05 cada variante de VHL comparada
con su respectivo control shScramble (ANOVA seguido de test de Scheffé). Se muestra un experimento representativo

de tres repeticiones independientes.

Se estudid el aporte de RSUME a la angiogénesis mediante dos estrategias
experimentales: ensayo in vitro de formacion de tubulos y ensayo de angiogénesis in
vivo en ratones NOD/SCID.

Para el ensayo in vitro de formacién de tubulos, células de la linea EA.hy926 fueron
cultivadas sobre una base de Matrigel, junto con el medio condicionado obtenido de
los clones estables que se mencionaron previamente (ver Materiales y Métodos).
Estas células responden a factores proangiogénicos como es VEGF diferenciandose y
formando estructuras tubulares y por ello, sirven como una herramienta testigo de
diferencias en los niveles de secrecion de VEGF al medio condicionado.

En linea con los resultados obtenidos de la expresion de ARNm de VEGF, cuando las
células EA-hy926 fueron cultivadas con medios condicionados provenientes de clones
en los que se habia silenciado RSUME, se observé una significativa disminucién del
numero de ramificaciones de los tubulos formados (Figura 56A). El impacto en la
angiogénesis por silenciamiento de RSUME fue también corroborado para las

mutantes de sumoilacion de VHL (Figura 56B).
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Figura 56: La disminucion de VEGF produce una disminucion de la angiogénesis es un modelo in vitro. 15.000
células Eahy.926 por pocillo de placa de 96 fueron incubadas con 100 ul de medio condicionado de los clones
generados en las células RCC-786-0, sobre un colchén de Matrigel. Se tomaron fotografias a las 14-16 h después de
la incubacién usando un microscopio invertido (aumento: 5X). Cada condicion se llevé a cabo por triplicado. Las
ramificaciones por campo se cuantificaron utilizando ImageJ. Se muestra una imagen representativa para cada clon de
tres experimentos independientes (panel izquierdo). Los valores se dan como la media de los nodos de ramificacion +
SEM *, p <0.05 y **, p <0.01 comparado con el clon Scramble correspondiente (ANOVA con prueba de Scheffé). (panel

derecho).

El papel de RSUME en el progreso switch angiogénico asociado a la funcién de VHL
se demostrd también en el modelo de angiogénesis in vivo. Ratones de la cepa NOD-
SCID se inyectaron con los clones generados. A los 7 dias de comenzado el
experimento, los ratones presentaron nuevos vasos alrededor del area de inyeccion.
Para aquellos clones que expresan el shRSUME se observé una disminucion
significativa en la densidad de vasos (Figura 57A), confirmando, in vivo, que en
ausencia de RSUME, VHLy y la mutante Tipo 2 se vuelven més potentes y limitan la
angiogénesis tumoral temprana. El silenciamiento RSUME también resulté en
ganancia de funcion para las variantes de VHL deficientes en sumoilacion (VHLki71r Y
VHL 1gsviki71r) (Figura 57B).
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Figura 57: El silenciamiento de RSUME en clones RCC produce una disminucién de la angiogénesis in vivo. Se
inyectaron por via intradérmica los clones indicados de células RCC-786-O (10° células, cada clon) en el flanco
derecho de ratones macho Nod/Scid de 6-8 semanas. El vehiculo fue inyectado en el flanco izquierdo (flanco
contralateral). Después de 7 dias, se retiro la piel y se tomaron fotografias con lupa (ver aumento). Se muestra un raton
con resultados similar a los demas de cada grupo (panel izquierdo). Se midieron los vasos pequefios y medianos y se
calcul6 la densidad del vaso como (#vasos cuas - #Vas0S venicuo) /Area. Los resultados obtenidos de 8 imagenes
independientes para cada condiciéon se expresan como promedio + SEM (panel derecho). *, p <0.05 y **, p <0.01

comparado con el clon Scramble correspondiente (ANOVA con prueba de Scheffé).

.5 RSUME esta involucrado en la formacion de tumores dependientes de la
pérdida de funcién VHL

Si bien nuestros resultados muestran que RSUME actua en los estadios iniciales del
switch angiogénico que llevarian al establecimiento de un escenario propenso para la
formacion de tumores, se estudio el impacto de RSUME sobre la funcién de VHL en el
proceso de tumorigénesis asociado a la desregulacion de HIF-2.

A lo largo de esta Tesis, utilizando numerosas estrategias experimentales, se ha
demostrado que los efectos directos de RSUME sobre la funciéon de VHLwr 0 la
mutante de VHL del Tipo 2 son independientes de la sumoilacion de VHL. En este
sentido, para estudiar la contribucién a la tumorigénesis, solo nos focalizamos en los
clones RCC en los que se ha silenciado o no RSUME que expresan VHLyt 0 VHL 1gav.
Los clones se inyectaron en el modelo animal de tumorigénesis (ratones nude). Al final
del experimento se evaluaron el volumen tumoral, niveles de HIF-2a, VEGF-A y el
grado de vascularizacién de los tumores.

Los tumores se desarrollaron entre 50 y 90 dias en ratones inyectados con células
RCC-786-O o con los clones mencionados, observando un menor volumen en
aquellos tumores originados a partir de clones en los que RSUME se encontraba

silenciado (Figura 58).
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Figura 58: RSUME esté involucrado en la formacion de tumores dependiente de la pérdida de funcion de VHL.
(A) Clones de células RCC-786-O se inyectaron por via subepidérmica en ratones atimicos nude machos (5x106
células, cada clon). Las fotografias mostradas se tomaron a los 70 d después de la inyeccién. Se muestra un ratén con
resultados similares a demas ratones del mismo grupo. (B) Se muestra el célculo del area bajo la curva (AUC) para el
volumen del tumor. Los resultados se muestran como el promedio + SEM. *, p <0.05 comparado con el clon Scramble
correspondiente (ANOVA con prueba de Scheffé). Se realizaron dos experimentos independientes con cuatro ratones
en cada grupo en cada experimento, que muestran resultados similares.

