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Resumen

Los estrogenos son hormonas esteroideas que participan en procesos celulares
como proliferacion, diferenciacion, migracion e importantemente en funciones
reproductivas. Adicionalmente, se ha reportado una firme asociacion entre la
actividad del receptor de estrégenos (ER) y el desarrollo de cancer de mama. La
activacion transcripcional del receptor de estrogenos es un proceso de mdltiples
pasos modulado por proteinas coactivadoras y correpresores. La interaccién del
receptor de estrogenos con coactivadores promueve la actividad transcripcional. La
secuencia amplificada de cancer de mama 2 (BCAS2) es un coactivador de ERa
que ha sido poco estudiado. Las investigaciones sobre el receptor de estrégenos y
Su asociacion con coactivadores han resultado de suma importancia, ya que se ha
observado que participan en procesos carcinogeénicos, e incluso se sugiere que los
coactivadores podrian participar en mecanismos de resistencia al tratamiento con
tamoxifén en pacientes con cancer de mama. En nuestro laboratorio, se ha
encontrado que BCAS2 activa directamente la regién de transactivacion 1 (AF-1)
del receptor de estrogenos e indirectamente la region de transactivacion 2. En este
trabajo, caracterizamos algunos de los mecanismos a través de los cuales esta
proteina aumenta la actividad de ERa y su asociacidon con algunos procesos
carcinogénicos en células de cancer de mama. Usando ensayos de luciferasa,
mostramos que BCAS2 aumenta la activacion transcripcional de ERa en conjunto
con SRC-1, CBP y TIF2, que son coactivadores que principalmente actdan a través
del dominio AF-2 del ERa. Observamos que la sobreexpresion de BCAS2 afecta
positivamente la formacion de colonias y migracion de las células de cancer de
mama, lo que plantea un importante papel en el crecimiento y progresion del tumor.
Finalmente, utilizamos inhibidores de las vias de sefializacion HER2 (trastuzumab),
MAPK (PD98059) y AKT (wortmanina) para dilucidar como se regula BCAS2 en
estas células, y observamos que BCAS2 esta regulado preferentemente por la via
de PI3K/AKT. En conclusion, BCAS2 es un coactivador del dominio AF-1 del ERa,
y la sobreexpresion de este coactivador promueve procesos carcinogénicos, lo que

sugiere un papel importante en el desarrollo de cancer de mama positivo a ERa.



Abstract

Estrogens are steroid hormones that participate in cellular processes such as
proliferation, differentiation, migration, and importantly, in reproductive function.
Additionally, a strong association between estrogen receptor (ER) activity and
breast cancer development has been reported. Transcriptional activation by
estrogen receptor is a multistep process modulated by coactivator and corepressor
proteins. Estrogen receptor interaction with coactivators promotes transcriptional
activity. Breast Cancer Amplified Sequence 2 (BCAS2), is a poorly studied ERa
coactivator. Research about estrogen receptor coactivators has been very
important, since it has been shown that they participate in carcinogenesis and may
be involved in mechanisms of tamoxifen resistance in breast cancer treatment. In
our laboratory, BCAS2 was shown to activate the transactivation function 1 (AF1)
directly and transactivation function 2 (AF2) indirectly. In this work, we characterize
some of the mechanisms through which this protein increases ERa activity and how
this promotes carcinogenic processes in breast cancer cells. Using luciferase
assays we show that BCAS2 upregulates transcriptional activation of ERa, acting
in concert with AF-2 interacting coactivators (SRC1, CBP and TIF2). Elevated
expression of BCAS2 positively affects colony formation and migration of breast
cancer cells, suggesting it plays a role in tumor growth and progression. Finally, we
used signal transduction pathway inhibitors (Trastuzumab, PD98059 and
wortmannin) to elucidate how BCAS2 is regulated in these cells and observed that
BCAS2 is preferentially regulated by the PI3K/AKT signaling pathway. In
conclusion, BCASZ2 is an AF-1 coactivator of ERa whose overexpression promotes
carcinogenic processes, suggesting an important role in the development of

estrogen-receptor positive breast cancer.



Introduccion

Anatomia de la glandula mamaria

El desarrollo de la glandula mamaria humana es un proceso progresivo que se inicia
durante la vida embrionaria (Macias et al., 2012; Huebner et al., 2014). Esta glandula
consiste en una red altamente ramificada de tubos epiteliales, incrustados dentro
del estroma (Figura 1). Al nacimiento, los componentes mamarios son entre 10-12
elementos ductales primitivos localizados debajo del complejo areola-pezén
(Macias et al., 2012). La glandula mamaria experimenta cambios drasticos en
tamafio, forma y funcién en relacion con la pubertad, el embarazo y la lactancia, en
respuesta a la sefializacién de hormonas esteroideas y a receptores a factores de
crecimiento (Huebner et al., 2014). Una de las principales hormonas esteroideas

que impactan en la anatomia y fisiologia de la glandula mamaria son los estrégenos.

Anatomia de la glandula mamaria
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Figura 1: Anatomia de la gldndula mamaria. Se compone principalmente por musculo,
tejido fibroadiposo, I6bulos donde se secreta leche y conductos que conectan al complejo
pezoén-areola (Modificado de Pellacani et al., 2019)



La biosintesis de los estrégenos es iniciada por la sintesis de la hormona esteroidea
pregnenolona a partir del colesterol. Este componente es convertido a testosterona
y después a los tipos estrogénicos Estrona (E1) y 17B-estradiol (E2). La biosintesis
de los estrogenos es catalizada por la enzima aromatasa, un miembro de la
superfamilia citocromo p450 que introduce el anillo fendlico caracteristico (Figura
2). En mujeres premenopausicas, los ovarios son la principal fuente de 17f3-
estradiol, el cual funciona como una hormona circulante para actuar en tejidos diana
distantes. En mujeres posmenopausicas, cuando los ovarios cesan la produccion
de estrogenos, 17B-estradiol es producido en varios sitios extragonadales, como
glandulas adrenales y tejido adiposo, y actla localmente como factor paracrino
(Cignarella et al., 2010).

Biosintesis de los estréogenos
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Figura 2. La via metabolica de los estrogenos. Los estrégenos y otras hormonas

esteroideas son derivadas del colesterol, iniciando con la formacion de la pregnenolona a

partir del colesterol a través de la actividad del citocromo p450 y la posterior conversién a
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dehidroepiandrosterona, continuando con la conversion de progesterona a
androstenediona. La 33-hidroxiesteroide deshidrogenasa cataliza diversas reacciones en la
via de los andrégenos, favoreciendo la produccion de androstenediona y testosterona. La
enzima aromatasa cataliza el paso final para la conversién de esteroides con 18 carbonos
a estrogenos (Modificado de Cignarella et al., 2010)

Las hormonas esteroideas, como el 173-estradiol (E2) y la progesterona (P4) tienen
un papel fundamental en el desarrollo de la glandula mamaria e impactan
esencialmente en cambios morfologicos al inducir alargamiento ductal, ramificacion
lateral, formacion de la yema terminal y la alveologénesis (Brisken et al., 2010). El
17B-estradiol participa en diversos procesos celulares como proliferacion,
diferenciacion, migracion y apoptosis, asi como importantes funciones durante la
reproduccion (Manavathi et al., 2014). Adicionalmente, diversos reportes exponen
una firme asociacion entre la actividad del 17p-estradiol y su receptor como factor
etiolégico para el desarrollo de cancer de mama (Yue et al., 2010; Germain, 2011;
Hernandez-Silva et al., 2020; Valko-Rokytovské et al., 2021)

Cancer de mama

El cancer de mama representa uno de los principales problemas de salud publica,
los datos estadisticos destacan a dicha neoplasia como la de mayor incidencia y
mortalidad en mujeres. En 2020, a nivel mundial se estimaron 2, 261, 419 nuevos
casos y 684, 996 muertes. En México, las estadisticas indican un panorama similar
al observado en los reportes mundiales, siendo el tipo de cancer de mayor

prevalencia y mortalidad en mujeres (Sung et al., 2021).

Se ha documentado que comunmente los tumores mamarios inician con la
proliferacion acelerada y descontrolada de células pertenecientes a dos principales
formas histoldgicas, clasificados como ductal y lobular (Figura 3). El carcinoma
ductal invasivo es la forma mas comudn con alrededor del 80% de los casos y hace
referencia a la neoplasia originada en el tejido de los conductos que transportan la
leche y que ha invadido los tejidos de la mama (Figura 4). El carcinoma lobular

invasivo es el segundo més diagnosticado con una frecuencia de 10-15% de los
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casos y se inicia en las células de los I6bulos mamarios, ademas de que tienen la
capacidad de invadir tejido cercano y distante del organismo (Veronesi et al., 2005;
Polyak, 2007; Allison, 2012; Colditz et al., 2012).
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Figura 3. Principales tipos de cancer de mama. Se muestran las dos principales formas
histolégicas de cancer de mama, (A) carcinoma ductal invasivo. (B) Carcinoma lobular
invasivo (Modificado de Winslow, 2012)

En estudios basados en perfiles de expresion de genes se han identificado varios
subtipos como Luminal A, que esta caracterizado por la expresion de receptor de
estrogenos a (ERa) y receptor de progesterona (PR), y que se ha documentado que
tiene buen pronéstico dado que es el que mejor responde a la terapia endocrina. Un
segundo subtipo es el Luminal B, que ademas de ser ERa y/o PR positivo, también
puede o no expresar el receptor de membrana HER2 y muestra alta expresiéon de
Ki-67. Estas dos moléculas estan asociadas al aumento de la proliferacion celular y
se ha observado que pacientes con este subtipo tumoral tienen menor tiempo de
supervivencia en comparacion con los de tipo luminal A. Un tercer subtipo es el
conocido como HER2 positivo, este tipo de tumores son negativos a la expresion de
receptores hormonales y sobreexpresan el receptor a factor de crecimiento
epidérmico tipo 2 conocido como HER2, ademas de que se asocia con un peor
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prondstico en comparacién con los que expresan receptores hormonales. Un cuarto
subtipo es conocido como Triple negativo, que es llamado asi por ser negativo a la
expresion de ERa, PR y HER2, son los tumores de peor prondstico por no tener
terapia dirigida (Veronesi et al., 2005; Polyak, 2007; Allison, 2012; Colditz et al.,
2012).
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Figura 4. Esquema de un corte transversal ductal, que representa la progresion del cancer
de mama; desde el epitelio normal a hiperplasia, hiperplasia con atipia, carcinoma ductal y
la forma invasiva de la enfermedad (Tharmapalan et al., 2019)

Factores de riesgo

Se han descrito diversos factores que influyen en el desarrollo de cancer de mama.
La incidencia de esta neoplasia es altamente relacionada con la edad, los reportes
indican que es significativamente menos frecuente en mujeres menores de 45 afios

de edad (Ban et al., 2014). Otro de los factores intrinsecos esta asociado al sexo
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del paciente, esta neoplasia es diagnosticada predominantemente en mujeresy solo
esporadicamente en hombres, se ha determinado que el cancer de mama en
hombres constituye menos del 1% de todas las neoplasias mamarias
diagnosticadas (Gnerlich et al., 2011). Sin embargo, los datos epidemiolégicos han
mostrado notable aumento del caAncer de mama en hombres en las Ultimas décadas
(Speirs et al., 2009; Stang et al., 2008; Abdelwahab, 2017).

El cancer de mama asociado a la historia familiar representa alrededor del 10-15%
de todos los casos diagnosticados (Francken et al., 2013), principalmente se han
identificado mutaciones en los genes supresores de tumor BRCA1 y BRCA2, que
han sido asociadas hasta con un incremento del 65% en riesgo para desarrollar esta
neoplasia (Antoniou et al., 2003). Alrededor del 85% de los casos de cancer de
mama ocurren en mujeres sin aparente historia familiar de este tipo de cancer, en
estos casos la neoplasia es asociada a mutaciones genéticas adquiridas y a factores
de riesgo relacionados con el estilo de vida (Feng et al., 2018).

Se ha estimado que alrededor de 20 % de los casos de cancer de mama en todo el
mundo pueden atribuirse a factores de riesgo modificables, como la obesidad, la
inactividad fisica y el consumo de alcohol (Danaei et al., 2005; Chen et al., 2011).
El sedentarismo y dieta alta en grasas, especialmente la grasa saturada, estan
asociados a mal pronéstico y mayor mortalidad en pacientes con cancer de mama
(Makarem et al., 2013).

Factores reproductivos como menarca temprana, menopausia tardia, primer
embarazo después de los 30 afios y nuliparidad pueden incrementar el riesgo de
cancer de mama. Por cada afio de retraso de la menopausia se incrementa
alrededor del 3% de riesgo de desarrollar cancer de mama y por cada afo de retraso
en la menarca o cada parto adicional, se reduce el riesgo de cancer de mama en
5% y 10%, respectivamente (Washbrook et al., 2006; Horn et al., 2017; Dall et al.,
2017).

Tanto los estrogenos enddégenos como los exdgenos son asociados con el riesgo

de cancer de mama (Key et al., 2013). La principal forma de exposicion a estrdgenos
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enddgenos implica una menarca temprana y menopausia tardia (Barnett et al.,
2008). En el caso de la exposicidon a estrogenos exdgenos, la principal fuente es la
terapia de reemplazo hormonal en mujeres menopausicas y postmenopausicas
(Beral et al., 2003; Liu et al., 2016).

Los mecanismos mas importantes que se han estudiado para explicar el desarrollo
de cancer de mama es la sefalizacion desencadenada por los estrogenos, en este
sentido, uno de los blancos moleculares en la patogénesis del cancer de mama que
han sido identificados es el receptor de estrégenos a, que se expresa en
aproximadamente el 70 % de los casos de cancer de mama invasivos (Waks et al.,
2019).

Receptor de estrogenos

Las funciones biolégicas de los estrogenos son mediadas por el receptor de
estrogenos (ER), que pertenece a la superfamilia de receptores nucleares y es un
factor de transcripcion dependiente de ligando que modula la transcripcion de
genes. Los dos principales tipos de receptor de estrogenos son ERa y ERB (Aranda
etal., 2001; Gibson et al., 2012; Hewitt et al., 2016). Tanto ERa como ERf contienen
seis dominios funcionales (Figura 5) (Gibson et al.,, 2012; Hewitt et al., 2016;
McEwan, 2016; Fuentes et al., 2019).

