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IV. Introduccidn

Las proteinas de choque térmico de 90 kDa (Hsp90) son proteinas altamente
conservadas filogenéticamente, ocupando en células de mamifero del 1-2% de la
proteina citosdlica total en condiciones fisiologicas'. La familia de las proteinas
Hsp90 esta integrada por cinco isoformas, dentro de las cuales Hsp90a y Hsp90
comprenden el 80% en abundancia?. Hsp90a y Hsp90B son denominadas isoformas
inducible y constitutiva, respectivamente, debido a su abundancia en condiciones
fisiopatoldgicas en relacion a condiciones fisiolégicas. En cancer, la abundancia de
Hsp90a y Hsp90B puede variar afectando vias de sefalizacion, mediante su
interaccion diferencial con diversas proteinas, denominadas proteinas “cliente” de
Hsp90. De esta manera, Hsp90 participa y regula sustancialmente cada uno de los
“Hallmarks” del cancer definidos por Hannahan y Weinberg®®. Recientemente, Patel
D. y colaboradores demostraron mediante un analisis in silico que las isoformas de
Hsp90 se expresan y regulan proteinas “cliente” de manera especifica para cada
tumor en especial. Dicho evento depende de la necesidad de la célula tumoral hacia

Hsp90, denominandosele “célula adicta a Hsp90” ”.

En los ultimos anos, la inhibicibn de Hsp90 se ha propuesto como una
estrategia terapéutica para el tratamiento contra el cancer; resultando ser una
estrategia inespecifica de isoformas de Hsp90. En este aspecto, algunos inhibidores
de Hsp90, como el 17-AAG (17-N-alil-amino-17-di-metoxi-geldanamicina), han
mostrado tener distinta afinidad para las isoformas de Hsp90. De igual manera, la

inhibicion de Hsp90 con el inhibidor 17-DMAG (17-dimetil-amino-etil-amino-17-di-

R
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metoxi-geldanamicina) ha mostrado mayor afinidad por la conformacion dimérica de

las proteinas Hsp907- 8.

En el presente trabajo se evalué el efecto de la inhibicién de Hsp90 sobre la
abundancia (expresion), conformacién (mondmero/dimero) y localizacion subcelular
de las isoformas Hsp90a y Hsp90B empleando células de tejido de prostata normal
y tumoral. Con el fin de resaltar la importancia del perfil pre-existente de las
isoformas Hsp90a y Hsp90p, al dar la terapia con inhibidores de Hsp90, para una

futura terapia especifica de isoforma.

FES
ZARAGOZA
I



Efecto del 17-DMAG sobre la expresion y conformacion de las proteinas Hsp90a y

S LAEY ] Hse906 en lineas celulares de eréstata normal Y cdncer
V. Marco Teorico

1. Proteinas de choque térmico (Hsp)

a) Generalidades.

Las proteinas de choque térmico o Hsp (por sus siglas en inglés, Heat Shock
Protein), se encuentran constitutivamente expresadas en todos los organismos

vivos tanto procariontes como eucariontes® 1.

A nivel celular, la sobre-regulacion de las Hsp se presenta como una
respuesta de adaptacion al estrés. Dicho estrés celular puede ser generado por la
exposicion a radiaciones ionizantes, agentes toxicos, a metales pesados, también

por infecciones virales, estados febriles o inflamatorios, choque térmico, etc® -4,

b) Clasificacion de las proteinas de choque térmico.

La familia de proteinas de choque térmico se clasifica en seis subfamilias con
base en su peso molecular que va desde los 10kDa hasta los 110kDa (Cuadro 1).

En condiciones fisioldgicas, la localizacion intracelular de las distintas Hsp es
citoplasmica, mitocondrial y en reticulo endoplasmico (Cuadro 2).