Ademas, se realizaron tinciones por inmunofluorescencia contra HIF-2a y VEGF-A y
por inmunohistoquimica, contra CD-31, para evaluar el grado de vascularizacion
tumoral. Se verific6 en un modelo in vivo que el silenciamiento de RSUME
efectivamente resulta en un aumento de la funcionalidad de VHLyr 0 la mutante Tipo
2. En comparacion con su respectivo control shScramble, los clones con menor
expresion de RSUME mostraron una significativa disminucion de los niveles de HIF-2a
(Figura 59 A y B), resultando en una disminucién en la expresion de su blanco
transcripcional VEGF (Figura 59A, C y D) y en consecuencia, una menor

vascularizacion tumoral (Figura 60A y B).
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Figura 59: El silenciamiento de RSUME incrementa la funcion de VHL, disminuyendo los marcadores asociados
a HIF en los tumores. (A) Se realizaron criosecciones de los tumores y se sometieron a inmunofluorescencia triple con
los anticuerpos contra HIF-2« (rojo) (1: 100), VEGF-A (verde) (1: 100) y DAPI para tefiir los nucleos celulares (azul).
Las imagenes se adquirieron con un aumento de 60x. Se muestra una imagen representativa para cada clon. (B y C)
La intensidad de fluorescencia de HIF-2 (B) y VEGF-A (C) se cuantifico y relativizé a la sefial DAPI. Los resultados
obtenidos de 6 imagenes independientes para cada condicion se expresan como promedio + SEM. * p <0.05
comparado con el clon Scramble correspondiente (ANOVA con prueba de Scheffé). (D) Se tomaron fragmentos de los
tumores que fueron disgregados en forma mecéanica. Los extractos se sometieron a SDS-PAGE y Western Blot (WB)
usando los anticuerpos indicados. -actina se us6 como control de carga.

101



Tedesco Resultados

>
s}

+
o
] .
2 10 v?
g € =
> " » v
8 T *
o X .
! :tgu 0.54 *
[}
[
RCC VHLWT VHLWT VHL L188V VHL L188V 8
shScramble shRSUME shScramble shRSUME i
o O W QO oW
8 5252 835 3%
& HEDiD 5E UD
] 7] o 17}
5L L5
RTE PP ZTE
= (2] = o
" [}

Figura 60: El silenciamiento de RSUME y concomitante ganancia de funcién de VHL resulta en tumores menos
vascularizados. (A) Para visualizar la vascularizacion del tumor, las secciones tumorales se sometieron a
inmunohistoquimica contra el marcador de células endoteliales CD31 (1: 500). Las imagenes se adquirieron a 40
aumentos. Los controles negativos correspondientes, omitiendo el anticuerpo primario se insertan en la esquina
derecha de cada imagen. Se muestra una imagen representativa para cada clon. Las flechas indican células
endoteliales CD31 + (marrén). (B) La densidad de vasos tumorales se determind mediante cuantificacion del area
correspondiente a la sefial positiva para CD31. Los resultados obtenidos de 6 imagenes independientes para cada
condicién se expresan como el promedio + SEM. *, p <0.05 comparado con el clon Scramble correspondiente (ANOVA

con prueba de Scheffé).

Los resultados que se muestran indican que, tanto para el establecimiento del
escenario protumoral, como es el switch angiogénico (Folkman y Hanahan, 1991;
Hanahan y Folkman, 1996), como durante el desarrollo y mantenimiento de los
tumores del tipo VHL, el silenciamiento de RSUME resulta en una ganancia de funcién
de VHL. Esto da cuenta que RSUME efectivamente repercute en la funcion de VHL y
gue es un factor que juega un papel clave en el impacto funcional de las mutaciones
sobre VHL.
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La hipoxia es una condicion critica que afecta gravemente la sobrevida de la célula y
por ello se han desarrollado mecanismos eficientes para resolver este escenario de
estrés, siendo los factores HIF los principales efectores de la de sefializacion asociada
a la homeostasis del O, (De Lella Ezcurra et al., 2016; Semenza, 2007, 2012). Si bien
existen numerosos mecanismos que regulan la estabilidad y actividad de HIF, VHL es

el principal actor involucrado en impedir la estabilizacion de HIF en normoxia.

La actividad de HIF resulta critica para el desarrollo y progresion de numerosos
tumores y es considerada como un marcador de agresividad tumoral. Hay tumores que
sobreviven a la falta de O, gracias a la activacibn de las vias de sefializacion
asociadas a HIF (Schito y Semenza, 2016), mientras otros tumores que se generan
por fallas en los reguladores de HIF en normoxia, como es el caso de VHL (Kaelin y
Maher, 1998).

Desde el descubrimiento de HIF, los esfuerzos se han centrado en determinar los
factores y mecanismos que modulan su estabilidad y actividad. El estudio de la
interaccion funcional entre VHL y HIF ha permitido grandes avances sobre las
condiciones y factores que generan un escenario propicio para el desarrollo de
tumores asociados a HIF, y con ello, el establecimiento de estrategias para el
tratamiento de tumores VHL (Gossage et al., 2015; Kaelin, 2017). Aun asi, existe un
continuo interés en conocer nuevos factores y mecanismos que expliquen la perdida
de funcién de VHL, para aquellos casos en los que la proteina se expresa (Chen et al.,
2016; Tarade y Ohh, 2018; Zhang y Zhang, 2018). En este sentido, en la presente
Tesis hemos profundizado en los mecanismos moleculares y consecuencias que tiene
RSUME sobre la funciéon de VHL. RSUME interacciona con VHL afectando la
formacion de los complejos necesarios para su funcién E3 ligasa de Ubiquitina y la
union VHL-HIF.