NTD /AF-1 DBD Bisagra LBD/AF-2
ERa NH,-| A/B | ¢ |D] E/F |-COOH
1 180 263 302 595
NTD/AF-1 DBD Bisagra LBD / AF-2
ERB NH,-[ AB | C |[D] E/F |-COOH
1 144 227 255 530

Figura 5. Representacion esquematica de las regiones estructurales de ERa y ERR. El
receptor de estrogenos a esta compuesto por 595 aminoacidos, mientras que el receptor
de estrogenos 3 contiene 530 aminoacidos. En el dominio A/B se encuentra la funcion de
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activacion independiente de ligando conocida como AF-1. La region méas conservada es el
dominio C, conocido como dominio de unién a ADN. La region D o bisagra contiene una
sefal de localizacion nuclear. En la region E/F se encuentra la funcién de activacion
dependiente de ligando conocida AF-2 (Modificado de Fuentes et al., 2019).

El dominio A/B o amino terminal es el mas largo e incluye la funcién de activacion
transcripcional AF-1, el cual interactia con correguladores transcripcionales y su
actividad es ligando-independiente, ademas de que se han identificado varios sitios
de fosforilacion en el dominio A/B que son importantes para la actividad
transcripcional del ER. El dominio C, conocido como dominio de uniéon a ADN (DBD),
contiene dos estructuras de dedos de zinc, cada uno formado por la quelaciéon de
cationes de zinc y cuatro residuos de cisteina. Los aminoacidos en la base del dedo
de zinc mas cercano al amino terminal son llamados “caja proximal”, o caja P, y son
esenciales para el reconocimiento de la secuencia de ADN de los elementos de
respuesta a estrogenos (ERES), 5-GGTCAnnnTGACC-3’ (Helsen et al., 2012). Los
aminoacidos de la base del segundo dedo de zinc son llamados “caja distal”, o caja
D, y son importantes en el reconocimiento del espacio entre los brazos del
palindromo de los elementos de respuesta a estrogenos. Adicionalmente, la caja D
contribuye a la formacion del dimero del receptor de estrégenos. El dominio D,
también conocido como region bisagra, contiene importantes secuencias para la
localizacion nuclear del receptor, ademas de que modificaciones postraduccionales
como la sumoilacion de esta region o la acetilacion mediada por proteinas
correguladoras, como p300, han mostrado tener impacto positivo en la actividad
transcripcional (Wang et al., 2001; Sentis et al., 2005; Le Romancer et al., 2011). El
dominio E, también llamado dominio de unién a ligando, es capaz de doblarse
dentro de un complejo de estructuras de alfa hélices, creando un sitio de interaccion
de alta afinidad con E2 (Kumar et al., 2012). Estudios realizados acerca de las
funciones del dominio F del ER sugieren participacion en la actividad agonista del
4-hidroxitamoxifen (TAM), asi como contribucion a la funcionalidad diferencial para
la transcripcion mediada por E2 y TAM, sin embargo, las funciones del dominio F

aun son poco claras (Arao et al.,, 2018). La regién de transactivacion AF-2 se
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encuentra en la region carboxilo-terminal y promueve la expresion de genes blanco

en respuesta a la estimulacion por el ligando (Fuentes et al., 2019).

Correguladores del receptor de estréogenos

Los receptores nucleares, como el receptor de estrogenos, regulan la transcripcion
de sus genes blanco mediante el reclutamiento de correguladores transcripcionales
a través de sus dominios de transactivacion AF-1 y AF-2. Los correguladores, los
cuales incluyen coactivadores y correpresores, generalmente exhiben actividad
enzimatica intrinseca involucrada en el remodelamiento de la cromatina y
modificaciones postraduccionales de histonas. Los coactivadores promueven la
transcripcion, promoviendo la apertura del ADN y regulando iniciacion de la
transcripcion, elongacion de ARN, splicing de ARN o terminacién transcripcional.
Algunos de estos coactivadores funcionan como un mecanismo que facilita el
reclutamiento de otros cofactores o componentes de la maquinaria basal de la

transcripcion (Lonard et al., 2007).

Los correpresores son proteinas que se unen a receptores nucleares de manera
independiente de la union a ligando o en presencia de ligandos antagonistas,
principalmente a través de la secuencia conocida como caja CoRNR que consiste
de los motivos LxxxI/HIxxxl (Donde “x” es cualquier aminoacido) (Manavathi et al.,
2014). Después de la union con el ligando agonista, los correpresores se disocian
de los receptores nucleares y permiten la asociacion con coactivadores para
estimular la expresion de genes blanco (Smith et al., 2004). Los correpresores
funcionan como parte de un gran complejo de proteinas, se incluyen desacetilasas
de histonas que favorecen la union estrecha entre el ADN y el nucleosoma, lo que
permite la inhibicion de la unidn de factores de transcripcidon y la expresiéon de genes
(Smith et al., 2004).

Aunque los correpresores se unen muy bien a algunos receptores nucleares en

ausencia de sus ligandos, esa interaccion es menor para algunos receptores
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hormonales como receptor de estrégenos, receptor de progesterona y receptor de
andrégenos. En estos casos, los correpresores se unen a estos receptores en
presencia de sus antagonistas respectivos (Smith et al., 2004; Dotzlaw et al., 2002;
Schulz et al.,, 2002). La base molecular del efecto de las interacciones de los
correpresores y los receptores a hormonas esteroideas no esta bien definida, sin
embargo, se ha observado que correpresores, como NCoR y SMRT, pueden
reprimir selectivamente la actividad agonista del tamoxifén (TAM) en ER. Ademas,
se demostré que anticuerpos inhibidores de NCoR o SMRT promovian la actividad
agonista del tamoxifén (Smith et al., 2004) y que el TAM funciondé como un agonista
relativamente potente del receptor de estrogenos en fibroblastos derivados de
ratones nulos a la expresion de NCoR (Jepsen et al., 2000). Los datos anteriores
indican que SMRT y NCoR son correpresores con capacidad de inhibir el potencial
agonista de la actividad del ER ligada a moléculas antiestrogénicas (Smith et al.,
2004).

Estructuralmente, la interaccion de ERs con coactivadores ocurre principalmente a
través de la interaccidén con una superficie hidrofobica creada dentro de los dominios
carboxilo terminal del ER por modificaciones estructurales provocadas por la union
de su ligando. Esta superficie permite la union de los motivos “LxxLL” (donde “x” es
cualquier aminoacido) llamados “Cajas NR” (McKenna et al., 2002), los cuales se
encuentran, por ejemplo, en los coactivadores de la familia p160 que incluyen a
SRC-1, TIF2 y AIB1 (Voegel et al., 1996; Hong et al., 1997; York et al., 2010). Otros
cofactores que contienen cajas NR son los coactivadores CBP y p300 (Manavathi

et al., 2014).

Una vez que los coactivadores son reclutados al promotor, favorecen la actividad
transcripcional a través de una combinacion de mecanismos, incluyendo el eficiente
reclutamiento de la maquinaria basal de la transcripcién. Adicionalmente, los
coactivadores que interactian con receptores nucleares poseen actividad
enzimatica crucial para la eficiente expresion de genes, o reclutan proteinas que las
posean. Principalmente, se puede destacar al complejo SWI-SNF que participa en

el remodelado de la cromatina, proteinas con actividad acetiltranferasa de histonas
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como CBP/p300, pCAF y pl160s, asi mismo algunas proteinas con actividad de
metil-transferasas y ubiquitin-ligasas (Smith et al., 2004). Importantemente, se ha
observado que algunos coactivadores, como las proteinas de la familia p160,
ademas de interactuar con la region carboxilo terminal también lo hacen con la
region amino terminal de ERa (Onate et al., 1998; Métivier et al., 2001) y en el caso
de las proteinas CBP / p300 se mostraron involucradas en una sinergia entre ambas

funciones de activacion, AF-1 y AF-2 (Kobayashi et al., 2000).

Los coactivadores parecen tener capacidad de responder a sefiales fisiologicas y
participar en la activacién de una variedad de genes, por lo tanto, tienen el potencial
de proporcionar a las células tumorales una ventaja en la supervivencia, el

crecimiento y metastasis (O"Malley et al., 2006; O"Malley et al., 2007).

Activacién del receptor de estr6genos

La sefalizacién dependiente de los estrégenos se puede dividir en genémica y no-
gendmica, basado en los eventos celulares que provoca, por ejemplo, la modulacién
directa de expresion de genes o la activacion de cascadas de sefializacion,
respectivamente. Ademas, la unién del complejo ER-estrogenos al ADN puede ser
de forma directa e indirecta (Vrtacnik et al., 2014). Los diferentes mecanismos de la

sefalizacion de los estrégenos son representados en la figura 6.
Sefializacion gendmica directa

Es considerada como el mecanismo clasico de la sefalizacion estrogénica. La union
de estrégenos a ERa o ERP en el citoplasma de células blanco causa cambios
conformacionales que conducen a la dimerizacion del receptor, translocacion al
nacleo y union a los elementos de respuesta a estrogenos (ERES) localizados en o
cerca de los promotores de genes blanco. La union del ligando a los receptores
también potencializa el reclutamiento de una variedad de correguladores en un
complejo que altera la estructura de la cromatina y facilita el reclutamiento de la

ARN polimerasa Il y la maquinaria basal de la transcripcion. En esta via, el complejo
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E2-ER actlia como un activador transcripcional que promueve la expresion de genes
(Lodish et al., 2008).

Estrogenos
RTKs
EGFR
Factoresde HER2
crecimiento IGFR

Membrana
plasmatica

Citoplasma

| Nicleo P
(CoA[HAT)
N/ /\ NN/ /N

RE

\p ’\/\ AAAAA 4./
MYC, ciclinaD1,
ciclinaE1y ciclina E2
\/

Proliferacion y supervivencia celular

Figura 6. Activacion del receptor de estrogenos. (a) La sefializacion clasica del receptor de
estrogenos conduce a la funciobn gendémica. Posterior a la union del receptor con E2 el
receptor se dimeriza y forma complejos con coactivadores que le permiten la unién a
secuencias especificas en el ADN conocidas como elementos de respuesta a estrégenos
(ERESs) y el cual permite la expresion de genes blanco. El ER unido a E2 también se puede
unir a otros factores de transcripcion como Apl y Spl funcionando como corregulador de
estos, facilita la unién a sus elementos respuesta que permiten la activacion de la
transcripcion. (b) El receptor de estrégenos también puede ser activado a través de
cascadas de sefializacion en el que se involucran receptores tirosina cinasa (RTK), receptor
a factor de crecimiento epidermal (EGFR), receptor a factor de crecimiento epidermal
humano 2 (HER2) y mediante este mecanismo se permite la activacion de ER
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independiente de ligando. (c) Las funciones no gendmicas de ER pueden ser mediadas a
través de la asociacion con diversas proteinas para la activacion de otras cascadas de
sefalizacién que conducen a la transcripcion génica de una forma independiente de la unién
de ER al ADN. Estas vias de transduccién de sefiales pueden regular procesos celulares a
través de la interaccién con varias vias de sefializacion entre las que se incluyen (d) el
complejo que participa en la activacién de AKT donde se observa interaccion de ER con
PI3K, Srcy la cinasa de adhesién focal (FAK), asi como también el complejo que participa
en la activacién de ERK (e), en donde ER interactlia con Src y la proteina rica en leucina
(PELP1) (Modificado de AlFakeeh et al., 2018).

Sefalizacion gendmica indirecta

El 17B-estradiol puede influenciar la expresion de genes que no contengan EREs
en su promotor. De hecho, alrededor de un tercio de los genes responsivos a
estrogenos carecen de secuencias tipo EREs. En el caso de la sefalizacion
gendmica independiente de ERES, los receptores de estrégenos activados por
ligando no se unen directamente al ADN, lo hacen a través de interacciones
proteina-proteina con otros factores de transcripcion y ejercen efecto mediante sus
propios elementos de respuesta. Este modo de accion habilita la activacién o
represion de genes blanco e incrementa significativamente la influencia regulatoria
de los estrégenos. Uno de los ejemplos mejor descritos involucra la interaccion del
complejo E2-ER con proteinas como Fos y Jun para la activacion del factor de
transcripcion AP-1, favoreciendo la expresion de ovoalbumina, factor de crecimiento
tipo insulina, colagenasa, ciclina D1 y acetiltransferasa de colina. Otros factores de
transcripcion que facilitan la sefalizacion de los estrogenos incluyen el factor de
transcripcion Spl, factor nuclear kB (NFkB), proteina de union a GATA y STAT5
(Bjornstrom et al., 2005).

Sefalizaciéon no genémica

Las acciones no gendmicas son comunes en la actividad de las hormonas y son
usualmente asociadas con la activacion de cascadas de sefializacion de proteinas
cinasas que pueden eventualmente conducir de forma indirecta a cambios en la

expresion de genes debido a la fosforilacion de factores de transcripcion. La
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sefalizacion estrogénica no gendmica es generalmente asociada a un subconjunto
de ERs unidos a la membrana, por ejemplo, el receptor de estrogenos
transmembranal GPERL1 y ciertas variantes de ERa y ERB que podrian anclarse a
la membrana mediante proteinas asociadas. La unién de E2 a ERs localizados en
la superficie celular pueden causar movilizacidén de calcio intracelular, estimulacion
de la actividad adenilato ciclasa y la produccion de Adenosin Monofosfato ciclico
(cAMP), activacion de vias de sefalizacion de proteinas cinasa activadas por
mitdgeno (MAPK), activacion de la via fosfoinositol 3-cinasa (PI3K) y activacion de
receptores tirosina cinasa de membrana (Bjornstrom et al., 2005; Ajj et al., 2013).
GPERL1 es especificamente asociado con la estimulacion del adenilato ciclasa y la
activacion de EGFR (Filardo et al., 2012).

Los mecanismos moleculares fundamentales de la sefializacién estrogénica no
gendmica son diversos y dependen de una variedad de condiciones, como la
disponibilidad de las moléculas transductoras de sefal y blancos rio abajo,

sugiriendo un mecanismo dependiente del tipo celular (Vrtacnik et al., 2014).
Senfalizacion independiente de ligando

Los receptores de estrogenos también pueden ser activados en ausencia de 17(3-
estradiol o algun otro ligando. La fosforilacion de los receptores en ciertos residuos
0 en sus correguladores asociados pueden causar activacion de ERa independiente
de ligando. Los dos aminoacidos que comunmente son blancos de fosforilacion son
serinay tirosina. Las vias de sefializacion responsables de esta modulacion incluyen
reguladores del estado general de la fosforilacion celular, como la proteina cinasa
A (PKA) o la proteina cinasa C (PKC), sefales extracelulares como factores de

crecimiento, citosinas y reguladores del ciclo celular.