Las subfamilias se pueden agrupar en dependientes de ATP como las Hsp60,

Hsp70, Hsp90, Hsp110, e independientes de ATP como las sHsp® 13 15,

FES
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Cuadro 1. Clasificacion de las distintas familias de las proteinas de choque térmico.

Miembros

Masa

Conformacion

Subfamilia delasHsp  molecular (n-meros) Funciones
N , Inhibe agregacidon proteica (retencidn),
Hsp110 Hsp105 =100 kDa Heptameros R G G e G RS
Hsp90a Plegamiento y estabilizacion de proteinas
Hsp90pB Oligdmeros, “cliente”, participacion en la transcripcion/
Hsp90 Grp94 =90 kDa Dimeros, procesamiento de RNA, involucrado en
Hsp90N mondmeros recombinacién y reparacion del DNA,
Trapl metabolismo!®%2,
Hsp70 Control de calidad en el plegamiento vy
Hsp72 , estabilizacion de proteinas recién
Hsp70 Grp78Bip UL Monomeros sintetizadas, proteccion de apoptosis y de
Hsc70 agregacion proteica®® 2326,
Chaperoninas Cpn60 , Ayuda aINpIegamierjto de groteinas, aC'FL:Ja
(Hsp60) GroEL =60 kDa | Tetradecdmero | como sefial <1:15e16d2a7no, confiere proteccién
Hsp60 ante el stress™ ¢/,
Sustrato de Hsp70, participacion en
Dimeros degradacion de proteinas, participacion en
DNAJ (Hsp40) Hsp40 =40 kDa , ’ el proceso retranslocacion de degradacion
mondmeros , . ,
de proteinas asociado a Reticulo
Endopldsmico (ERAD) & %,
Hsp27 Impide agregacion de proteinas mal
Hsp25 plegadas, ayuda en orientacion de macro-
Hsp o . o ,
pequefias a-cristalina | 15-30 kDa | Tetracosdmero | autofagia, interactia con chaperonas de
Hsp22 alto peso molecular® 2328,
H11

Cuadro 2. Localizacién subcelular de la familia de proteinas de choque térmico.

Dependencia de

Proteina Conformacion Localizaciéon ATP
Hsp110 é Citoplasma Si
Citoplasma, .
Hsp30 v Mitocondria, RE S
Citoplasma, .
Hsp70 * Mitocondria, RE S
Citoplasma, .
Hsp60 L — Mitocondria S
Hsp40 . Citoplasma Si
SsHsp () Citoplasma No
( ]
10
L J
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2. Proteina de choque térmico de 90kDa

a) Generalidades.

Dentro de la familia de Hsp, la subfamilia mas abundante y conservada es la
Hsp90. La subfamilia Hsp90 representa el 1-2% de la proteina celular en eucariotas,
siendo una proteina que se caracteriza por estar involucrada a nivel celular en: 1)
Plegamiento de proteinas, 2) Translocacion de proteinas a compartimentos
celulares, 3) Degradacion via proteosomal de proteinas mal plegadas, 4)
Regulacion de la expresion génica, 5) Estabilidad y activacion de proteinas, 6)
Prevencion de dafo proteotdxico, 7) Induccion de respuesta inmune innata, 8)
Presentacion cruzada de antigeno, entre otras. En humanos, Hsp90 comprende
cinco isoformas: Grp94 ubicada principalmente en reticulo endoplasmico, Trap1 con
localizacion en matriz mitocondrial, Hsp90ON asociada a membrana; y las isoformas
mas abundantes: Hsp90a y Hsp90B ubicadas generalmente en citoplasma. Estas
dos ultimas isoformas comprenden el 80% de la subfamilia (figura 1) -6 9 2942,

En publicaciones recientes se reporta la presencia de Hsp90 en la superficie
celular y en el espacio extracelular para llevar a cabo importantes funciones
extracelulares como, promover la migracion de queratinocitos, respuesta a estrés

celular, alarmina, regular la activacion de MMP2, etc38 43-48,

11
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Membrana
Hsp90N
i Citoplasma
Nucleo
Hsp90a/B
& Mitocondria

TRAP1

Reticulo
Endoplasmico
Grp94

Figura 1. Localizacién subcelular de las isoformas de la subfamilia Hsp90. Hsp90a/B se
encuentra en nucleo y citoplasma, Hsp90N en membrana, Grp94 en reticulo endoplasmico

y TRAP1 en mitocondria.

b) Proteinas de choque térmico de 90kDa, Hsp90a y Hsp90[.