La descripcion de este mecanismo resultdé de suma relevancia en el contexto de los
tumores VHL, en los que RSUME se expresa. En particular, demostramos que
mutantes de VHL con funcién disminuida, pierden la capacidad de regular
negativamente la expresion de RSUME. En estas condiciones, RSUME mostrd ser
critico para potenciar la pérdida de funcién de las mutantes de VHL sobre la
estabilidad de HIF, generando un escenario propicio para la desregulacion de la

angiogénesis y formacion de tumores VHL.
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l. RSUME modula positivamente los niveles de HIF

.1 Efecto de RSUME sobre los niveles de HIF en hipoxia

Las subunidades de HIF-1a y HIF-2a. son blanco de numerosas modificaciones post-
traduccionales que modulan finamente su estabilidad y actividad. Dentro de este
amplio espectro de modificaciones, nuestro laboratorio ha aportado evidencia sobre
los efectos de la sumoilacion de HIF-1a en hipoxia, verificando, tal como otros (Bae et
al., 2004; Chan et al., 2011; Han et al., 2015; Jiang et al., 2015; Li et al., 2014; Mei et
al., 2014; Shao et al., 2004), que la hipoxia promueve la sumoilacion de HIF-1,
aumentando su estabilidad (Carbia-Nagashima et al., 2007). RSUME se encontrd
asociada a zonas hipéxicas de tumores y a una elevada capacidad angiogénica del
tumor (Carbia-Nagashima et al., 2007; Castro et al., 2003; Shan et al., 2012). En linea
con los trabajos antes mencionados que han descripto la estabilizacion de HIF-1o por
la sumoilacion, RSUME modula positivamente la sumoilacion de HIF-1a. en hipoxia,
incrementando su estabilidad y actividad transcripcional (Carbia-Nagashima et al.,
2007).

.2 Acciéon de RSUME sobre la funcion de VHL en normoxia

En los tumores asociados a la pérdida de funciébn de VHL, se demostré que la
degradacion de HIF, por expresion de VHL ectépico, es suficiente para inhibir su
crecimiento (Kondo et al., 2003; Kondo et al., 2002; Zimmer et al., 2004). El hecho de
gue RSUME disminuya la ubiquitinacion de HIF-1, incrementando su estabilidad
(Gerez et al., 2015 y Tesis Licenciatura Lucas Tedesco), nos llevé a estudiar a
RSUME como modulador directo de la funcién de VHL y los mecanismos asociados a
ello.

Estudiar la ubiquitinacion y estabilidad de HIF-2a, que comparte los mecanismos de
regulacion por VHL con HIF-1a (Keith et al., 2011), en el modelo celular RCC-786-O
(deficiente en VHL), fue crucial para confirmar que RSUME actia sobre VHL
inhibiendo la ubiquitinacion de HIF-2a, incrementando su estabilidad en normoxia.
Adicionalmente, que RSUME no tenga efecto sobre la estabilidad de HIF-2a. enddgena
en ausencia de VHL, como se habia observado con el dominio ODD (Tesis de
Licenciatura Lucas Tedesco), es una clara evidencia de que RSUME actia
principalmente sobre los mecanismos que regulan la estabilidad de HIF via el dominio
ODD. Determinamos que en hipoxia, RSUME no produce un cambio significativo en

los niveles de HIF-2a, indicando que la accion de RSUME es principalmente sobre la
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actividad de VHL. Si bien la regulacion de VHL sobre HIF es la mas estudiada, se han
descripto numerosos factores que son reconocidos y ubiquitinados por VHL (Zhang y
Zhang, 2018; Zhang y Yang, 2012). El estudio de la accion de VHL sobre estos
blancos alternativos a HIF (Jung et al.,, 2012; Lai et al., 2011a), asi como su
desregulacion por pérdida de funcion de VHL, ha brindado evidencias para el
entendimiento de la heterogeneidad observada entre los diferentes tumores que
surgen por mutaciones que impactan en la funcién de VHL. Esto ha llevado al
desarrollo de nuevas estrategias para el abordaje terapéutico de este tipo de tumores
(Tarade y Ohh, 2018; Zhang y Zhang, 2018). Al determinar que RSUME revierte los
efectos de VHL sobre las proteinas ER-a y p-160, demostramos que RSUME inhibe la
funcién de VHL independientemente del sustrato de degradacion que se trate. De este
modo, RSUME surge como un factor clave que cuando inhibe a VHL, potencia la
estabilizacién de una gran variedad de factores que contribuyen al establecimiento del
fenotipo tumoral asociado a la pérdida de funcion de VHL.

La funcion mas estudiada de VHL es la de actuar como proteina de reconocimiento de
sustratos para la ubiquitinacién. En particular, la regulacién VHL-HIF ha demostrado
ser de gran relevancia para el desarrollo de tumores en el sindrome VHL. Sin
embargo, se ha visto que la desregulacién de la actividad transcripcional de HIF no
explica por completo el establecimiento de tumores asociados a la pérdida de funcién
de VHL como RCC y Feocromocitomas (Calzada, 2010; Frew y Krek, 2008; Hergovich
et al., 2003; Kaelin, 2017; Kim et al., 2006; Thoma et al., 2009). Por ello, el estudio de
las funciones de VHL independientes de la regulacién de HIF (Kaelin, 2004; Li y Kim,
2011; Tarade y Ohh, 2018), es actualmente considerado como un posible punto de
partida para explicar por qué la pérdida de funcién de VHL lleva al establecimiento de
diferentes tipos de tumores (Kaelin, 2017; Tarade y Ohh, 2018; Zhang y Zhang, 2018;
Zhang y Yang, 2012). A partir de los resultados de esta Tesis, resulta necesario
estudiar en profundidad el impacto de la expresiéon de RSUME sobre la estabilidad de
otros blancos de degradacién de VHL, asi como determinar si RSUME promueve una
ganancia o pérdida de funcibn de VHL sobre las vias independientes a la
ubiquitinacién. Estos estudios permitirian comprender el rol de RSUME en el
establecimiento de un escenario propicio para el desarrollo de tumores malignos
asociados a VHL.