Los factores de crecimiento representan un grupo especialmente importante de
activadores de ER independiente de estrégenos, que incluyen el Factor de
Crecimiento Epidermal (EGF), insulina y Factor de Crecimiento Transformante 3
(TGFB). Los principales intermediarios entre factores de crecimiento y ERs son la

Proteina de Unidon a Nucleétidos de Guanina p21ras y la cascada de fosforilacion
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de MAPK, entre otros. Las sefales extracelulares adicionales que modulan la
actividad de ERa incluyen heregulina, interleucina-2 y dopamina, asi como también

proteinas regulatorias como ciclina A y ciclina D1 (Nilsson et al., 2001).
Terapia antiestrogénica en cancer de mama

La disminucién de la sefializacion molecular del receptor de estrogenos se ha
convertido en unos de los blancos mas importantes para el tratamiento del cancer
de mama. La terapia dirigida al ERa se utilizé por primera vez hace mas de un siglo
en forma de ooforectomia y ha evolucionado hasta convertirse en la terapia
sistémica mas eficaz y menos téxica para el cancer de mama positivo al ERa (Love
et al., 2002).

Las estrategias que se basan en el blogueo endocrino incluyen el uso de
moduladores selectivos del receptor de estrégenos (SERM, por sus siglas en inglés)
como el tamoxifén, antagonistas como el fulvestrant, inhibidores de la aromatasa,
ademas de la supresion o ablacion ovarica, que previene la produccion endégena
de estrogenos (Gaughan et al., 2012). En el caso de la terapia dirigida al receptor
de progesterona, se ha observado que hay menor eficacia clinica, asi como mayor
toxicidad y efectos secundarios. Sin embargo, el receptor a progesterona tiene gran
importancia como marcador de sensibilidad endocrina; entre mayor sea la expresion
de PR sugiere mayor sensibilidad al uso de inhibidores de la actividad del receptor

de estrégenos a (Jonat et al., 2013).

En el caso del uso de inhibidores de aromatasa, en la practica clinica se ha
observado que existe beneficio adicional en términos de supervivencia libre de
enfermedad, ademas de perfiles de tolerabilidad favorables a la terapia con
tamoxifén a largo plazo (Forbes et al., 2008; Mouridsen et al., 2009). Si bien existe
un desafio clave para predecir el grado de sensibilidad hormonal y la capacidad de
respuesta al farmaco dentro del tumor de cada individuo, el tamoxifén sigue siendo
el farmaco de eleccion para pacientes con cancer de mama positivos al ERa. Incluso
en pacientes con tumores metastasicos en donde el tamoxifén es utilizado como

adyuvante, se han observado resultados positivos (Anderson et al., 2002)
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Resistencia a tamoxifén en cancer de mama

El tamoxifén es el agente endocrino mas usado para bloquear los efectos de los
estrogenos en todas las etapas de cancer de mama, particularmente en pacientes
post menopausicas. La actividad anti proliferativa del tamoxifén, es debido
principalmente a su habilidad para competir con los estrogenos por la union al
receptor de estrogenos a en el tejido tumoral mamario. A pesar de que el estatus
de ERa ha sido usado para identificar pacientes con cancer de mama con
probabilidad para responder al tamoxifén, se ha observado resistencia en alrededor
del 30-50% de pacientes con cancer de mama ERa positivos, o desarrollan
resistencia durante la terapia, conocida como resistencia adquirida al tamoxifén (Al
et al., 2016)

Uno de los principales mecanismos que se han asociado a la resistencia al
tamoxifén es la expresion desregulada de los correguladores del receptor de
estrogenos. Particularmente, se ha observado que la sobreexpresion de
coactivadores y la expresion reducida de correpresores en tumores mamarios
elimina el efecto antiestrogénico del tamoxifén, incluso se ha observado que podria
intercambiar el efecto antiestrogénico a estrogénico. SRC-1 es uno de los primeros
coactivadores asociados con respuesta desfavorable al tamoxifén, es decir, la
sobreexpresién de este coactivador se relaciona con aumento de la actividad
agonista del tamoxifén (Girault et al., 2006).

Otro mecanismo que también se ha asociado a la resistencia al tamoxifén es el
efecto no gendmico del ERa, donde hay interaccion directa con varias vias de
transduccion de sefales (Osborne et al., 2003; Kirkegaard et al., 2005), entre las
que se incluye la sefalizacion desencadenada por HER2; en donde se ha

observado que favorece un incremento en la activacion de ERa y sus coactivadores.

HERZ2 es un receptor tipo tirosina cinasa que pertenece a la familia de receptores a
factor de crecimiento epidérmico humano (EGFR), se ha observado que la

activacion de la sefalizacion de HER2 ocurre en aproximadamente el 20 % de los
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casos de cancer de mama, como resultado de la sobreexpresion de dicho receptor
(Oh et al., 2020). La sefalizacion que promueve se asocia a la activacion de las vias
PISK/AKT y MAPK. Interesantemente, se ha observado que la sobreexpresion de
HER2 también promueve el reclutamiento independiente de ligando de ERa y un
complejo de coactivadores a promotores de respuesta a E2, lo que indica que tiene
un papel considerable en el desarrollo de resistencia a terapia endocrina (Shin et
al., 2006).

La relevancia de la sefializacién cruzada entre receptores a factores de crecimiento
y coactivadores del receptor de estrégenos se ha expuesto en estudios donde la
expresion de SRC-1 fue investigada en tumores mamarios positivos a la expresion
de ERa conforme al estatus de HER2 de pacientes tratados con quimioterapia y
tamoxifén. En este estudio, se observo que la expresion de SRC-1 fue asociada con
recurrencia de la enfermedad, solamente en el subgrupo de tumores mamarios
positivos a HER2 (Fleming et al., 2004).
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Antecedentes

BCAS2

En 1999, un grupo de investigadores identificaron por primera vez una proteina de
26kD que se encontraba sobre expresada en dos lineas celulares de cancer de
mama. Inicialmente fue identificada como DAM1 (ADN amplificado en carcinoma
mamario) y que posteriormente fue nombrada como BCAS2 (Secuencia amplificada
en cancer de mama 2). Este primer estudio mostré que la sobreexpresion de la
proteina en las células MCF7 y BT-20 estaba asociada a la amplificacion de los
genes en estas lineas celulares de cancer de mama (Nagasaki et al., 1999).
Posteriormente, también se demostr6 que el gen de BCAS2 se encontraba
amplificado en tejido mamario tumoral y que era una proteina con localizacién

subcelular predominantemente en el nicleo de células MCF7 (Maass et al., 2002).

En 2005, se observo que BCAS?2 interactuaba con el receptor de estrogenos alfa 'y
otros receptores hormonales como ER[, receptor a hormona tiroidea [3, receptor a
progesterona y PPARYy. Adicionalmente, mostraron que la sobreexpresién de
BCAS2 favorecia la actividad transcripcional del ERa a través de su region de
transactivacion AF-2, pero no observaron efecto mediante la union a AF-1. Estos
datos representaron la primera evidencia del efecto de BCAS2 como activador de
ERaq, sugiriendo una importante participacion en el desarrollo de cancer de mama
(Qi et al., 2005). Sin embargo, en estudios previos en nuestro laboratorio, utilizando
un ensayo de doble hibrido en levaduras, se detecté a BCAS2 como una proteina
que interactia con los primeros 180 aminoacidos del ERa, sugiriendo una

interaccién con la region AF-1 (Salmerdon-Hernandez et al., 2019).

En otro estudio sobre la participacion de BCAS2 en procesos asociados a cancer,
observaron que interactuaba con p53; una proteina ampliamente conocida como
supresora de tumor, con capacidad de regular el ciclo celular e inducir apoptosis en
presencia de dafo al ADN. Esta investigacion mostré a BCAS2 como un regulador

negativo de p53, lo cual se asocié a la disminucion de la apoptosis y proteccion
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contra un farmaco que es utilizado en la quimioterapia, la doxorrubicina (Kuo et al.,
2009).

La expresion de BCAS2 se incrementa en células MCF7 resistentes a tamoxifén.
Adicionalmente, la sobreexpresion de BCAS2 aumenta la expresion de
metaloproteinasa 7. Lo que sugiere la participacion de BCAS2 en la resistencia
endocrina y motilidad celular, respectivamente (Sengupta et al., 2014). Aparte del
cancer de mama, BCAS2 también se ha estudiado en otras neoplasias. Los reportes
indican que en etapas avanzadas de tumores de prostata hay mayor expresion de
BCAS2. Asimismo, se mostro que BCAS2 interactia con el receptor de andrégenos
y aumenta la proliferacion de lineas celulares de cancer de proéstata (Kuo et al.,
2015)

Los trabajos de investigacion enfocados al estudio de coactivadores resultan muy
importantes y necesarios, debido a que se ha sugerido que pueden estar
participando en la resistencia al tratamiento con tamoxifén en pacientes con cancer
de mama. Adicionalmente, comienzan a mostrar un valor predictivo para la
progresion y tratamiento de la enfermedad (Manavathi et al., 2014; Kirkegaard et
al., 2007). Los mecanismos por los cuales BCAS2 podria estar regulando la funcién
del receptor de estrégenos en carcinoma mamario han sido poco estudiados, y
hasta el momento permanecen pobremente entendidos. Por lo anterior proponemos
caracterizar los mecanismos que regulan la actividad de BCAS2 como coactivador

del receptor de estrogenos a en células de cancer de mama.

En estudios preliminares de nuestro grupo de trabajo, hemos observado que BCAS2
se une directamente con la region amino terminal del ERa, activando directamente
a la regién de transactivacion AF-1 e indirectamente a la regién de transactivacion
AF-2.
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Planteamiento del problema:

Se sabe que los coactivadores, como BCAS2, desarrollan un papel importante en
el aumento de la actividad transcripcional mediada por el receptor de estrégenos.
Sin embargo, los mecanismos mediante los cuales activa al ERa y el papel que
puede jugar BCAS2 en cancer de mama aun no han sido elucidados. Realizar
investigaciones que nos permitan entender las vias de sefializacion que afectan
tanto a la actividad del receptor de estrogenos a como al coactivador BCAS2
proporcionara informacion atil que nos permitird en un futuro mejorar las estrategias
terapéuticas, principalmente en respuesta a la resistencia observada con
Tamoxifén. Por lo anterior nos planteamos las siguientes preguntas de

investigacion:

¢, Qué mecanismos regulan la actividad de BCAS2 como coactivador del receptor de

estrégenos a en células de cancer de mama?

¢ Qué efectos tendra la sobreexpresion de BCAS2 sobre mecanismos de

carcinogénesis, como la migracién y la formacion de colonias?

Hipotesis

BCAS2, al ser un coactivador del receptor de estrogenos a podra colaborar con los
coactivadores SRC-1, CBP y TIF2 de dicho receptor y promover procesos como la

migracion y formacion de colonias, en células de cancer de mama.
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Objetivo general:

Caracterizar los mecanismos que regulan a BCAS2 como coactivador del receptor
de estrogenos o y determinar su efecto sobre procesos relacionados con el

desarrollo de cancer mamario hormono-regulado.

Objetivos especificos:

1. Evidenciar el efecto de BCAS2 sobre la activacion transcripcional en
presencia de ligandos del receptor de estrogenos a en células de cancer de
mama.

2. Determinar la participacion de BCAS2 con correguladores del AF-2 como
SRC-1, CBP y TIF2 en la activacion transcripcional de ERa.

3. Evaluar el efecto de BCAS2 sobre la migracion de células de cancer de
mama.

4. Analizar la capacidad de BCAS2 para promover la formacion de colonias en
células de cancer de mama.

5. Elucidar la regulacion de BCAS2 por las vias de sefalizacion HER2, PI3K y
MAPK y sus efectos sobre la activacion transcripcional de ERa.
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Material y métodos
Cultivo celular

Todas las lineas celulares fueron obtenidas de ATCC y fueron analizadas por PCR
para descartar contaminacion por micoplasma. Las células fueron cultivadas para
su mantenimiento en medio como sugiere ATCC y suplementado con 5-10% con
suero fetal bovino (SFB) y antibiéticos (100 U/mL de penicilina y 100 mg/mL de
estreptomicina), e incubadas a 37°C con 5% de COz.. Las lineas celulares de cancer
de mama: MCF7, MDA-MB-231 y SK-BR-3 fueron cultivadas en EMEM con 0.01
mg/mL de insulina recombinante humana, medio Leibovitz L-15 y medio McCoy’s
5A, respectivamente. Para los experimentos en presencia de hormona se utilizd
medio DMEM/F12 libre de rojo de fenol y suero fetal bovino (SFB) tratado con
carbon activado-dextran para reducir la presencia de hormonas. Las caracteristicas
de las lineas celulares utilizadas son las siguientes: MCF7 expresan el receptor de
estrogenos, MDA-MB-231 no expresan ER, PR y HER2, células SK-BR-3

sobreexpresan HERZ2.
Plasmidos

El plasmido de BCAS2 fue clonado dentro del vector pcDNA 3.1/His (Invitrogen)
para la obtencibn de pcDNA-BCAS2. El vector utilizado para el receptor de
estrogenos fue pSG5-ERa y que se recibido en donacion por parte del Dr. Pierre
Chambon (INSERM, France). El vector reportero, 3X-ERE-Luc, fue proporcionado
por el Dr. Donald McDonnell (Duke University, USA). pSG5-SRC-1, pSG5-TIF2 y
pSG5-CBP fueron donados por el Dr. Edwin Milgrom (INSERM, France).

Transfeccion transitoria y ensayos de luciferasa

Para determinar el efecto de BCAS2 en la actividad transcripcional las células
MCF7, MDA-MB-231, SK-BR-3 se sembraron en placas de 24 pozos y fueron

transfectadas con 200 ng de 3xERE-Luc, 50 ng del plasmido de expresiéon del
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receptor de estrégenos en células que no lo expresan, de 50 a 100 ng del pldsmido
de expresion del corregulador o vector vacio, y 10 ng de pCMV-B-galactosidasa
(Promega), como control de la transfeccion por 6 horas, usando Lipofectamina 2000
(Invitrogen), como lo indica el fabricante. Las células fueron incubadas por 48 horas
en presencia o ausencia de ligando. Los ligandos que se usaron para ER fueron
17B-estradiol (E2) o Tamoxifén (TAM). Para determinar si BCAS2 puede colaborar
con otros coactivadores para incrementar la actividad transcripcional de ERa, se
sembraron 7x10% células de MCF7, MDA-MB-231 y SK-BR-3 y fueron transfectadas
como previamente se ha descrito. Se utilizaron 50 ng de SRC-1, CBP o TIF2 junto
con 50 ng de plasmido BCAS2.