Las proteinas Hsp90a y Hsp90p son el resultado de la duplicacion de genes,
esto hace aproximadamente 500 millones de afios. Representan el 80% de la
subfamilia de Hsp90, mantienen una identidad en su secuencia de aminoacidos del
85.9%. En condiciones fisioldgicas Hsp90B constituye una mayor proporciéon
respecto a Hsp90a, por lo que Hsp90B se denomina isoforma constitutiva y Hsp90a
isoforma inducible. Las conformaciones estructurales que pueden presentar las
Hsp90 son: monomeérica y dimérica, esta ultima con una tendencia a asociarse en
tetrameros, hexameros y oligdbmeros; dentro de las cuales la conformacion dimérica

tiene mayor actividad. En este aspecto, Hsp90a tiende a adoptar la conformacién

12
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dimérica; mientras que Hsp90B abunda en su mayoria en conformacion

monomeérica® 29 30. 39,49, 50,

La estructura tridimensional de las Hsp90 esta conformada por una estructura
conservada de 3 dominios: un dominio amino terminal de aproximadamente 25 kDa
(N-terminal) que contiene un motivo de unién a co-chaperona y un bolsillo de unién
al ATP; asi como una regién de carga responsable de la flexibilidad y estabilidad de
la conformacion; un dominio medio con sitio de unién a co-chaperonas y unién a
proteinas “cliente”; un dominio carboxilo terminal de aproximadamente 55 kDa (C-
terminal) donde se encuentra el motivo de dimerizacién y la secuencia conservada

MEEVD (que es reconocida por Hsp70) (figura 2) 29 30.44,51-53,

o Sitiode
union ATP

Figura 2. Estructura proteica de Hsp90 y sus principales dominios estructurales y

o Motivo
o Unidn a proteina ’ dimerizacion
“cliente” o Motivo MEEVD

o Flexibilidad

funciones. En los recuadros se indica la funcion de cada dominio de Hsp90.

Hsp90 es una chaperona molecular que interviene en numerosos procesos
celulares como: ciclo celular, proliferacion, supervivencia, procesos apoptaticos,
sefnalizacion hormonal y respuesta al estrés, resultando ser una molécula clave en

el mantenimiento de la homeostasis celular®? 5458,

Ademas de participar en procesos celulares, también tiene un papel
importante en la homeostasis proteica: plegamiento, maduracion y translocacion de
proteinas “cliente”; incluyendo la activacién de las mismas al facilitar su fosforilacién

y/o dimerizacion, o en su defecto, favorecer su degradacion via proteosomal* 2°.
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Asimismo Hsp90 es una chaperona que tiene funciones dependientes e
independientes de la hidrolisis de ATP. Durante el ciclo de ATPasa adopta
conformaciones de estructuras abiertas y cerradas, estas conformaciones son
importantes para la estabilizacion de las proteinas “cliente”. La actividad de ATPasa
de Hsp90 es modulada por su interaccidon con otras proteinas llamadas co-
chaperonas, dando lugar a un complejo multi-proteico denominado complejo

chaperonico de Hsp90 (figura 3) 8- 44 51,59, 60,

Complejo temprano

=
74

Complejo tardio

Complejo asimétrico

Figura 3. Ciclo del complejo chaperénico de Hsp90. Tomada de Jin Li et al. 2012. Ciclo
representando el plegamiento de una proteina “cliente” y la participacion del complejo

chaperdénico de Hsp90.
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c) Co-chaperonas de Hsp90.