Las mutaciones en VHL generan pérdida total o parcial de VHL, generando una
marcada acumulacion de HIF y propagacion de su respuesta transcripcional en
normoxia (pseudohipoxia) (Bratslavsky et al., 2007; Jonasch et al., 2012; Rathmell y

Simon, 2005; Schito y Semenza, 2016). Hay una correlacion genotipo-fenotipo entre

106



Tedesco Discusion

las mutaciones de Tipo 2 en VHL y los tumores que se generan; el Tipo 2A con alto
riesgo de formar Feocromocitomas y Hemangioblastomas; el Tipo 2B con alto riesgo
de presentar Feocromocitomas, Hemangioblastima y RCC y el Tipo 2C sélo forma
Feocromocitomas (Nielsen et al., 2016; Nordstrom-O'Brien et al., 2010). Se ha visto
que las diferentes mutantes de VHL varian en su capacidad de ubiquitinar a HIF
(Hoffman et al., 2001; Knauth et al., 2006; Li et al., 2007). Hay reportes que muestran
que los efectos de las mutaciones van desde una pérdida total de la funcién de VHL,
asociada a los tumores mas agresivos, hasta comportarse similar a VHLy, indicando
que la tumorigénesis asociada a estas mutantes estd ligada a otros factores o
funciones de VHL independientes de HIF (Ding et al., 2014; Hacker et al., 2008;
Hoffman et al., 2001; Li et al., 2007; Rathmell et al., 2004; Rechsteiner et al., 2011;
Yang et al., 2013). Se han descripto mas de 800 mutaciones gque en su mayoria se
localizan en regiones criticas para la regulacién de HIF por VHL (zona de interaccion
con Elonguina C en el dominio o de VHL y la region de interaccion con HIFa en el
dominio B) (Nordstrom-O'Brien et al., 2010). Sin embargo, una gran cantidad de
mutaciones caen por fuera de estas regiones (Shmueli et al., 2013). Esto muestra que
la pérdida de funciéon de VHL no es sélo por la capacidad de cada mutante de formar
complejos con HIF y los componentes del complejo ECV, sino por la accion de otros

factores y mecanismos aun no identificados (Kaelin, 2017).

RSUME se expresa en numerosos tipos de tumores, con alto potencial angiogénico
(Carbia-Nagashima et al., 2007; Chen et al., 2018; Fuertes et al., 2018; Gerez et al.,
2013; Gerez et al., 2015; He et al., 2017; Ji et al., 2018; Shan et al., 2012; Wu et al.,
2016). Resaltando el rol de RSUME como biomarcador, éste fue asociado junto a otros
15 genes como un predictor de riesgo de recurrencia y metastasis en cancer de mama
(Huang et al., 2013; Schneider et al., 2015).

En favor de estudiar a RSUME sobre la funcion de VHL, se observé que RSUME se
expresa en tejidos susceptibles a la formacion de tumores del sindrome VHL (Carbia-
Nagashima et al., 2007). Ademas, determinamos que efectivamente hay expresiéon de
RSUME en tumores VHL (Feocromocitomas, Hemangioblastima y RCC). Junto a esto,
en un analisis llevado a cabo por el TCGA para caracterizar molecularmente a los
tumores RCC (Haake et al., 2016; Ricketts et al., 2018), se encontré6 que RSUME esta
incrementado en un 20,07% de los 528 tumores analizados, correlacionando
negativamente con la sobrevida de los pacientes. Estos estudios apoyarian un posible
rol de RSUME como marcador a tener en cuenta en esta patologia. Para validar estos
datos y demostrar que RSUME es efectivamente un marcador prondstico en la

patologia VHL, hemos establecido una colaboracion con el Hospital Italiano de Buenos
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Aires (reconocido como centro de referencia de la Alianza VHL). Se estudiara la
expresion de RSUME en muestras de tumores del tipo RCC y Feocromocitoma, se
compararan los niveles y patron de expresion de RSUME en el tumor contra el tejido
sano circundante y se realizardn correlaciones con datos de expresion de RSUME y

los datos clinicos de los pacientes.

Si bien RSUME se expresa en diversos tipos de tumores (Carbia-Nagashima et al.,
2007; Chen et al., 2018; Fuertes et al., 2018; Gerez et al., 2013; He et al., 2017; Huang
et al., 2013; Ji et al., 2018; Schneider et al., 2015; Shan et al., 2012; Wu et al., 2016),
resta por conocer los mecanismos moleculares involucrados en la regulacién de
expresion de RSUME. Hasta el momento sélo se lo ha asociado a la hipoxia tumoral y
a la expresion de HIF-1a (Carbia-Nagashima et al., 2007; Shan et al.,, 2012). La
caracterizacion molecular de los tumores RCC, muestra que la inactivacion de VHL
ocurre en un 60% de los casos (Haake et al., 2016; Ricketts et al., 2018). Utilizando
mutantes caracteristicas de VHL Tipo 2 con funcién disminuida (Tipo 2A VHLy1124,
Tipo 2B VHLgis70 Y Tipo 2C VHL,1ssv) (Ding et al., 2014; Hacker et al., 2008; Hoffman
et al., 2001; Lee et al., 2009a; Rechsteiner et al., 2011) demostramos, a nivel
transcripcional y proteico, que ante la pérdida de funcion de VHL, se pierde la
capacidad de regular negativamente la expresion de RSUME. Considerando la
expresion de RSUME en tumores RCC, Hemangioblastomas y Feocromocitomas, la
inactivacion de VHL explicaria en parte el mecanismo molecular asociado al

incremento de los niveles de RSUME en el contexto patoldgico de la enfermedad VHL.

.3 Acciéon de RSUME sobre las mutantes de VHL

A pesar de los avances, aun es necesario describir factores y mecanismos que
contribuyan al impacto de las mutaciones en la desregulacién de la funcion de VHL
(Kaelin, 2017; Tarade y Ohh, 2018). Dado que los niveles de RSUME incrementan en
presencia de las mutantes de VHL y que éste actia sobre VHL inhibiendo su actividad
E3 ligasa de Ubiquitina, es en el contexto de la enfermedad de VHL donde cobra
relevancia estudiar la accion de RSUME sobre la funcion de VHL, con foco en las
mutantes de VHL.