Finalmente, para determinar el impacto de las vias de sefializacion de HER2, PI3K
y MEK-1 en la activacion de BCAS2, las células MCF7 y SK-BR-3 fueron
transfectadas como previamente se ha descrito, en presencia del vehiculo etanol
(EtOH), E2 o TAM y 50 pg Trastuzumab (inhibidor de HER2), 10 uM PD98059
(inhibidor de MEK1) o0 100 nM Wortmanina (inhibidor de Akt) por 48 horas. En todos
los casos, después de 48 horas de tratamiento, las células se lisaron en 50 ul de
buffer de lisis (Fosfato de Potasio 0.1 M, pH 7.8, 0.2 % Triton X-100, 1 mM DTT) y
se utilizaron 30 ul de extracto celular para medir la actividad luciferasa y p-
galactosidasa (en un mismo tubo) usando un luminémetro para microplacas de 96
pozos GloMax (Promega). Se realizaron al menos tres experimentos de forma
independiente y cada uno de ellos por triplicado. Los resultados se muestran como
unidades relativas de luz (URL) calculadas como una proporciéon de las actividades

de luciferasa y pB-galactosidasa.
Ensayos de formacion de colonias

Para realizar los ensayos de formacion de colonias, las células MCF7 fueron
transfectadas con BCAS2 o vector vacio (VV) y fueron sembradas 1000 células por
pozo en placas de 6 pozos. Los tratamientos incluyeron E2, TAM o etanol (EtOH)

por 12 dias. Posteriormente, las células se tifieron con cristal violeta al 0.05 % y se
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contaron las colonias formadas. El niumero de colonias fue evaluado visualmente y
se tomaron en cuenta las colonias que contenian en apariencia »50 células. Las
fotografias fueron tomadas con una camara digital. El nimero de colonias se report6
como % de colonias (PE), donde PE = (# de colonias formadas/# de células
sembradas) x 100. Los experimentos se realizaron por triplicado.

Ensayos de migracion por cierre de herida.

Para evaluar la motilidad celular, se realizaron ensayos de cierre de herida. Las
células MCF7 fueron transfectadas con BCAS2 o vector vacio y se sembraron
500,000 células por pozo en placas de 6 pozos. Una vez que las células alcanzaron
una confluencia del 90 %, sobre la superficie de la caja se realizé una ralladura con
una punta de micropipeta de 200 ul y las células fueron tratadas con EtOH o E2 por
48 horas. Los experimentos se realizaron en presencia de un inhibidor de
proliferacion, AraC (20 nM), por 48 horas. Se tomaron fotografias a las 48 horas de

tratamiento, y el porcentaje de la abertura de la herida fue calculado.

Western Blot

Posterior a los tratamientos con ligandos del receptor de estrégenos e inhibidores
de las vias HER2, PI3K y MAPK, las células fueron lisadas y sometidas a
electroforesis SDS-PAGE al 10 %. Las proteinas fueron transferidas a membranas
de floruro de polivinilideno (PVDF, Millipore Co, Massachusetts) durante 2 horas a
80 volts. Para minimizar uniones inespecificas, las membranas fueron bloqueadas
con 10 % de leche en polvo libre de grasa resuspendida en TBS al 1 % de Tween
(TBS-T) por una hora.

Posteriormente, las membranas fueron incubadas por 2 horas con anticuerpos para
la deteccion de las proteinas HER2, AKT, pAKT, ERK, pERK y GAPDH, segun las
necesidades del experimento, en una diluciéon 1:5,000. Las membranas fueron
lavadas por 10 minutos con TBS-T en 3 ocasiones, en agitacion suave y constante.

El siguiente paso fue incubar las membranas con anticuerpo secundario anti-ratén
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o0 anti-conejo (Santa Cruz Biotechnology, CA) en una dilucién 1:10,000 por una hora
en agitacion constante. Las membranas se revelaron por quimioluminiscencia

(Amersham Biosciences, Fairfield CT).

Anélisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron por triplicado de forma independiente, y los
datos se muestran como media + desviacion estandar. El analisis estadistico para
los ensayos de luciferasa se llevo a cabo usando la prueba T de student o ANOVA
de una via, seguido por la prueba de Dunnet y Bonferroni, respectivamente.
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Resultados

BCAS2 aumenta la actividad transcripcional de ERa

Previamente se demostr6 que BCAS2 era capaz de incrementar la actividad
transcripcional mediada por ERa en células de rifién de mono CV-1 (Qi et al., 2005).
En nuestro grupo de trabajo, investigamos si BCAS2 aumentaba la actividad
transcripcional en células de cancer de mama. Mediante ensayos de luciferasa
observamos que la sobreexpresion de BCAS2 es capaz de aumentar la actividad
transcripcional de ERa a un nivel similar a SRC-1, un coactivador conocido de ERq,
en células MCF7 positivas al receptor de estrogenos (Figura 7A) o en células MDA-

MB-231 transfectadas con ERa en presencia de E2 (Figura 7B).

A MCF7 B MDA-MB-231
[ EtOH [ EtOH
@ E210nM Sl E210nM
TAM 100 nM 0 TAM 100 nM
E& E2 + TAM EX E2+ TAM
* %
20+
3 * %

URL LUC/ p-Gal

URL LUC/ p-Gal

o
1

Vector BCAS2 SRC-1 Vector BCAS2 SRC-1
vacio vacio

Figura 7. BCAS2 aumenta la actividad transcripcional mediada por ERa. (A, B) Se muestra
la actividad de luciferasa inducida por la sobreexpresion de BCAS2 en presencia del
vehiculo etanol (EtOH), 10 nM de E2 o 100 nM de TAM. (A) Las células MCF7 fueron
transfectadas transitoriamente con el vector reportero 3x-ERE-luciferasa (200 ng), B-
galactosidasa (10 ng) y BCAS2 (100 ng). Vector vacio pcDNA3.1 (100 ng) y SRC-1 (100
ng) fueron transfectados como como control negativo y positivo, respectivamente. (B) Las
células MDA-MB-231 fueron transfectadas con los mismos plasmidos y adicionalmente con
50 ng de ERa. La actividad relativa de luciferasa (URL LUC / 3-gal) se muestra como la
media + desviacién estdndar de un ensayo representativo realizado por triplicado. El
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analisis estadistico se realizo utilizando la prueba t de Student comparando la activacion
entre BCAS2 y el vector vacio (transfectado a la misma concentracion) en presencia o
ausencia de E2 o EtOH, * p < 0.05, ** p < 0.001.

BCAS2 actua en conjunto con otros coactivadores para aumentar la actividad

de ERa

Datos previos de nuestro laboratorio demostraron que BCAS2 interactia con la
region N-terminal del ERa, que contiene el dominio de transactivacion AF-1. Para
profundizar en los mecanismos moleculares del coactivador BCAS2 en la activacion
transcripcional, evaluamos la capacidad de BCAS2 de afectar la actividad de
coactivadores que preferencialmente son reclutados a través del dominio AF-2.
Utilizamos SRC-1, TIF2 y CBP. Todos contienen motivos LXXLL a través de los
cuales se unen al AF-2 del receptor. Analizamos tres diferentes lineas celulares de
cancer de mama MCF7, MDA-MB-231 y SK-BR-3.

MCF7

= EtOH
R E2 10 nM **%
TAM 100 nM

1 J.J[JLUI. Lil

&

URL LUC/ p-Gal
g 8

BCAS2 BCAS2 BCAS2
Vector  geasa  sre-l A . )
vacio

SRC-1 CBP TIF2

Figura 8. BCAS2 actua con los coactivadores de AF-2 para aumentar la actividad de ERa
en células MCF7. Los ensayos de luciferasa se realizaron con pcDNA-BCAS2 o vector

30



vacio, transfectados con y sin los coactivadores SRC-1, CBP, TIF2 y tratados con EtOH o
10 nM de E2 o0 100 nM de TAM en células MCF7. La actividad relativa de luciferasa (URL
LUC / B-gal) se muestra como la media + desviacion estandar de un ensayo representativo
realizado por triplicado. Se comparé la actividad de BCAS2 + otro coactivador contra la
actividad de cada coactivador por separado en presencia de EtOH, E2 y TAM. El analisis
estadistico se realiz6 utilizando ANOVA de una via con una prueba posterior de Bonferroni,
*p <0.01, ** p <0.005, ** p < 0.001.

MDA-MB-231
509 = eon
Bl E2 10 nM ek
TAM 100 nM
404
304

URL LUC/ pg-Gal

-
e

cbdidl

BCAS2 BCAS2 BCAS2
Vector  peasa sRcl . CBP R TIF2 i
vacio

SRC-1 CBP TIF2

Figura 9. BCAS2 actua con los coactivadores de AF-2 para aumentar la actividad de
ERa en células MDA-MB-231. Los ensayos de luciferasa se realizaron con pcDNA-BCAS2
o0 vector vacio, transfectados con y sin los coactivadores SRC-1, CBP, TIF2 y tratados
con EtOH o 10 nM de E2 o0 100 nM de TAM. La actividad relativa de luciferasa (URL LUC /
B-gal) se muestra como la media + desviacion estdndar de un ensayo representativo
realizado por triplicado. Se comparé la actividad de BCAS2 + otro coactivador contra la
actividad de cada coactivador por separado en presencia de E2. El analisis estadistico se
realizé utilizando ANOVA de una via con una prueba posterior de Bonferroni, * p < 0.01, **
p < 0.005.
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Nuestros resultados mostraron que BCAS2 en conjunto con alguno de los tres
coactivadores en presencia de E2 incrementd la actividad transcripcional
comparada con la actividad de BCAS2 solo o la de alguno de los otros coactivadores
solos (Figura 8-10). Interesantemente, en células MCF7 (Figura 8), la combinacién
de BCAS2 con algunos de los otros tres coactivadores de AF-2 también incrementd
la actividad transcripcional en presencia de TAM, lo cual no es observado en lineas
celulares negativas al receptor de estrogenos MDA-MB-231 (Figura 9) y SK-BR-3
(Figura 10). Esto sugiere que BCAS2 tal vez tenga un papel en la resistencia a

tamoxifén en un ambiente celular donde hay expresion endégena del ERa.

SK-BR-3
3 EOH
4009  pm E2100M
TAM 100 nM
*k
— E 3
T 300-
Q
Q.
—
9 «
S 200-
ol
@
=
100-
0_u:1.= I'II. M

BCAS2 BCAS2 BCAS2
Vector BCAS2 SRC-1 A cBP + TIF2 +
vacio
SRC-1 CBP TIF2

Figura 10. BCAS2 actua en conjunto con coactivadores de AF-2 para aumentar la
actividad de ERa en células SK-BR-3. Los ensayos de luciferasa se realizaron con pcDNA-
BCAS2 o vector vacio, transfectados con y sin los coactivadores SRC-1, CBP, TIF2 y
tratados con EtOH o0 10 nM de E2 o 100 nM de TAM. La actividad relativa de luciferasa
(URL LUC / B-gal) se muestra como la media + desviaciéon estandar de un ensayo
representativo realizado por triplicado. Se comparé la actividad de BCAS2 + otro
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coactivador contra la actividad de cada coactivador por separado en presencia de E2. El
andlisis estadistico se realiz6 utilizando ANOVA de una via con una prueba posterior de

Bonferroni, * p < 0.01, ** p < 0.005.

BCAS2 promueve la formacion de colonias y la migracién dependiente de

estradiol en células de cancer de mama.

Para analizar el efecto de BCAS2 en el desarrollo de cancer de mama, utilizamos
células MCF7 para demostrar su efecto en la migracion y formacion de colonias.
Realizamos ensayos de formacion de colonias y observamos que la sobreexpresion

de BCAS2 caus6 un aumento significativo en la formacién de colonias de células

tratadas con E2 (Figura 11)

MCF7

B
A [1 Vectorvacio
B BCAS2
Vector L2
vacio BCAS2 30+ |
- i — :
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EtOH || ' 1 & 204
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— — S =
: 3 3 ‘ |
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! - ’\ —— e
TAM 0 e S
EtOH E2 TAM

Figura 11. BCAS2 aumenta la formacion de colonias. (A) Se transfectaron células MCF7
con 100 ng de BCAS2 o vector vacio, posterior la transfeccion se utilizaron placas de 6
pozos para sembrar 1000 células por pozo y fueron tratadas con E2 o TAM cada 48 horas
por 12 dias. Las colonias fueron tefidas y contadas. (B) Se muestra la representacion
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gréfica del nUmero de colonias contadas con respecto al nimero de células sembradas en
la placa. Los datos representan tres ensayos independientes, el andlisis estadistico se
realizé utilizando la prueba t de Student, * p <0.05 comparacion de BCAS2 con vector vacio
en presencia de EtOH y ** p <0.001 comparacién de BCAS2 en presencia de E2 con vector
vacio en presencia de EtOH.

También analizamos en papel de BCAS2 en la migracion de células MCF7 por
medio de ensayos de cierre de herida. Nuestros resultados muestran mayor
migracion de células que sobreexpresan BCAS2 y que fueron tratadas con E2 en
comparacion con las células transfectadas con el vector vacio a las 48 horas de
tratamiento (Figura 12).

MCF7
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Oh 48 h
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100+
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Vector vacio BCAS2

Figura 12. BCAS2 aumenta significativamente la migracién celular. El efecto de la

Vector vacio

% de herida abierta

o

BCAS2

sobreexpresién de BCAS2 en la migracion de células MCF7 fue determinado usando
ensayo por cierre de herida. El cierre de la herida de células transfectadas con BCAS2 fue
mas rapido en comparacioén con las células transfectadas con vector vacio en presencia de
E2. El area de la herida abierta a las cero horas fue considerada como el 100 %. Los valores
representan la media + desviacion estandar de tres experimentos por triplicado. * p < 0.05
compara al grupo del vector vacio con BCAS2 a las 48 horas de tratamiento con E2. Las

fotografias fueron tomadas con el objetivo 10X.
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Participacion de HER2, MAPK y AKT en la activacion de BCAS2 y ERa.

Se sabe que el entrecruzamiento de las vias de transduccion de sefales entre
MAPK y/o PISK/AKT vy el receptor de estrégenos en células de cancer de mama
puede promover aumento en la sefializacion mediada por estrogenos y favorece el
reclutamiento de coactivadores como SRC-1 y SRC-3. Adicionalmente, la activacién
de estas vias de sefalizacion por HER2 ha sido ampliamente implicada en cancer
de mama y se ha observado que promueve la resistencia endocrina (Takimoto et
al., 1999; Osborne et al., 2005).

Con estos antecedentes nosotros nos interesamos en determinar si estas vias de
transduccion de senales tenian la capacidad de afectar la actividad de ERa mediada
por BCAS2. Realizamos ensayos de actividad transcripcional comparando dos
lineas celulares de cancer de mama usando inhibidores de HER2, MEK-1 y PI3K.
Las células MCF7 son positivas a ERa con baja expresiéon de HER2, mientras que
SK-BR-3 es negativa a la expresion de ERa y sobreexpresa HERZ2, en estas células
ERa fue transfectado. Nuestros resultados muestran que el inhibidor de HER2,
Trastuzumab, tiene poco efecto en la inhibicién de la activacién de ERa en nuestro
sistema. Sin embargo, causa la inhibicibn completa del incremento en la actividad

transcripcional inducida por BCAS2 en presencia de E2 (Figura 13).