Las co-chaperonas interactuan con cada uno de los mondmeros que dan
lugar al dimero flexible de la proteina Hsp90. Cada protémero contiene un dominio
N-terminal (sitio de union e hidrdlisis de ATP), seguido por la region de carga, un
dominio medio y un dominio C-terminal con el motivo MEEVD de anclaje a TPR
importante para la union a co-chaperonas (figura 4) %2

Dentro de estas proteinas accesorias o co-chaperonas se encuentran
proteinas de andamiaje, como p23 y Hop, y otras proteinas de choque térmico como
Hsp40 y Hsp70 (Cuadro 3)4 5.

Cuadro 3. Principales co-chaperonas de Hsp90 que participan en la formacién de su

complejo chaperonico.

Proteina Gen Funcion
Andamiaje para la interaccién Hsp90/Hsp70; involucrados en la
Hop STIP1 ., ; ; 61-63
maduracién de proteinas “cliente” °'™°°,
Fkbp52/51 FKBP4/5 Peptidil-prolil-isomerasa; chaperones; involucrados en la maduracién
Cyp40 PPID de proteinas “cliente” & 62,
CHIP STUB1 Marcaje para degradacion via ubiquitina®*.
PP5 PPP5C Fosfatasa®2.
Tpr2 DNAIJC7 Forma complejos con Hsp90 y Hsp7051.
Sgt SUGT1 Forma complejo con Hsp9064.
Activador de actividad ATPasa de Hsp70, proteina de transporte
Ttcd TTCA o
nuclear®”.
Ahal AHSA1 Activador de la actividad ATPasa de Hsp90%°: 66,
Involucrada en maduracién de proteinas “cliente”, estabiliza
p23 PTGES3 g o7
conformacion cerrada®’.
Cdc37 CDC37 Involucrada en maduracion de proteinas “cliente” e
Chp1 CHORDC1 Forma complejo con Hsp90 y sgt164.
Hsp40 DNAJB1 Unidn a su sustrato en Hsp706.
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Figura 4. Interaccién de co-chaperonas con Hsp90, en N-terminal y su motivo MEEVD en
el C-terminal. Tomada de Jin Li et al. 2012. a. Hop/Sti1 se une al motivo MEEVD en C-
terminal de Hsp90 por medio del dominio TPR2A, adicionalmente se une a sitios en el
dominio medio de Hsp90. b. p23/Sba1 asociado con el N-terminal de Hsp90. c. Cdc37
interactua con el C-terminal y el N-terminal de Hsp90. d. se une a sitios localizados en N-
terminal y dominio medio de Hsp90, la asociacion con Ahat induce una conformacion
parcialmente cerrada de Hsp90. e. PPlases se une al C-terminal en el motivo MEEVD en
los dominios TPR de Hsp90. f. Pp5/ppt1 se conoce que interactua con el C-terminal en el
motivo MEEVD de Hsp90. g. Sgt1, Rar1 y Hsp90 forma un complejo ternario. Sgt1 se une
a N-terminal de Hsp90 a través del dominio CS. Esta union es diferente a la de p23/Sbaf.
El dominio CHORDZ2 media la interaccion con el N-terminal de Hsp90. h. Tah1 se ancla al
C-terminal en el motivo MEEVD de Hsp90 por medio del dominio TPR. Phi1 interactua con
el dominio medio de Hsp90 y el C-terminal de Tah1.

d) Proteinas “cliente” de Hsp90.