Utilizando el reportero de estabilidad de HIF-1a (ODD-LUC) (Tesis de Licenciatura
Lucas Tedesco), recapitulamos el fenotipo de diferentes mutantes representativas de
la enfermedad VHL (Tipo 2A VHLy112n, Tipo 2B VHLgie7g Y Tipo 2C VHL 1g5v). COmo
habia sido reportado (Ding et al., 2014; Hacker et al., 2008; Hoffman et al., 2001; Lee
et al., 2009a; Rechsteiner et al., 2011), las mutantes de VHL resultaron parcialmente

activas. En este sistema, mientras que la sobre-expresion de RSUME genera una

108



Tedesco Discusion

pérdida total de la funcion de las mutantes de VHL, el silenciamiento de RSUME
genera una ganancia de funcion, a niveles similares a VHL (Tesis Licenciatura Lucas
Tedesco). La correlacion negativa entre los niveles de RSUME y la funcion de las
mutantes de VHL, muestra que RSUME es un factor clave a tener en cuenta a la hora
de estudiar el impacto funcional de las mutaciones en VHL. Avanzando en los efectos
de RSUME sobre las mutantes de VHL, en las presente Tesis nos focalizamos en la
estabilidad y actividad de HIF-2a, cuya desregulacion es critica para la formacién y
mantenimiento de los tumores RCC, en vez de HIF-1a (Kondo et al., 2003; Kondo et
al., 2002; Rankin et al., 2006; Zimmer et al., 2004). Si bien el reportero ODD-LUC es
una herramienta ampliamente aceptada, hemos avanzado en la comprension de la
accion de RSUME a través de analizar la estabilidad de la proteina HIF-2a completa.
En este sistema, los niveles de HIF-2a surgen del balance de modificaciones que
afectan positiva 0 negativamente su estabilidad, en vez de quedar circunscriptos solo
al dominio ODD. La presencia de RSUME bloquea la actividad residual de las
mutantes de VHL, incrementando aln mas la estabilidad y actividad transcripcional de
HIF y con ello, activa la via de sefializacion de VEGF y angiogénesis.

Segun los sistemas y modelos celulares utilizados, el impacto funcional de las
mutaciones de VHL varia (Bae et al., 2004; Hoffman et al., 2001; Knauth et al., 2006;
Knauth et al., 2009; Lee et al., 2009a; Rathmell et al., 2004). En un sistema con
RSUME enddgeno, como son las células RCC-786-O, la funcion parcialmente
disminuida de las mutantes de VHL se reestablece cuando se silencia RSUME. Esto
muestra que en el contexto celular RCC, RSUME dirige el impacto de las mutaciones
en la funcién de VHL. Con esto en consideracion, la heterogeneidad del impacto
funcional de las mutaciones en VHL, para diferentes sistemas, podria estar dada por

diferentes niveles de co-expresion de RSUME.

. Mecanismo de accién de RSUME sobre VHL

A través de la caracterizacion molecular de diferentes mutantes de VHL y mediante
estudios in silico, es que se ha descripto como repercuten las mutaciones de VHL en
su funcion (Gossage et al., 2014; Nielsen et al., 2016; Nordstrom-O'Brien et al., 2010).
Sin embargo, mas alla de RSUME, no se han descripto factores que potencien el
fenotipo de las mutaciones. RSUME ejerce su accion sobre VHL promoviendo la
estabilizacion de numerosos blancos de ubiquitinacion de VHL. La estabilizacion
desregulada de estas proteinas (Tarade y Ohh, 2018; Zhang y Zhang, 2018; Zhang y
Yang, 2012) contribuye al establecimiento del escenario celular para el desarrollo de

los diferentes tipos de tumores dependientes de VHL. Por ello, conocer el mecanismo
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molecular de accién de RSUME sobre VHL significé un gran avance en la posibilidad

inclinar la balance en favor de la funcion de VHL.

.1 Caracterizacion de la interaccion entre RSUME y VHL

Habiamos demostrado que RSUME y VHL co-precipitan (Gerez et al., 2015), pero
mediante la inmunoprecipitaciobn, no es posible establecer si las interacciones
encontradas son directas o si hay un intermediario involucrado. En el laboratorio se
habia demostrado que RSUME vy los factores HIF-a interaccionan (Carbia-Nagashima
et al., 2007). Considerando la unién VHL-HIF, este Ultimo podria estar actuando como
intermediario en la interaccibn VHL-RSUME. Para comprender los mecanismos
involucrados en la inhibicion funcional de RSUME sobre VHL, fue critico establecer si
fehacientemente existe el complejo VHL-RSUME. A través de un abordaje in vitro

confirmamos que las proteinas recombinantes interaccionan fisicamente.

1.2 Accion de RSUME sobre los complejos de VHL

A lo largo de VHL se dan interacciones con mas de 150 factores, de los cuales
algunos han sido asociados a la tumorigénesis (Razafinjatovo et al., 2016) y base de
datos VHLdb http://vhidb.bio.unipd.it/). VHL tiene dos regiones de interaccion

ampliamente estudiadas (zona de reconocimiento a HIF y zona de reconocimiento de
Elonguina C y Cullina-2), que han sido de gran utilidad para el disefio de inhibidores de
VHL (Buckley et al., 2012; Galdeano et al., 2014; Van Molle et al., 2012). A través de
un screening con una libreria de compuestos, un abordaje computacional y posterior
validacién por NMR y cristalografia de rayos X, se descubrié una zona de interaccién
en VHL (Lucas et al., 2018). La formacion de un complejo entre VHL, HIF y RSUME,
dio un primer indicio de que los sitios de unién de VHL a HIF y RSUME serian
distintos. En este sentido, la nueva regién de interaccién de VHL, que se encuentra
cercana al sitio de unién a HIF (Lucas et al., 2018), debe ser tenida en cuenta a la hora
de analizar el sitio de interaccion entre RSUME y VHL. Se realizaran ensayos para
mapear con precision los sitios de uniéon entre RSUME y VHL expresando variantes
truncas de VHL o de RSUME vy se evaluara para cada caso, cuando se ve afectada la
interaccion directa de las proteinas. En particular, se mutaran los aminoacidos en el
nuevo bolsillo de interaccion de VHL. Conocer las regiones involucradas en la
interaccion VHL-HIF brinda la posibilidad de tener una potencial herramienta para
desplazarla y con ello, disminuir las consecuencias funcionales de la formacién de este