El inhibidor de MEK-1, PD98059, causa inhibicion mas marcada en la disminucion
de la actividad, inhibiendo tanto la actividad inducida por ERa solo, como la de
BCAS2 (Figura 14). Este efecto es mucho mas evidente en células SK-BR-3, en
donde la actividad de ERa se suprime casi por completo (Figura 14B). Estos
hallazgos se respaldan en lo mostrado anteriormente, donde se observa que la
activacion de MEK aumenta la sefializacion de ERa y esto sugiere que el efecto es
probablemente causado por la inhibicion de ERa 'y no como un efecto sobre BCAS2.
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Figura 13. La via de transduccién de sefiales de HER2 modula la activacion de BCAS2.
Las células MCF7 fueron transfectadas transitoriamente con vector reportero ERE-
Luciferasa (200 ng) y BCAS2 (100 ng) en presencia de EtOH, o 10 nM de E2 0 100 nM de
TAM adicionado con 50 yg de Trastuzumab por 48 horas. Se utilizaron 100 ng de vector
vacio como control negativo. (B) Las células SK-BR-3 fueron transfectadas y tratadas de la
misma manera que las MCF7, excepto que también fueron transfectadas con 50 ng de ERa.
La actividad relativa de luciferasa (URL LUC / B-gal) se muestra como media + desviacion
estdndar de un ensayo representativo realizado por triplicado. En las figuras Ay B se
compar6é a BCAS2 en presencia y ausencia de Trastuzumab + E2. El analisis estadistico
fue realizado usando la prueba t deStudent, ** p < 0.005, *** p < 0.001. Adicionalmente, se
muestra un western blot representativo de HER2, ERK y ERK fosforilado (pERK) después
de 48 horas de tratamiento con Trastuzumab. GAPDH fue usado como control de expresiéon
constitutiva.

36



MCF7 SK-BR-3 PD98059
-+

ERK . .. 42kDa

pERK - — 42 kDa

= EOH 3 EtOH GapDH W :37kDa
W E210nM . E210nM

& TAM 100 nM = TAM 100 nM
*kk

—

.]l.ﬂlﬂp Lala

15+

w
1
-
o
1

N
1

L ]

URL LUC/ p-Gal
URL LUC/ p-Gal
*
*
*

-
1

Vector Vector BCAS2 BCAS2 Vector Vector BCAS2 BCAS2
vacio vacio + vacio vacio +
+ PD98059 + PD98059
PD98059 PD938059

Figura 14. La via de transduccién de sefales de MAPK esta involucrada en la activacion
de BCAS2. (A) Las células MCF7 fueron transfectadas transitoriamente con vector reportero
ERE-Luciferasa (200 ng) y BCAS2 (100 ng) en presencia de EtOH, o 10 nM de E2 o 100
nM de TAM adicionado con 10 mM de PD98059 por 48 horas. Se utilizaron 100 ng de vector
vacio como control negativo. (B) Las células SK-BR-3 fueron transfectadas y tratadas de la
misma manera que las MCF7, excepto que también fueron transfectadas con 50 ng de ERa.
La actividad relativa de luciferasa (URL LUC / p—gal) se muestra como media + desviacion
estandar de un ensayo representativo realizado por triplicado. En la figura A se compar6 a
BCAS2 en presencia y ausencia del inhibidor de MEK, PD98059, + E2, en la figura B se
comparoé al vector vacio en presencia y ausencia de PD98059 + E2 y a BCAS2 en presencia
y ausencia de PD98059 + E2. El andlisis estadistico fue realizado usando la prueba t-
Student, ** p < 0.005, *** p < 0.001. Adicionalmente, se muestra western blot representativo
de ERK y ERK fosforilado (pERK) después de 48 horas de tratamiento con PD98059
(inhibidor de la via MAPK). GAPDH fue usado como control de carga para proteinas.

Inversamente, el bloqueo de la sefalizacién de PI3K/AKT (wortmanina) muestra
poco o nulo efecto sobre la actividad de ERa solo, pero muestra un importante
efecto en la actividad de BCAS2, inhibiendo su habilidad para promover la

transactivacion de ERa (Figura 15).
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Figura 15. La via de transduccion de sefiales de PI3K / AKT modula la activacién de
BCAS2. (A) Las células MCF7 fueron transfectadas transitoriamente con vector reportero
ERE-Luciferasa (200 ng) y BCAS2 (100 ng) en presencia de EtOH, o 10 nM de E2 o 100
nM de TAM adicionado con 100 nM de Wortmanina por 48 horas. Se utilizaron 100 ng de
vector vacio como control negativo. (B) Las células SK-BR-3 fueron transfectadas y tratadas
de la misma manera que las MCF7, excepto que también fueron transfectadas con 50 ng
de ERa. La actividad relativa de luciferasa (URL LUC / gal) se muestra como media +
desviacion estandar de un ensayo representativo realizado por triplicado. En la figura A se
compard al vector vacio en presencia de Wortmanina + E2 contra la sobreexpresion de
BCAS2 en presencia de Wortmanina + E2 (**) y BCAS2 en presencia y ausencia de
Wortmanina + E2 (***). En la figura B se comparé el efecto de BCAS2 en presencia y
ausencia de Wortmanina + E2. El analisis estadistico fue realizado usando la prueba t de
Student, ** p < 0.005, *** p < 0.001. Adicionalmente, se muestra western blot representativo
de AKT y AKT fosforilado (pAKT) después de 48 horas de tratamiento con Wortmanina.
GAPDH fue usado como control de carga para proteinas.
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Discusioén

La identificacion y caracterizacion de correguladores que modulan la actividad de
ERa es un paso crucial para entender los mecanismos que controlan la expresion
de genes regulados por estrogenos, ademas de contribuir al entendimiento de la
iniciacion y progresion del cancer de mama. En este estudio, contribuimos al
conocimiento acerca del papel de BCAS2 como coactivador del receptor de
estrégenos a y su regulacion en células de cancer de mama. BCAS2 habia sido
propuesto como coactivador de ERa al mostrar aumento en su actividad
transcripcional (Qi et al., 2005). Sin embargo, el grupo de
Qi y colaboradores, propuso que la actividad sucedia Unicamente a través del

dominio de activacion AF-2.

En nuestro grupo de trabajo, se observé que hay interaccion directa de BCAS2 con
el dominio N-terminal del ERa in vitro, sin encontrar interaccion con el dominio C-
terminal. Sin embargo, en ensayos de luciferasa se detecté que BCAS2 era capaz
de incrementar la actividad transcripcional de AF-1 y AF-2 de manera
independiente. Adicionalmente, se observé interaccion del ERa completo tanto en
presencia y ausencia de E2 y TAM (Salmerdon-Hernandez et al., 2019). El hecho de
que haya interaccién de BCAS2 con el ERa en presencia de TAM apoya la union al
dominio AF-1, ya que el cambio conformacional causado al LBD no elimina la unién
de BCAS2. Sin embargo, se han documentado algunos sitios en los que se llevan a
cabo modificaciones postraduccionales involucradas en la activacion del ERa, tanto
en la region de la bisagra como en el LBD (Le Romancer et al., 2011), lo que sugiere
que se podria requerir alguna modificacion postraduccional para la unién de BCAS2
al AF-2 o la presencia de algun otro corregulador que actie como puente para esta

interaccion.

En este trabajo, confirmamos por ensayos de luciferasa realizados en células de
cancer de mama que BCAS2 aumenta la actividad transcripcional mediada por ERa

en presencia de E2. Por otra parte, basado en nuestros datos previos que apoyan
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la idea de que BCAS2 podria estar involucrado en la promocién del sinergismo entre
los dominios de transactivacion AF-1 y AF-2, como se ha mostrado que puede
suceder con SRC-1y p300 (Tzukerman et al., 1994; Métivier et al., 2001; Kobayashi
et al., 2000), analizamos el efecto de BCAS2 en la actividad de tres coactivadores
que preferencialmente se unen al dominio AF-2 a través de secuencias LxxLL,
aungque también se ha demostrado que se pueden unir al dominio N-terminal.
Nuestros resultados mostraron que la combinacion de BCAS2 con SRC-1, TIF2 o
CBP aumentoé la actividad transcripcional de ERa comparado con cualquiera de
estos coactivadores solos. Lo anterior implica que BCAS2 no compite con estos
coactivadores para la union al receptor. Otros grupos han encontrado resultados
similares con otros coactivadores, por ejemplo, Tip60, el cual sinergiza con TIF2
para aumentar la transactivacion de ERB (Lee et al., 2013). Ademas, en células
MCF7, la combinacion de BCAS2 con cualquiera de los coactivadores analizados,
especialmente TIF2, también aumenta la actividad transcripcional en presencia de
TAM, y en algunos casos en ausencia de ligando (Figura 8). La combinacion de
coactivadores puede ser necesaria para promover la actividad agonista de TAM a
través del AF-1. Esto no es consistentemente observado en lineas celulares
negativas a ERa transfectadas con ERa exégeno (Figura 9 y 10) sugiriendo que
BCAS?2 tal vez juega un papel en la resistencia a tamoxifén en un ambiente celular
ERa positivo. Adicionalmente, se ha observado que BCAS2 aumenta su expresion
en células MCF7 resistentes a tamoxifén y que este aumento en su expresion se
asocia a tiempo mas corto de recurrencia de la enfermedad en pacientes con cancer

de mama (Nagasaki et al., 1999; Sengupta et al., 2014).

Esta bien documentado que la expresion y actividad de algunos coactivadores del
receptor de estrégenos se aumenta durante la carcinogénesis y progresion. Sin
embargo, el papel que puede jugar BCAS2 en cancer ha sido pobremente
elucidado. Varios estudios han mostrado que esta amplificado o sobreexpresado en
tumores mamarios (Nagasaki et al., 1999; Worsham et al., 2006; Sengupta et al.,
2014) y sugieren que pudiera estar implicado en el desarrollo de resistencia

endocrina, como se ha observado con otros coactivadores (Shiff et al., 2003; Zhao
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et al., 2009; Nagalingam et al., 2012; Redmond et al., 2015). Adicionalmente, se ha
observado que BCAS?2 se sobreexpresa en cancer de prostata y regula el receptor
de andrégenos aumentando la expresion de su ARNm y estabilizacion de la proteina
(Kuo et al., 2015). Por lo tanto, nosotros esperabamos que la sobreexpresion de
BCAS2 impactara en el ambiente fisiologico de las células de cancer de mamay en

procesos carcinogenicos.

Estudiamos el efecto de la sobreexpresion de BCAS en la formacién de colonias y
migracion celular (Figura 11 y 12), encontrando que se favorecian estos procesos
celulares en presencia de E2. Estos resultados apoyan el papel de BCAS2 en la
progresion del cancer de mama, tanto antes como después de que se establezca la
resistencia endocrina. Existen estudios con otros coactivadores, como SRC-1, que
han mostrado capacidad para aumentar la proliferacion y la migracién celular (Qin
et al., 2011; Walsh et al., 2012), asi como también se observé asociado al aumento
en la expresion de Twist y a la metastasis (Qin et al., 2009). Los coactivadores CBP
y p300, también se han mostrado con capacidad para promover migraciéon celular
asociado al aumento en la expresion de metaloproteinasas 2 y 9 (Santer et al.,
2011). Por lo tanto, estos coactivadores han sido propuestos como marcadores de
progresion y agresividad del cancer de mama. Nuestros resultados muestran que
BCAS2 sinergiza con estos coactivadores, que promueve procesos carcinogénicos
y que tiene importantes implicaciones en cancer de mama. Sin embargo, son
necesarios otros estudios para determinar si se une directamente con otros

coactivadores y para definir su secuencia de interaccion especifica con ERa.

Se ha demostrado previamente que hay interacciones entre ERa y varias vias de
transduccion de sefales, incluyendo la sefializacién de HER2, la cual es capaz de
activar tanto a las vias de MAPK como la de PI3K/AKT (Shou et al., 2004). La
sobreexpresion de HER2 se ha observado en alrededor de 20-30 % de las pacientes
con cancer de mama y ha sido implicada en la resistencia a TAM, tanto adquirida

como de novo (Kurokawa et al., 2000; Arpino et al., 2004).
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Adicionalmente, varios estudios clinicos también indican que la sobreexpresion de
HER?2 esta asociada con baja respuesta al tratamiento con tamoxifén. Ademas, la
expresion ectépica de HER2 en células MCF7 es suficiente para conferir resistencia
a TAM en estas células (Benz et al., 1992). En nuestros estudios, la inhibicién de
MAPK y PI3K/AKT resulta en la inhibicion de la actividad de ERa. Sin embargo, el
impacto de la inhibicién de estas vias parece ser diferente. Por un lado, el bloqueo
de la actividad de MEK-1 abate completamente la actividad de ERa (Figura 14). Por
otro lado, la inhibicion de PI3K solamente inhibe el aumento en la actividad
promovida por BCAS2, sin afectar fuertemente la actividad intrinseca de ERa
(Figura 15). Esto resalta la importancia de estas vias de transduccién de sefiales en
la regulacién de ERa y la progresiéon del cancer de mama regulado por estrogenos.
La reduccion en la actividad de BCAS2 probablemente se deba a una reduccion en
la fosforilacién del receptor de estrogenos a, como previamente ya se habia
reportado (Osborne et al., 2003; Osborne et al., 2005), asi como también de BCAS2.

Sin embargo, el efecto directo sobre BCAS2 aun debe ser estudiado.
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Conclusiéon

Este trabajo muestra que BCAS2 es un coactivador que colabora con coactivadores
de la region AF-2 del receptor de estrogenos a, como SRC1, CBP y TIF2 en lineas
celulares de cancer de mama, desempefiando un papel en la actividad
independiente y sinérgica en la activacion transcripcional. Adicionalmente, BCAS2
es asociado a varios procesos de la carcinogénesis, tanto en presencia como en
ausencia de estradiol. Lo que indica la importancia de la sobreexpresion de BCAS2
en un ambiente reducido de estradiol, como es el caso de las pacientes con
tratamiento para el cancer de mama. Los resultados mostraron que el bloqueo de la
via de sefializacion de PI3K/AKT disminuyé la actividad de BCAS2 (Figura 16), sin

embargo, los mecanismos involucrados deberan ser estudiados a mayor detalle.

Perspectivas

e Analizar la participacion de BCAS2 en la actividad de ER y sus efectos en
cancer de mama.

e Determinar el efecto BCAS2 en la resistencia a tamoxifén en células de
cancer de mama.