complejo.
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Entre las mutaciones en VHL, algunas afectan las uniones de VHL con los distintos
factores descriptos y se ha propuesto que esto contribuye a la heterogeneidad y
agresividad de los tumores VHL (Crespigio et al., 2018; Lai et al., 2011b, 2012;
Leonardi et al.,, 2009; Razafinjatovo et al.,, 2016; Tabaro et al., 2016). Para las
mutantes de VHL Tipo 2 estudiadas, demostramos que RSUME interactta con ellas y
de hecho, conforma complejos HIF-VHL-RSUME. Considerando que RSUME lleva a la
pérdida de funcion de las mutantes de VHL, seria de gran interés establecer si las
mutantes de VHL presentan una conformacion que facilite su interaccion con RSUME.
Ya sea sobre VHLyt 0 las mutantes representativas del sindrome VHL, RSUME afecta
negativamente la union VHL-HIF1a y VHL-HIF-2a, lo que explica por qué en presencia
de RSUME, hay una clara disminuciéon en los niveles de ubiquitinacion de las
subunidades de HIF-a.

A estos resultados se suma que RSUME inhibe el reclutamiento de los componentes
del complejo ECV a VHLwr y a las mutantes, inhibiendo la actividad E3 ligasa de
Ubiquitina. Ademas de HIF, RSUME revierte la degradacién, via VHL, de ER-a y p-
160. Con esto en consideracion, la disminucién en el ensamblado del complejo E3
ligasa de Ubiquitina, explicaria la estabilizacién de mas de un blanco de degradacion
de VHL.

Se ha demostrado que dentro de las diferentes mutantes de VHL Tipo 2, las que se
estudian en la presente Tesis mantienen cierta capacidad de unirse a HIF (Clifford et
al., 2001). Ademas, las mutaciones en la regién correspondiente a la unién de VHL a
la Elonguina C (VHLRri670) NO afectan este reclutamiento en su totalidad (Ding et al.,
2014; Hacker et al., 2008), lo que explicaria por qué la disminucién la funcion de las
mutantes sobre HIF, es parcial. Los resultados obtenidos sobre la unién a HIF y la
formacion del complejo ECV, sugieren fuertemente que la interferencia en las
interacciones de VHL, necesarias para su funcion, constituirian parte del mecanismo
de accion inhibitoria de RSUME.

Para conocer en mayor profundidad la accién de RSUME sobre VHL, seria interesante
analizar qué ocurre con la unién de VHL a otros factores descriptos. Esto podria
hacerse mediante el andlisis del interactoma de VHL en el contexto celular del
sindrome VHL, comparando células knock out para RSUME contra su control. Un
abordaje de este tipo podria significar el descubrimiento de nuevos factores y/o vias de
sefializacién por los cuales RSUME promueve la formacién de tumores dependientes
de VHL vy brindaria evidencias sobre aquellos procesos independientes de HIF
modulados por RSUME.
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1.3 RSUME como modulador de la sumoilaciéon de VHL

La sumoilacién y de-sumoilacion de proteinas juega un papel muy importante en la
regulacién de la respuesta adaptativa a hipoxia por HIF. De hecho, se ha visto que un
incremento global de la sumoilacién brinda resistencia a la isquemia y a la baja
disponibilidad de oxigeno y glucosa (Bernstock et al., 2016; Cimarosti et al., 2012; Lee
et al., 2016; Lee et al., 2009b; Lee et al., 2011; Shao et al., 2004). Numerosos reportes
muestran que modula la actividad y estabilidad de HIF modificando directamente a las
subunidades de HIF-a (Bae et al., 2004; Berta et al., 2007; Carbia-Nagashima et al.,
2007; Chan et al., 2011; Cheng et al., 2007; Han et al., 2015; Jiang et al., 2015; Kang
et al., 2010; Li et al., 2014; Mei et al., 2014; Nunez-O'Mara y Berra, 2013; Ulrich, 2007,
van Hagen et al., 2010). Ademas, la dindmica sumoilacion y de-sumoilacion sobre
otros factores asociados a la via de sefalizacion de HIF como la de-sumoilacion del
co-activador CBP/p300 (Huang et al., 2009), la sumoilacion del Factor Asociado a HIF
(HAF) (Koh et al., 2015) y la sumoilacion de VHL (Cai y Robertson, 2010; Cai et al.,
2010; Chien et al., 2013) entre otros, ha mostrado ser relevante para el
establecimiento de la respuesta adaptativa al estrés hipéxico.

En la presente Tesis nos centramos en la sumoilacion de VHL y los efectos que tiene
esta modificacién sobre su funcién. Fue reportado, que en hipoxia, la sumoilaciéon de
VHL es de relevancia para su funcién como supresor tumoral (Cai y Robertson, 2010;
Cai et al., 2010; Chien et al., 2013). VHL es sumoilado principalmente en la Lisina 171
(Cai et al., 2010). La hipoxia aumenta los niveles de PIASy, que se une a VHL e
incrementa su sumoilaciéon. Los autores muestran que la sumoilaciéon de VHL compite
contra ubiquitinacién, siendo la sumoilacién responsable de la oligomerizacion de VHL
y posterior acumulacién en el nucleo. En este caso, la sumoilacion de VHL afecta
negativamente su funcibn como supresor tumoral en procesos dependientes e
independientes de HIF (Cai y Robertson, 2010; Cai et al., 2010). Posteriormente, otro
grupo mostrd, en el mismo modelo celular, que la sumoilacién de VHL es necesaria
para que VHL se localice en el nicleo y regule la citocinesis, manteniendo la
estabilidad cromosémica (Sinha et al., 2011). Al igual a lo que observamos en la
presente Tesis, los autores muestran que la mutante de sumoilacion de VHL mantiene
su capacidad de degradar a HIF-2a, pero observan un incremento de los niveles de
VEGF asociado a funciones independientes de HIF-2 (Sinha et al., 2011).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, que RSUME modula negativamente la
funcion de VHL (Gerez et al., 2015) y que es un modulador positivo de la sumoilacion
(Carbia-Nagashima et al., 2007), estudiamos el aporte de RSUME a la sumoilacion de

VHL, demostrando que es un modulador positivo de esta modificacion. Mediante
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diferentes abordajes, corroboramos que RSUME promueve la pérdida de funcion de
VHL por una via independiente de su sumoilacion, ya sea a nivel de la estabilidad
como de actividad transcripcional de HIF-2. En cuanto al mecanismo molecular
propuesto para la inhibicién funcional de RSUME sobre VHL, RSUME disminuye la

union VHL-HIF, independientemente de la sumoilacion.

Desde el descubrimiento de RSUME, no se habia reportado que RSUME pudiera
actuar sobre sus diferentes blancos mas alla de su rol como modulador positivo de la
sumoilacion (Carbia-Nagashima et al., 2007; Druker et al., 2013; Gerez et al., 2013;
Gerez et al., 2015; Wu et al., 2016). En este sentido, los hallazgos aqui mostrados
sobre la regulacion de la funcion de VHL, describen por primera vez que RSUME no
sélo es un promotor de la sumoilacion sino que regula a otras proteinas a través de la

formacion de complejos proteicos que modifican su funcién.

Profundizando en los mecanismos que subyacen a la accion de RSUME sobre las
mutantes de VHL, en la presente Tesis se demostré por primera vez que las mutantes
de VHL son blanco de sumoilacién y que es incrementada por RSUME. La generacién
de las dobles mutantes de VHL (mutantes puntuales de la enfermedad que ademas
tienen mutado el sitio de sumoilacién), sirvieron para verificar que RSUME interacciona
con las mutantes de VHL y disminuye su accion sobre HIF-2a, independientemente de

la sumoilacion de VHL.

Considerando los resultados obtenidos, nos es posible plantear un mecanismo modelo
en el que RSUME interacciona con VHLyr 0 las mutantes e independientemente del
estado de sumoilacion de las diferentes variantes de VHL, afecta la formacion del
complejo E3 ligasa de Ubiquitina ECV y disminuye la union de VHL con las
subunidades HIF-a. Todo esto lleva a una disminucion en la ubiquitinacion de HIF,
acompafiado por un incremento en su actividad transcripcional (Figura 61). En el
contexto de la enfermedad VHL, postulamos que como consecuencia de la pérdida de
funcién de VHL, RSUME incrementa su expresion. Una vez superado un umbral
(“condicion patoldgica”), RSUME actua inhibiendo la funcion de VHL, llevando a la

célula a un escenario pseudohipéxico con HIF continuamente activo.
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Figura 61: Esquema resumiendo los resultados obtenidos para la accion de RSUME sobre las variantes de
VHL. Ante un incremento en los niveles de RSUME, este interacciona con VHL. Ya sea sumoilando a VHL o en
ausencia de esta modificacion, RSUME impacta sobre la formacion/estabilidad de los complejos ECV y VHL-HIF y

como consecuencia HIF se estabiliza, aumentando su actividad transcripcional.
Rol de RSUME en el establecimiento del fenotipo angiogénico tumoral

[l
Las mutaciones en VHL que impactan sobre su funcién, generan un escenario

permisivo para la desregulacién de la angiogénesis (Kaelin, 2017; Schito y Semenza,
2016). Debido a los altos niveles de VEGF, la vascularizacion anémala es una
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caracteristica distintiva de los tumores asociados a esta enfermedad como RCC y
Hemangioblastima (Barata et al., 2017; Garcia-Donas et al., 2013; Jonasch et al.,
2012; Varshney et al., 2017; Wang et al., 2017; Zecchin et al., 2015; Zhuang et al.,
2014) y es clave para la adaptacion a la hipoxia propia del tumor (Folkman y Hanahan,
1991; Hanahan y Folkman, 1996). Los abordajes contra los RCC vy
Hemangioblastomas se han centrado en inhibir a VEGF (Barata et al., 2017; Soni y
Padwad, 2017; Varshney et al., 2017) y ultimamente se desarrollaron inhibidores
dirigidos contra HIF-2 (Coleman y Ratcliffe, 2009; Metelo et al., 2015; Toledo, 2017). A
pesar de los avances, ocurren “‘fendbmenos de escape” que llevan a que haya
resistencia a los tratamientos (Coleman y Ratcliffe, 2009; Hlushchuk et al., 2011,
Iwamoto et al., 2015; Zecchin et al., 2015). Por ello, se busca establecer terapias que
actlen rio arriba en la angiogénesis, ya que vias independientes de HIF que se
desregulan por pérdida de funcion de VHL, contribuyen a la resistencia tumoral
(Tarade y Ohh, 2018; Zhang y Zhang, 2018; Zhang y Yang, 2012).

En linea con esto, en un modelo de celular de Hepatocarcinoma, se vio que actuar a
nivel de VHL, estimulando su funcién (aumento de expresién), es suficiente para que
se dé una significativa reduccion en los niveles y actividad de HIF-1 y HIF-2, en la
expresion anormal de VEGF y consecuentemente se genere una disminucién en la
vascularizacion tumoral (lwamoto et al., 2015). Incrementar la funcién de las mutantes
de VHL, es una estrategia que ha sido utilizada en tumores RCC con sindrome VHL
(Ding et al., 2014). Los autores muestran que la estabilizacion de la mutante VHLq67r
con inhibidores del proteasoma, es suficiente para que se normalice la regulacion de la
via de HIF y se inhiba el crecimiento tumoral (Ding et al., 2014).