¢ Dilucidar la actividad de BCAS2 sobre la transicion epitelio mesénquimay la
invasion de ceélulas de cancer de mama.

e Establecer el efecto de la sobreexpresion de HER2 enddgeno sobre la
actividad de BCAS2 en células de cancer de mama.

e Precisar el efecto de la via de sefializacion de PI3SK/AKT sobre la fosforilacion

de BCAS2 en células de cancer de mama.
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Células de cancer de mama
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Figura 16. Modelo de la actividad de BCAS2 como coactivador del receptor de
estrégenos a en células de cancer de mama. A) BCAS2 es un coactivador del receptor
de estrégenos a que colabora con los coactivadores SCR-1, CBP y TIF2 de dicho receptor
en presencia de estradiol (b-d) y promueve procesos como la migracion y formacion de
colonias en células de cancer de mama (a). B) El bloqueo de las vias de sefalizacion de
HER2, MAPK y AKT/PI3K disminuyen la actividad transcripcional mediada por el complejo
de ERa con su coactivador BCAS2 (a-c), sin embargo, el efecto de la inhibicion de la via de
las MAPK se observa mayoritariamente sobre ERa (c), mientras que la inhibicion de la via
de AKT, solo inhibe el incremento en transcripcién mediado por BCAS2 (b), sugiriendo un

efecto sobre este coactivador.
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Abstract: Estrogen receptor alpha (ER«) has an established role in breast cancer biology.
Transcriptional activation by ER« is a multistep process modulated by coactivator and corepressor
proteins. Breast Cancer Amplified Sequence 2 (BCAS2), is a poorly studied ER« coactivator. In this
work, we characterize some of the mechanisms through which this protein increases ER« activity and
how this promotes carcinogenic processes in breast cancer cells. Using protein-protein interaction and
luciferase assays we show that BCAS2 interacts with ERo both in vitro and in vivo and upregulates
transcriptional activation of ER« directly through its N-terminal region (AF-1) and indirectly through
its C-terminal (AF-2) region, acting in concert with AF-2 interacting coactivators. Elevated expression
of BCAS2 positively affects proliferation, clonogenicity and migration of breast cancer cells and
directly activates ERx regulated genes which have been shown to play a role in tumor growth
and progression. Finally, we used signal transduction pathway inhibitors to elucidate how BCAS2
is regulated in these cells and observed that BCAS2 is preferentially regulated by the PI3K/AKT
signaling pathway. BCAS2 is an AF-1 coactivator of ERoc whose overexpression promotes carcinogenic
processes, suggesting an important role in the development of estrogen-receptor positive breast cancer.

Keywords: estrogen receptor; breast cancer; BCAS2; coactivators

1. Introduction

ERa is the primary therapeutic target in breast cancer and is expressed in close to 70% of cases.
These tumors can respond to endocrine therapy and be growth inhibited by pharmacologic blockade
of estrogen production or ER. The selective ER modulator, Tamoxifen (TAM), is the most widely
used hormonal therapy. However, prolonged treatment often derives in endocrine resistance and
tumor recurrence [1], through mechanisms which have not been completely elucidated. Some of these
mechanisms include ER« loss or mutations, changes in coregulatory proteins, increased cross-talk with
other signal transduction pathways resulting in aberrant or ligand independent activation of ER or
its coregulators and alternative downstream signaling pathways activating different gene expression
programs [2-6]. The transcriptional activity of ERx is dependent on several coregulatory proteins
called coactivators and corepressors [7,8]. Coactivators do not usually bind DNA directly but are
recruited to target gene promoters through protein-protein interactions with nuclear receptors (NRs).
Thus, Ligand binding promotes the formation of multiprotein complexes containing the nuclear
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receptor (NR), coactivators and basal transcription factors acting in concert to activate transcription [8].
Structural analysis of coactivators has identified a five amino acid (aa) motif, LXXLL (where X is
any amino acid), which is sufficient to mediate coregulator binding to the liganded NRs at their
AF-2 domain [9]. However, a number of coactivators have recently been discovered that bind to the
N-terminus of NRs and activate the AF-1 transcriptional activation function. In general, coactivators
increase transcriptional activity through chromatin remodeling, histone acetylation or methylation,
as well as recruitment of other coregulators and of the basal transcriptional machinery [10,11].
In contrast, corepressors associate with histone deacetylases to repress transcription and promote a
closed chromatin configuration [12]. Besides modulating chromatin structure to activate or repress
transcription, coactivators and corepressors can have many other functions including control of
splicing and protein degradation through ubiquitination. [13]. Additionally, expression of different
coregulators has been implicated in differential tissue and cell type-specific responses to various
hormones; however, more research is required to fully understand these mechanisms.

Using a yeast two-hybrid assay, we detected BCAS2 as an ER«x binding protein, interacting with its
N-terminal domain. BCAS2 was previously determined to be a coactivator protein that increases ERx
transcriptional activity through its AF-2 domain [14] and has been found to associate with the tumor
suppressor p53 protein [15]. In this work, we identified BCAS2 as a protein that interacts with ERx both
in vitro and in vivo and regulates the transcriptional activation of ERx through its N-terminal region
(AF-1) and indirectly via the C-terminal (AF-2) region. The enhanced expression of BCAS2 in human
mammary cancer cell lines increases their proliferation, migration and colony formation. Furthermore,
it regulates the expression of genes that have a role in breast cancer tumorigenesis. This suggests that
BCAS2 regulates AF-1 activity on the ERx N-terminus and may play a role in regulating estrogen
dependent growth in breast cancer.

2. Results

2.1. BCAS2 Interacts Directly with the N-Terminal Region of ER«

Using the yeast two-hybrid system to identify proteins that interact with the N-terminal domain
of ER«x (aa 1-180), we obtained several sequences that encode for proteins that interact with this region,
including BCAS2. To verify this interaction and the involvement of the different domains in BCAS2
binding, we performed pull-down assays in vitro using full-length ER« (Full) as well as its N- and
C-terminal domains separately, fused to GST (Figure 1A). Assays were carried out in the presence
and absence of E2 and interaction was tested with in vitro labeled BCAS2. We observed that BCAS2
interacts with full-length ER«, both in the presence and absence of E2 and that this interaction takes
place via the N-terminal domain of ERx and not through its C-terminal domain, even in the presence
of ligand (Figure 1B). Additionally, we determined interaction with ER(3 and also found that BCAS2
interacts via its N-terminal region (data not shown). This supports our two-hybrid interaction assay
but contrasts previous findings where BCAS2 was found to activate ERx only through its C-terminal
domain [14].

Coimmunoprecipitation assays in both, transfected monkey kidney COS7 cells and breast cancer
MCEF7 cells, confirmed interaction between BCAS2 and ER« (Figure 1C,D) in the absence and presence
of E2. Additionally, TAM treatment in MCF7 cells did not abrogate BCAS2 binding to ERx. Thus,
indicating a fruitful in vivo interaction between these proteins and suggesting that BCAS2 plays a role
in directly regulating ER« activity.
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Figure 1. BCAS?2 interacts with ERa in vivo and in vitro. (A) Structure of ERx and its N and
C domains used for Glutathione sepharose affinity matrix assays. NTD, amino terminal domain;
DBD, DNA binding domain; HR, hinge region; LBD, ligand binding domain. (B) GST pull-down
assays of biotin labeled in vitro translated BCAS2 with GST alone, GST-ER«-Full (full-length aa
1-595), GST-ERa-N (aa 1-180) GST-ER«x-C (aa 264-595). Western blot analysis was carried out using
anti-biotin or anti-GST antibodies. Binding was assayed in the presence (+) or absence (—) of 100 nM E2.
(C) Coimmunoprecipitation of ERx and BCAS2. COS7 cells were transfected with plasmids expressing
ERx and BCAS?2 in the presence (+) or absence (—) of 10 nM E2. Immunoprecipitation of whole cell
protein extracts was carried out with antibodies against BCAS2 or ERa and IgG as negative control.
Shown are immunoblots probed with antibodies against both proteins. (D) Coimmunoprecipitation
assays in MCF?7 cells in the presence of ethanol (OH), E; (10 nM) or TAM (100 nM) showing interaction
in the presence or absence of ligand. Full blots can be found in supplementary Figure S1.

2.2. BCAS2 Enhances ERa Transcriptional Activity

It was previously shown that BCAS2 could increase ER« transcriptional activity in CV-1 monkey
kidney cells [14]. Thus, we were interested in confirming whether BCAS2 could promote increased
ER« transcriptional activity in breast cancer cells. Luciferase reporter gene assays showed that
overexpression of BCAS2 is able to enhance ERa transcriptional activity to an extent similar or
greater than that found for the SRC-1 coactivator in ER positive (MCF7) (Figure 2A) or ER negative
(MDA-MB-231) breast cancer cell lines in the presence of E2 (Figure 2B). Since ER contains two
transcriptional activation functions, which can act independently or cooperatively, we were interested
in determining whether BCAS2 could activate both domains. Thus, transcriptional activity assays
were performed using the AF-1 and AF-2 domains separately in HEPG2 cells, where it was previously
shown that the AF-1 domain can promote independent transcriptional activity [16]. Results show that
BCAS?2 increases both AF-1 and AF-2 mediated transcriptional activity, in a dose dependent manner
(Figure 2C,D). This compares with the activity of SRC-1, which also enhances both transcriptional
activation functions [17].
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Figure 2. BCAS2 enhances ER«x transcriptional activity. Luciferase activity induced by the
overexpression of BCAS2 in the presence of ethanol (EtOH), 10 nM E2 or 100 nM TAM (A,B). MCF7
cells were transiently transfected with an ERE-luciferase reporter vector (200 ng) and BCAS2 (100 ng).
Empty pcDNAS3.1 vector (EV) (100 ng) and SRC-1 (100 ng) were transfected as negative and positive
controls, respectively. (B) MDA-MB-231 cells were transfected with the same plasmids as well as
50 ng of ERax. (C,D) BCAS2 enhances AF-1 (aa 1-282) and AF-2 (aa 144-595) transcriptional activation
functions, independently. Each plasmid was transfected into HEPG2 cells along with empty vector
(EV) or increasing concentrations of BCAS2 (50-200 ng), ERE-luc and 3-galactosidase in the presence
or absence of 10 nM E2. Transfected SRC-1 coactivator is used as positive control for transcriptional
activation. (E) BCAS2 activates PR transcriptional activity. Increasing concentrations of BCAS2 (100
and 200 ng), as well as 3-galactosidase vector, were transfected into breast cancer T47D cells stably
transfected with a luciferase reporter vector for PR activity and treated in the absence (EtOH) or
presence of 10 nM P4. SRC-1 is used as positive control. Relative luciferase activity (RLU LUC/ 3-gal)
is shown as the mean + SE of a representative assay carried out in triplicate, at least three times.
Statistical analysis is carried out by Student’s t-test comparing activation between BCAS2 and empty
vector (transfected at the same concentration) in the presence and absence of E2, * p < 0.05, ** p < 0.001.
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2.3. BCAS2 Has a Positive Effect on the Transcriptional Activity of PR

It is known that many coregulators can function on different SHRs. BCAS2 has previously been
found to interact with PR in vitro, however, the effect of this interaction was not determined [14].
Therefore, we tested the effect of BCAS2 on the transcriptional activity of PR in a breast cancer cell
line (T-47D-MTVL) harboring a PR-dependent luciferase reporter gene [18]. BCAS2 showed a positive
effect on PR transcriptional activity in the presence of progesterone (P4) (Figure 2E). Furthermore,
AR activity as determined by luciferase reporter assays is also increased by BCAS2 in prostate and
breast cancer cells (data not shown and [19]. This suggests that BCAS2 is a coactivator that can be
shared between steroid hormone receptors and activates important growth modulators in breast
cancer cells.

2.4. BCAS2 Is Recruited to ER Target Gene Promoters and Increases Target Gene Expression

In order to determine whether BCAS2 is a bona fide coactivator, acting on estrogen responsive
promoters, we carried out ChIP assays to determine whether ERx and BCAS2 could be tethered to
the pS2 [20] and WISP2 [21], promoters after different times of induction with E2. We found BCAS2 is
recruited to these promoters and that its presence on the promoter begins to show in as little as 30 min
after exposure to E2 and increases over time (Figure 3A,B). Additionally, we used a marker of open
chromatin, H3K4me3, which also shows enrichment after E2 treatment. Thus, we can conclude that
BCAS?2 is a true coactivator of ERo exerting its effect directly on E2 regulated promoters and that the
length of exposure to E2 directly influences this interaction.
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Figure 3. BCAS2 colocalizes with ERx on estrogen regulated promoters upon incubation with E2 and
promotes increased estrogen-regulated gene expression. (A,B) Chromatin immunoprecipitation was
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performed in MCF7 cells after different times of exposure to E2 (10 nM) treatment (30-180 min).
Statistical analysis was carried out comparing ER or BCAS2 with IgG control using by one-way
ANOVA, * p < 0.001. We carried out qRT-PCR of precipitated DNA showing endogenous ERx and
BCAS?2 localization at promoter regions of pS2 and WISP2 genes. Additionally, Histone 3 methylation
(H3k4me3) is shown as a marker for open chromatin. (C-F) MCF?7 cells transfected with pcDNA-BCAS2
or empty vector (EV) and incubated in the presence (+) or absence (—) of 10nM E2 for 24h. RTqPCR was
used to determine mRNA expression of pS2, C3, insulin-like growth factor binding protein 2 (IGFBP2)
and C-MYC and the results were normalized against human GAPDH mRNA amplification. * p < 0.05
compared to the EV group at 24 h in the absence (—) or presence of E2, as indicated in the figure.

We then used RT-PCR to observe transcription of a number of ER regulated genes in MCF7 cells.
Overexpression of BCAS2, both in the absence and presence of E2, affects the expression of some genes
containing response elements for ER receptors, as shown in Figure 3C-F. We see an increase in mRNA
expression for the pS2, C3, IGFBP2 and C-MYC genes, suggesting BCAS2 can activate a subset of genes
depending on the promoter context.