A partir de la descripcibn molecular de la acciéon directa de RSUME sobre VHL,
RSUME surge como un factor que interviene rio arriba en las vias de sefalizacion
afectadas por VHL, como la angiogénesis derivada de HIF. Para demostrar la relacion
funcional entre VHL y RSUME en la progresion del fenotipo de la enfermedad VHL, en
un contexto fisiolégico, generamos lineas estables para distintas variantes de VHL que
expresan diferentes niveles de RSUME. De este modo, establecimos un modelo
celular de tumores RCC asociados a VHL, en el que se pudo validar el rol de RSUME
en la pérdida de funcion de las mutantes de VHL, con consecuencias en la
angiogénesis y crecimiento tumoral.

Nuestros resultados confirman la correlacion negativa entre los niveles de RSUME y la
funcion de VHL, previamente demostrada (Gerez et al., 2015). El silenciamiento de
RSUME trae aparejado un aumento en la funcion de VHLwt y la mutante VHL gy,
evidenciado por una disminucion en la expresion de VEGF y una significativa

reduccion de la capacidad de mediar la angiogénesis tanto in vitro como in vivo. En
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linea con los resultados obtenidos para la vascularizacion durante etapas iniciales del
establecimiento tumoral, los clones con reducida la expresion de RSUME desarrollan
tumores de menor tamafio. Estos presentan una significativa reduccion de los niveles
de HIF-2a, su blanco transcripcional VEGF y con ello, en la vascularizacion tumoral.
Esto va en linea con resultados que muestran que la reintroduccion de VHL (Gnarra et
al., 1996; lliopoulos et al., 1995) o la inhibicion de HIF (Kondo et al., 2003; Kondo et
al., 2002; Zimmer et al.,, 2004) suprimen el crecimiento tumoral. Si bien hemos
observado una disminucion en el tamafo de los tumores obtenidos, el silenciamiento
de RSUME no evit6 su aparicion. Una razon gque explique esto podria ser que se utilizd
un shRNA, cuya eficiencia de silenciamiento no es total. Esto podria abordarse

mediante la generacion de una linea RCC knock out para RSUME.

A través de los abordajes sobre la angiogénesis in vitro e in vivo, asi como el de
tumorigénesis in vivo, fue posible analizar el rol de RSUME en un contexto fisiologico.
Nuestros resultados muestran que el silenciamiento de RSUME es un posible abordaje
para incrementar la funcion de VHL o las mutantes (Figura 62), normalizando la via de
sefalizacién de HIF. Hemos validado los hallazgos a nivel molecular, en el contexto
tumoral. RSUME actla directamente sobre las mutantes de VHL promoviendo su
pérdida de funcion (Figura 62). Considerando los reportes que muestran los beneficios
de incrementar la funcién de VHL en la evolucion de los tumores (Ding et al., 2014;
Iwamoto et al., 2015), intervenir sobre los niveles de RSUME surge como una
alternativa a tener en cuenta para tumores asociados a la pérdida de funcion de VHL,

asi como una herramienta para favorecer la accion de VHL en otros tipos tumorales.
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Figura 62: RSUME actla negativamente sobre la funcién de VHL permitiendo el desarrollo tumoral. Niveles
incrementados de RSUME modulan negativamente la funcion de VHL, generando un incremento desregulado de la
actividad de HIF y con ello la vascularizaciéon anormal y supervivencia tumoral. Ante el silenciamiento de RSUME, VHL

recupera funcionalidad, desestabilizando a HIF y con ello, impidiendo la angiogénesis y progresién tumoral.

Al utilizar las células RCC-786-O como modelo de sindrome de VHL, enfocamos
nuestra investigacion en los mecanismos que llevan a la carcinogénesis de los
tumores renales. Sin embargo, cabe destacar que mutaciones en HIF-2a, que evitan su
degradacion por VHL llevan a la formacién de otras neoplasias asociadas a la
enfermedad VHL como Paragangliomas y Feocromocitomas. En particular, las
mutantes de VHL del Tipo 2C, como es VHL, g3y, generan Feocromocitomas, tumores
donde encontramos elevada expresion de RSUME (Gerez et al., 2015). Con los
resultados obtenidos en los estudios mecanisticos, asi como en los de angiogénesis y
tumorigénesis, fue posible demostrar que RSUME impacta en la funcién de esta
mutante del Tipo 2C. Seria de interés estudiar a RSUME en el contexto celular del
Feocromocitoma, pero a la fecha no se han establecido lineas celulares de este tipo

de tumor asociadas a la pérdida de VHL.

A lo largo de la presente Tesis, se ha descripto a RSUME como un modulador
negativo de la funcion de VHL. RSUME se une a VHL, y por una via independiente de
la sumoilacion, impacta sobre los complejos proteicos de VHL que permiten la
ubiquitinacién de HIF (Figura 61).

La descripcion de este mecanismo cobra especial relevancia desde el punto en que se
encontré expresion de RSUME en tumores asociados a la enfermedad VHL. Ademas,

explicamos el mecanismo involucrado en la expresion patolégica de RSUME, que
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hace posible el establecimiento del fenotipo tumoral VHL. Las mutantes de VHL de
Tipo 2 con funcion disminuida son incapaces de reducir los niveles de RSUME.
Superado un umbral, RSUME impacta directamente sobre dichas mutantes y potencia
la inestabilidad de los complejos de degradacion de HIF, exacerbando la pérdida de
funcion de las mutantes de VHL.

Esta Tesis es ademas, el primer reporte de que RSUME tiene un mecanismo de
accion que va mas alla de su rol como modulador positivo de la sumoilacion. RSUME
surge como un posible marcador de tumores asociados a la pérdida de funcion de VHL
y es un factor pro-angiogénico y tumorigénico a ser tenido en cuenta a la hora de
pensar estrategias para combatir, lo mas rio arriba posible en la cascada de

sefalizacién de HIF, el establecimiento de este tipo de tumores.
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