2.5. BCAS2 Acts Together with Other Coactivators to Enhance ERx Activity

In order to delve further into the molecular mechanisms of the BCAS2 coactivator on ERx
transcriptional activation, we evaluated whether BCAS2 was capable of affecting the activity of other
ER« coactivators preferentially recruited through the AF-2 domain. We tested SRC-1, TIF2 and
CBP. All contain LxxLL motifs through which they bind to AF-2. We tested three different cancer
cell lines, MCF7, MDA-MB-231 and SK-BR-3 cells. All of our results show that when BCAS2 is
combined with any of the three coactivators in the presence of E2, transcriptional activation is
enhanced compared to BCAS2 or the coactivator alone (Figure 4A—C). Interestingly, in MCF7 cells
(Figure 4A), the combination of BCAS2 with any of the three AF-2 coactivators, also consistently
increases transcription in the presence of TAM, which is not observed in the ER™ SK-BR-3 (Figure 4C)
or in the MDA-MD-231 cell lines (Figure 4B). This suggests that BCAS2 may play a role in TAM
resistance in an ER* cellular environment.
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Figure 4. BCAS2 acts together with AF-2 coactivators to increase ER«x activity. (A) Luciferase assays

were carried out with pcDNA-BCAS2 or empty vector (EV), transfected with and without coactivators
SRC-1, CBP or TIF2 and treated in the absence (EtOH) or presence of 10 nM of E2 or 100 nM of TAM
in MCF7 cells. Similar assays were carried out in MDA-MB-231 (B) and SK-BR-3 (C) cells with the
addition of transfected pSG5-ER Statistical analysis was carried out using one-way ANOVA with
Bonferroni posttest; * p < 0.01, ** p < 0.005, *** p < 0.001.

2.6. BCAS2 Promotes Cell Proliferation and Colony Formation in Breast Cancer Cells

In order to determine the effect that BCAS2 may have on breast cancer development, we used
MCEF?7 breast cancer cells to determine its effect on proliferation and clonogenicity. Overexpression
of BCAS2 caused a significant increase in estrogen dependent and independent cell proliferation
(Figure 5A). Conversely, BCAS2 knockdown reduces cell viability in the presence of E2 compared to
cells transfected with control shRNA (shE1) (Figure 5B).
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Figure 5. BCAS2 enhances breast cancer cell growth and colony formation. (A) Cell proliferation
assays were carried out on MCF7 cells transfected with BCAS2 or empty vector (EV) and treated in the

absence (EtOH) or presence of E2 for 8 days. Cell viability was assayed every 2 days, as described in
materials and methods. BCAS2 overexpression caused a significant increase in proliferation both in the

presence and absence of ligand (** p < 0.001) (B) Cell viability assays were carried out on MCF7 cells
transfected with shBCAS2 or unrelated shE1 in the absence (EtOH) or presence of E2 and assayed after
96 h. Inhibition of BCAS2 caused a significant reduction in cell growth in the presence (* p < 0.05) of E2.
(C) Colony formation of MCF?7 cells transfected with BCAS2 or empty vector. 1000 transfected cells
were plated per well and treated with E2 or TAM every 48 h for 12 days. Colonies were then stained
and counted. Graphical representation of the number of colonies counted with respect to the number
of cells plated is shown on right. Data represent three independent assays, * p < 0.05 compared to EV in
the presence of EtOH and ** p < 0.001 compared to BCAS2 in the presence of EtOH.

We then carried out colony formation assays in MCF7 cells and observed a significant increase in

clonogenicity upon BCAS2 overexpression and E2 treatment (Figure 5C).

2.7.

BCAS2 Promotes Estradiol Dependent Cell Migration

We analyzed the role of BCAS2 in cellular migration using wound-healing assays. Our data shows
greater migration of cells overexpressing BCAS2 as compared to those transfected with EV after 48 h

of E2 treatment (Figure 6).
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Figure 6. BCAS?2 significantly increases cell migration. The effect of BCAS2 overexpression on MCF7
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cell migration was determined using a wound healing assay. The wound healing rate of BCAS2
transfected cells was faster than empty vector (EV) in presence of E2. The open wound area at Oh was
regarded as 100%. Values represent mean =+ SD of three replicates. * p < 0.05 compared to the EV group
at 48 h of E2 treatment. 10 x magnification.

2.8. Various Signal Transduction Pathways Are Involved in BCAS2 Activation

It is well known that there is cross-talk between MAP kinase and/or PI3K/AKT signal
transduction pathways and ERx in breast cancer cells, which promotes an increase in
estrogen-mediated signaling and favors recruitment of coactivators, such as SRC-1 and SRC-3 [22,23].
Additionally, activation of these pathways by HER2, has been highly implicated in breast cancer and is
known to promote endocrine resistance [24,25]. Therefore, we were interested in determining whether
these signal transduction pathways were capable of impacting BCAS2 activation of ERx. We carried
out transcriptional activation studies comparing two breast cancer cell lines using HER2, MEK-1 and
PI3K inhibitors. MCF7 is an ER«x positive cell line with low HER2 expression, while SK-BR-3 is ERx
negative and overexpresses HER2 and thus, ERa was transfected. Our results show that the HER2
inhibitor, trastuzumab, has little effect on inhibiting ER activation in our system. However, it causes
complete abrogation of the BCAS2 induced increase in transcriptional activity in the presence of E2
(Figure 7A,B). The MEK-1 inhibitor, PD98059, further downstream in the MAPK signaling pathway,
causes a more marked decrease in activity, inhibiting both ER« activity alone and the BCAS2 induced
increase (Figure 7C). This effect is much more evident in SK-BR-3 cells, where ER« activity is almost
completely abrogated (Figure 7D). This supports previous findings showing that MEK activation
increases ER signaling [22] and thus suggests that this effect is probably caused by inhibiting ER and
not as a direct effect on BCAS2.

Conversely, blocking the PI3K/AKT (Wortmannin) signal transduction pathway shows little or
no effect on ER«x activity alone but shows an important effect on BCAS2 activity, inhibiting its ability
to promote ERx transactivation (Figure 7E,F).
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Figure 7. Signal transduction pathways involved in BCAS2 activation. (A, C and E) MCF7 cells

were transiently transfected with an ERE-luciferase reporter vector (200 ng) and BCAS2 (100 ng) in
the absence (EtOH) or presence of 10 nM E2 or 100 nM TAM along with 50 g of Trastuzumab or
10 mM of PD98059 or 100 nM of Wortmannin, as indicated, for 48h. Empty vector (EV) (100 ng)
was used as negative control. (B, D and F) SK-BR-3 cells were transfected and treated in the same

manner as MCF?7 cells, except that 50 ng of pSG-ERa were also transfected. Relative luciferase activity

(RLU LUC/B-gal) is shown as the mean £ SE of a representative assay carried out in triplicate,

at least three times. Representative western blots show HER?2 after 48 h of Trastuzumab treatment,
ERK and ERK phosphorylation (pERK) after 48 h of Trastuzumab or PD98059 treatment, AKT and AKT
phosphorylation (pAKT) after 48 h of Wortmannin treatment, each performed in triplicate or duplicate

(Figure S2). GAPDH is used as control for protein loading. Statistical analysis was carried out using
Student’s t-test; ** p < 0.005, *** p < 0.001.
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3. Discussion

The identification and characterization of coregulators that modulate ER«x activity is a crucial
step in understanding the mechanisms that control, not only the expression of estrogen regulated
genes but also the initiation and progression of breast cancer. In this study, we have reinforced and
enhanced our knowledge about the role of BCAS2 as an ER« coactivator and its regulation in breast
cancer cells. BCAS2 had previously been proposed as an ER« coactivator and had been shown to
increase its transcriptional activity [14]. However, this group proposed that this activity was carried
out solely through the AF-2 transcriptional activation domain. In this study, we confirmed direct
interaction with the N-terminal domain of ER« in vitro, without finding interaction via de C-terminal
domain (Figure 1B). Additionally, interaction with full-length ERoc was observed both in the presence
and absence of E2 and TAM (Figure 1C). The fact that there is interaction of BCAS with ER« in the
presence of TAM further supports binding to the AF-1 domain, as the conformational change caused
to the LBD does not abrogate BCAS2 binding. However, since there have been many sites known to
harbor post transcriptional modifications involved in ERo activation in both the hinge and the LBD
regions [26], we cannot rule out that some post translational modification is necessary for BCAS2
binding to the AF-2 region and that by using an in vitro GST-pulldown assay we are unable to observe
this interaction. Additionally, our construct is lacking a small portion of the hinge region, so this may
be a possible binding site for BCAS2. In this respect, there are a number of coactivator proteins that
bind the hinge region, such as calmodulin, which promotes ER dimerization [27].

Luciferase assays, carried out in breast cancer cell lines, confirmed that BCAS2 increases ERo
transcriptional activity (Figure 2A,B). However, we also determined that BCAS2 increases transcription
through both the AF-1 domain and the AF-2 domain, independently (Figure 2C,D). This is in contrast
to data published by Qi et al. [14], who did not observe AF-1 activation by BCAS2 in CV-1 cells. It is
likely that this cellular context does not support independent activation through the AF-1 domain alone
while in HEPG2 cells both AFs have been found to function independently [16]. Thus, combined with
our protein interaction data, this suggests that the effect on the AF-1 domain was carried out through
its direct interaction with ERoc while the positive effect on the AF-2 domain may require interaction
with other coactivators that can interact directly with AF-2. This supports the idea that BCAS2 may be
involved in promoting synergism between the AF-1 and AF-2 transactivation functions, as has been
suggested for SRC-1 [16]. Thus, we tested the effect of BCAS2 on the activity of three coactivators that
preferentially bind to AF-2 through their LxxLL sequences, although it has been shown that they can
also bind to the N-terminal domain. We observed that the combination of BCAS2 with SRC-1, TIF2 or
CBP increases the transcriptional activity of ERx compared to any of these coactivators alone (Figure 4).
This implies that BCAS2 does not compete with these coactivators for receptor binding. This has
been observed with other coactivators such as Tip60, which synergizes with TIF2 to increase ERf3
transactivation [28]. Moreover, in MCF7 cells, the combination of BCAS2 with any of the coactivators
tested, especially TIF2, also increases transcription in the presence of TAM and in some cases in the
absence of ligand (Figure 4A). The combination of coactivators may be necessary to promote the agonist
activity of TAM through AF-1, even though it abrogates their binding to AF-2. This is not consistently
observed in the ER negative cell lines transfected with exogenous ERa (Figure 4C), suggesting that
BCAS2 may play a role in TAM resistance in an ER+ cellular environment. Additionally, BCAS2 has
been shown to be overexpressed in TAM resistant MCF7 cells and increased expression is associated to
shorter relapse-free survival of breast cancer patients [29].

In order to ensure that BCAS?2 is a bona fide coactivator, we demonstrated its existence on ER
target promoter DNA and show that target gene expression is increased by BCAS2, at least for pS2,
IGFBP2 and C3, both in the presence and absence of ligand (Figure 3).

It is well known that the activity or expression of many ER coactivators increases during
breast carcinogenesis and progression. However, the role that BCAS2 may play in cancer has been
poorly elucidated. A number of studies have shown that it is amplified or overexpressed in breast
tumors [29-31] and have suggested that this could influence the development of endocrine resistance,
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as has been observed for other coactivators [32-35]. Additionally, it has been found to be overexpressed
in prostate cancer and to regulate the androgen receptor by increasing its mRNA expression and
stabilizing AR protein [19]. Thus, we would expect that overexpression of BCAS2 can impact the
physiologic environment of estrogen dependent breast cancer cells and be involved in carcinogenic
processes. We studied the effect of overexpressing BCAS2 on cellular proliferation, clonogenicity and
cell migration (Figures 5 and 6). In all cases we observed that overexpression of BCAS2 enhances
all of these processes. Additionally, this is also observed in the absence of ligand. This supports a
role for BCAS2 in the progression of breast cancer, both before and after endocrine resistance sets
in. Studies on other coactivators, such as SRC-1 have also shown that they have a role in increasing
cell migration and proliferation in breast cancer [36,37], as well as increasing the expression of Twist
and promoting metastasis [38]. The coactivators, CBP and p300, have also been shown to have the
capacity to promote cell migration by increasing expression of metalloproteinases 2 and 9 [39]. Thus,
these coactivators have been proposed as markers for breast cancer aggressiveness and malignancy.
Our data showing that BCAS2 can synergize with these coactivators, as well as promote carcinogenic
processes, shows it has important implications in breast cancer. Further studies need to be carried out
to determine whether BCAS2 binds directly to other coactivators and to define its target interaction
sequence on ER«. Additionally, assays that block these interactions, for example by using synthetic
peptides [40], would greatly help to dissect its functions in ER transactivation, metastatic processes
and endocrine resistance. In this regard, BCAS2 expression has also been shown to be upregulated by
Estrogen Related Receptor 3 (ERRf and both ERcc and ERf3 in the absence of E2, however addition of
ligand inhibited its expression [31]. This work also showed that increased BCAS2 led to expression of
MMP7 and cleavage of E-cadherin, supporting a role for BCAS2 in epithelial-mesenchymal transition.
Conversely, BCAS2 seems to be involved in downregulating 3-catenin resulting in a decrease of the
pro-apoptotic protein FST. However, the inhibition of 3-catenin observed after BCAS2 overexpression
also derives in cyclin D1 downregulation, suggesting that proliferation may be inhibited when ERRf3
is present.

It has been previously demonstrated that there is cross-talk between ER« and various signal
transduction pathways, including HER2, which is capable of activating both the MAPK and PI3K/AKT
pathways [41]. HER2 overexpression has been observed in 20-30% of patients with breast cancer and
has been implicated in TAM resistance, both acquired and de novo [42,43]. Additionally, various
clinical studies have also indicated that HER2 overexpression is associated with a lower response to
TAM treatment. Moreover, ectopic expression of HER2 in MCF?7 cells is sufficient to confer resistance
to TAM in these cells [44]. In our results, we show that inhibition of the MAPK and PI3K/AKT result
in inhibition of ER« activity. However, the targets seem to be different. On one hand, blocking MEK-1
activity almost completely abrogates ERa activity (Figure 7C,D). On the other hand, inhibition of
PI3K only inhibits the increase in activity promoted by BCAS2, without strongly affecting intrinsic
ER«x activity (Figure 7E,F). This highlights the importance of these signal transduction pathways in
ER« regulation and the progression of estrogen-regulated breast cancer. The reduction in BCAS2
activity can probably be explained by a reduction in phosphorylation of both the receptor, as previously
reported [25,45] and BCAS2. However, the direct effect on BCAS2 must still be determined.

4. Materials and Methods

4.1. Yeast Two-Hybrid Screen

A yeast two-hybrid assay was carried out using the Matchmaker two-hybrid system 3 kit (Clontech
Laboratories, Mountain View, CA, USA), following manufacturer’s instructions and as previously
described [46]. Briefly, the N-terminal domain of ER«, amino acids (aa) 1-180, was used as bait to
screen a human recurrent prostate carcinoma CWR-R1 cell line cDNA library. Positive clones were
selected at high stringency in media lacking histidine, leucine, tryptophan and adenine, supplemented
with 5 mM 3-Aminotriazole (3-AT) and X—Gal, to detect blue colonies. The resulting colonies were
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assayed for (3-galactosidase activity. cDNAs from galactosidase positive yeast colonies were sequenced
and analyzed using Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) analysis. Full-length BCAS2 was
recovered from the pACTII plasmid.

4.2. Cell Culture

All cell lines were obtained from ATCC (authenticated using STRS analysis) and tested for
mycoplasma. Cell lines were cultured in media as suggested by ATCC, supplemented 5-10% fetal
bovine serum (FBS) and antibiotics (100 U/mL penicillin and 100 mg/mL streptomycin) and incubated
at 37 °C with 5% CO, in a humidified atmosphere, for maintenance. The cell lines Hep-G2 and
COS-7 were cultured in Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM) and Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM). Human breast cancer cell lines: MCF7, MDA-MB-231 and SK-BR-3, were cultured
in EMEM with 0.01 mg/mL human recombinant insulin, Leibovitz’s L-15 Medium and McCoy’s
5a Medium, respectively. T-47D 3.17 (transfected to carry one stably integrated copy of a luciferase
reporter gene driven by the MMTYV promoter) [18] were cultured in RPMI 1640 with 0.2 units/mL
bovine insulin. All media were supplemented with 5-10% fetal bovine serum (FBS) and antibiotics
(100 U/mL penicillin and 100 mg/mL streptomycin) incubated at 37 °C with 5% CO, in a humidified
atmosphere, for maintenance. For studies with hormone treatments, phenol red-free media was used
with charcoal-dextran treated serum (sFBS) to reduce the presence of hormones.

4.3. Plasmids

Full-length BCAS2, as obtained in the yeast two-hybrid screen, was amplified from pACTII-BCAS2
and cloned into pcDNA3.1/His (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) to make pcDNA-BCAS2.
All glutathione-S-transferase (GST) fusion constructs were generated in a pDEST15 vector, as previously
described [42]. Estrogen and progesterone receptor vectors (pSG5-ERx and pSG5-PR) were donated by
Dr. Pierre Chambon (INSERM, France). ER activation domain expression vectors, pERx-AF1 (aa 1-283)
and pERx-AF2 (aa 144-595), as well as 3X-ERE-Luc were provided by Dr. Donald McDonnell (Duke
University, USA) [17]. pSG5-SRC-1, pSG5-CBP and pSG5-TIF2 were obtained from Dr. Edwin Milgrom
(INSERM, France).

4.4. Glutathione-S-Transferase (GST) Pull-Down Assays

GST fusion proteins: pGST-ER« Full (aa 1-595), pGST-ERa N (aa 1-180), pGST-ERo LBD (aa
264-595) were expressed in E. coli strain BL21, induced with 0.2% L-arabinose and purified with
glutathione-Sepharose beads, according to manufacturer’s instructions (GE Healthcare). Biotin
labeling and in vitro translation of BCAS2 was performed using the TNT® T7 Quick Coupled
Transcription/Translation System (Promega, Madison, WI, USA). 30 uL of bound GST fusion proteins
was incubated with 10 pul. of BCAS2 and incubated for 2 h in 500 pL of sonication buffer (20 mM
Tris-HCl, pH 8, 100 mM NacCl, 0.7 mM EDTA, 0.05% Nonidet P-40, with protease inhibitors) in the
presence or absence of 100 nM estradiol (E2). Beads were washed 5 times and eluted by boiling in 50 uL
of 2x Laemmli loading buffer. Proteins were separated by SDS-PAGE followed by immunoblot using
antibodies against GST (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) and biotin (Promega, Madison,
WI, USA) and chemiluminescent detection (GE Healthcare, Chicago, IL, USA).

4.5. Coimmunoprecipitation

COS-7 cells (1.5 x 10° cells per 10 cm dish) were transfected with 3ug pSG5-ERx and 3 g
pcDNA-BCAS?2 using Lipofectamine 2000 (Invitrogen) for 5 h. Cells were then treated for 48 h in the
absence (ethanol) or presence of 10 nM E2 and then harvested in lysis buffer (50 mM Tris-HCl, pH 8§,
150 mM NaCl, 1% NP-40, 1 mM EDTA, 1 mM DTT). Cell debris was precipitated by centrifugation
and the supernatant was incubated with protein A /G-Sepharose (Merck KGaA, Darmstadt, Germany)
at 4 °C for 30 min to remove nonspecific interactions. The pre-cleared lysate was precipitated with
antibodies against ERo (Santa Cruz Biotechnology) or BCAS2 (Abcam, Cambridge, UK) at 4 °C for
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2 h and incubated overnight with protein A/G-Sepharose. After washing 4 times, the precipitates
were eluted in loading buffer, separated by SDS-PAGE and transferred to a nitrocellulose membrane.
Immunoblot was performed with anti-ERo« and anti-BCAS2. Coimmunoprecipitation in MCF7 cells
was carried out in the same manner, except incubations were carried out with EtOH, 10 nM E2 and
100 nM TAM.

4.6. Transient Transfection and Luciferase Assays

To determine the transcriptional activity effect of BCAS2 on SHRs, 7 x 10* MCF7, T-47D 3.17
(T-47D-MTVL), SK-BR-3, MDA-MB-231 or Hep-G2 cells were seeded in 24-well plates and transfected
with 200 ng of 3xERE-Luc or MMTV-Luc, 50 ng of receptor expressing plasmid, as required, 50 to
300 ng of the appropriate coregulator expression plasmid or empty vector (EV) and 10 ng of
pCMV-f3-galactosidase (Promega), as transfection control, for 6 h, using Lipofectamine 2000 (Invitrogen)
as indicated by the manufacturer. Additionally, these experiments were performed using constructs
expressing only the ERx AF-1 or ERx AF-2 in Hep-G2 cells, to determine whether the activity of BCAS2
requires one or both transcriptional activation sites. Cells were incubated for 48 h in the presence or
absence of ligand. Ligands used for ERoc were E2 or TAM and progesterone (P4) was used to activate
the PR. To determine the effect of BCAS2 on the transcriptional activity of other ERx coactivators,
7 x 10* MCF7, MDA-MB-231 and SK-BR-3 cells were transfected, as previously described, along with
50ng of SRC-1, CBP or TIF2. Finally, to determine the impact of HER2, PI3K and MEK-1 signaling
pathways in BCAS2 activation, MCF7 and SK-BR-3 cells were transfected, as previously described,
in presence of ethanol (EtOH), E2 or TAM along with Trastuzumab, PD98059 or Wortmannin for
48 h. Cell extracts were assayed for luciferase and B-galactosidase activities using a GloMax® 96
microplate Luminometer (Promega). At least three independent transfections were performed in
triplicate for each trial. Results are shown as relative light units (RLU) calculated as a ratio of luciferase
and {3-galactosidase activities.

4.7. Chromatin Immunoprecipitation (ChIP)

ChIP assays were performed as previously described [46]. Briefly, 3 x 10® MCF7 cells were
grown in 10 cm dishes in phenol red-free medium with 2% sFBS for 2 days before treatment with
vehicle (EtOH) or 10 nM E2 for 30 min — 2 h, as indicated. Cells were crosslinked and harvested
in cold PBS and protease inhibitor cocktail (Roche) plus 1mM DTT. The cell button was processed
using a ChIP Kit (Upstate) following the manufacturer’s instructions. Immunoprecipitation was
performed overnight at 4 °C with the addition of 3 g normal rabbit IgG, rabbit anti-ERa (Santa
Cruz Biotechnology), mouse monoclonal anti-BCAS2 (Abcam) or methyl histone H3 antibody
(Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY, USA). Real-time PCR was carried out to amplify promoter
regions from the pS2 (TFF1) [20] and WISP2 [21] genes. Oligonucleotides used were: pS2:
fwd 5'-CCATGTTGGCCAGGCTAGTC-3/, rev 5'-ACAACAGTGGCTCACGGGCT-3'; WISP2: fwd
5-TGTTGTGCCTCCAGCTCCTG-3, rev 5'-GGTTTCTGGCAGGCAGATT-3'.

4.8. Real-Time Quantitative PCR

Real-time PCR was carried out using the SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) according to the manufacturer’s protocol, using a LightCycler 480 (Roche
Indianapolis, IN, USA).

4.9. Expression of Endogenous Genes

To monitor endogenous expression of estrogen-responsive genes, we used MCF7 cells
transfected, as described above, with pcDNA-BCAS2 and treated with E2 for 24 h. The effect of
overexpression of BCAS2 on the endogenous expression of E2-dependent genes was determined
by RTqPCR. Total RNA was isolated using TRIzol (Invitrogen), following manufacturer’s
instructions. We measured mRNA levels of pS2, C3, IGFBP2 and c-Myc. The cDNA was
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obtained from 100 ng of total RNA using SuperScript Vilo cDNA synthesis (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA). Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (human GAPDH) mRNA amplification
was used for assay normalization and relative units are reported. Oligonucleotides used
were: pS2 fwd 5-CACCATGGAGAACAAGGTGA-3, rev 5-TGACACCAGGAAAACCACAA-3;
C3: fwd 5-ACCAGCAGACCGTAACCATC-3/, rev 5-GCAGCCTTGACTTCCACTTC-3'; IGFBP2:
fwd 5'-CCTCAAGTCGGGTATGAAGG-3/, rev 5'-ACCTGGTCCAGTTCCTGTTG-3’; c-MYC: fwd
5'-AGAGAAGCTGGCCTCCTACC-3, rev 5-CGTCGAGGAGAGCAGAGAAT-3’; GAPDH: fwd
5'-CCTCAACGACCACTTTGTCA-3’; rev: 5-CCCTGTTGCTGTAGCCAAAT-3'. The data shown
were performed three times in triplicate.

4.10. shRNA Transfection

Lentivirus stocks were produced in HEK 293T cells by transfection with pLKO.1-BCAS2 siRNA
constructs or control siRNA (shRNAs; Sigma Aldrich), packaging plasmid (pCMV R8.91) and envelope
plasmid (pVSVG) using Calcium phosphate. Viruses were harvested and concentrated as previously
described [42] 3 x 10° MCF?7 cells were infected by spin inoculation system [47] centrifuging the virus
particles with the cells at 1200 rpm for 2h at room temperature. Cells infected with vectors expressing
shRNA-BCAS2 or shRNA-E1 (negative control) pLKO.1 and were selected with 2 g/mL of puromycin
(Sigma-Aldrich) 24 h after infection.

4.11. Cell Viability Assays

Cell viability was assessed using a tetrazolium salt WST-1 assay (Quick Cell Proliferation,
BioVision, Milpitas CA, USA). MCF7 cells (5 x 10°) were seeded in 6-well plates and transfected
with 3 ug pcDNA-BCAS?2 or EV, as described previously and left for 48 h. Cells were then seeded in
96-well plates and treated in the absence (EtOH) or presence of E2 and incubated for up to 8 days.
Cell viability measurements were taken every 48 h. After incubation, 10 uL of 5 mg/mL WST was
added to the cells and the reaction was incubated for 3 h at 37 °C. The assay was read at an absorbance
of 450 nm using a microplate reader (BioTek Synergy H1 Hybrid Multi-Mode Microplate Reader)
and survival of cells was calculated by dividing the absorbance of the transfected cells by that of the
non-transfected. All tests were performed in quadruplicate. Additionally, cell viability was assayed
in the same manner after transfecting BCAS2 shRNA constructs, as described previously. Cells were
seeded in 96 well plates and allowed to grow for 96 h before determining cell viability. All tests were
performed in quadruplicate.

4.12. Colony Formation and Wound Healing Assays

To perform clonogenicity assays, MCF7 cells were BCAS2 or EV transfected and 1000 cells/well
were seeded in 6-well plates. Treatments were carried out with E2, TAM or vehicle (EtOH) for 12 days.
Cells were then dyed with crystal violet 0.05% and the number of colonies was counted. Colony
numbers were assessed visually and colonies containing >50 normal-appearing cells were counted.
Pictures were taken using a digital camera. Number of colonies is reported as % of colonies (PE),
where PE = (# colonies formed /# cells plated) x 100 [48]. Experiments were performed three times.

To assess cell motility, wound healing assays were carried out. MCF7 cells were BCAS2 or
EV transfected and 500,000 cells/well were plated in 6-well plates. Once cells were 90% confluent,
the surface was scratched with a 200 pL tip and cells were treated with E2 for 48 h. Experiments were
carried out in the presence of a proliferation inhibitor, AraC (20nM), for 48 h. Pictures were taken
every 24 h for 48 h and the % of open wound was calculated.

4.13. Statistical Analysis

All experiments were repeated at least three times and data are expressed as the mean =+ standard
deviation. Statistical analysis of the proliferation results was carried out by two-way ANOVA followed
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by Bonferroni post tests using Graph Pad Prism 6.0 for Mac. Statistical analysis for luciferase assays
was carried out using Student’s t-test or one-way ANOVA followed by Dunnet port test.

5. Conclusions

We have shown that BCAS2 is a bona fide coactivator of ERx in breast cancer cell lines,
being recruited to target gene promoters and increasing expression of a subset of E2 regulated genes.
BCAS2 functions primarily through its interaction with AF-1 and collaborates with AF-2 coactivators,
having a role in both independent and synergistic activity of these two transcriptional activation
functions. Additionally, BCAS2 is involved in promoting various processes of carcinogenesis both in
the presence and absence of estradiol. This suggests a role for BCAS2 overexpression in promoting
ER« activity in a reduced estrogen environment, as is found during hormonal treatment for breast
cancer. Finally, BCAS2 is regulated by the PI3K/AKT signaling pathway. However, the mechanisms
involved in this regulation must be studied further.

Supplementary Materials: Supplementary materials can be found at http:/ /www.mdpi.com /1422-0067/20/4/
966/s1. Supplementary Figure S1. Coimmunoprecipitation assays in MCF?7 cells in the presence of ethanol (OH),
E; (10nM) or TAM (100nM) showing interaction in the presence or absence of ligand. Input refers to pre-clear
protein extracts. Supplementary Figure S2. Raw western blot data studies using inhibitors of signal transduction
pathways. (A) Three independent assays showing HER2 expression in SK-BR-3 cells in the presence or absence of
the HER 2 inhibitor trastuzumab. (B) Two independent assays showing AKT and pAKT expression in MCF?7 cells
in the presence and absence of Trastuzumab and AKT activation inhibitor wortmannin. (C) Two independent
assays showing ERK and pERK expression in MCF7 cells in the presence or absence of MEK inhibitor PD98059.
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Abbreviations

ERx Estrogen Receptor alpha

BCAS2 Breast Cancer Amplified Sequence 2
TAM Tamoxifen

E2 Estradiol

P4 Progesterone

EtOH Ethanol

aa amino acids

GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
SRC-1 Steroid Receptor coactivator-1

TIF2 Transcriptional Intermediary Factor 2
CBP CREB Binding Protein
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