El complejo chaperénico de Hsp90 regula la actividad de mas de 300

proteinas “cliente” resultando en la estabilizacion, activacion o maduracion de
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dichas proteinas. En la Cuadro 4 se detallan algunas proteinas “cliente” de Hsp90

incluyendo de manera interesante oncoproteinas involucradas en los “Hallmarks”
del cancer. Estas proteinas “cliente” incluyen moléculas de sefalizacion como
receptores hormonales, factores de transcripcion y cinasas, asi como proteinas
estructurales como actinas y tubulinas. Si todas estas proteinas no comparten una
secuencia o caracteristicas estructurales, ;Coémo es que Hsp90 reconoce a sus

proteinas “clientes”? 4 44. 54,69, 70,

Cuadro 4. Listado de algunas proteinas cliente de Hsp90.

ATF3, BCL-6, HSF-1, IRF-3, Met1, p53, p73, Stat2,
Factores de transcripcion
VDR, elF-2.

Akt2, Akt/PKB, Bcr-Abl, Cdc2, Cdk11, CDK14,
Cinasas intracelulares
MAPK’s, JAK1, IRAk, GSK33, mTOR, Raf-1.

Receptor de andrégenos (RA), receptor de
Receptores hormono esteroideos progesterona (RP), receptor de glucocorticoides

(RG).

Apaf-1, ATGS, Bcl-2, Bcl-x, B-catenina, Cdc13,
Otras moléculas de senalizacion celular
cyclina B, DNA pol, Histonas, Rad51, PCNA.

Para explicar el reconocimiento de una proteina “cliente” por Hsp90,
ejemplificaremos la uniéon de Hsp90 con el receptor de progesterona (RP). Recién
sintetizada la proteina RP, ésta interactua con las co-chaperonas Hsp40 y Hsp70,
quienes se unen a Hsp90 mediante sus motivos TPR transfiriendo secuencialmente
los aminoacidos susceptibles de conformacién de la proteina RP a Hsp90. En este
caso, la unioén entre Hsp90-RP es favorecida y dependiente de la unidn del receptor

RP a la co-chaperona Hop. En el estado Hop-RP, Hsp90 se une en conformacién




Efecto del 17-DMAG sobre la expresion y conformacion de las proteinas Hsp90a y

r s Hse906 en lineas celulares de eréstata normal Y cdncer

abierta a RP, donde la maduracién de RP es dependiente de la unién de ATP a
Hsp90. Finalmente ocurre el desplazamiento de Hop por otras co-chaperonas que
se unen al motivo TRP de Hsp90, como lo es Cyp40, formando una conformacién
cerrada de Hsp90, y p23 se une para favorecer la dimerizacion de los extremos N-
terminal de Hsp907"-73,

El proceso antes explicado demuestra que las proteinas “cliente” de Hsp90
requieren la funcion de un subconjunto especifico de co-chaperonas (complejo
chaperonico). El plegamiento de los receptores de progesterona y glucocorticoides
requiere de Hsp90 en la presencia de Hop y p23, mientras que por otro lado la
cinasa Chk1, necesita de la unién entre Hsp90 y Cdc37-Ck2. La presencia de ciertas
co-chaperonas en el complejo chaperdnico, varia de una manera proteina “cliente”
especifica’™.

Una de las proteina “cliente” de Hsp90 mas estudiadas es el factor
transcripcional de choque térmico (Hsf-1), el cual regula la expresién de distintas
Hsp: Hsp90, Hsp70, Hsp27. En condiciones normales Hsf-1 adopta una
conformacién monomeérica inactiva a través de la interaccion transitoria con Hsp90.
Este complejo es altamente dinamico, donde Hsf-1 se asocia y disocia de Hsp90
constantemente. Durante condiciones de estrés, Hsp90 se disocia de Hsf-1,
promoviendo la trimerizacién y activacion por fosforilacion de Hsf-1. Posteriormente
Hsf-1 se transloca al nucleo uniéndose a sus elementos de respuesta de choque
térmico en el DNA, donde juega un papel importante como regulador de la

expresion de proteinas en respuesta al estrés, incluyendo a Hsp907>"7.
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e) Hsp90 y su implicacidn patolégica.

Gran numero de estudios demuestran que Hsp90 juega un papel importante
en la progresion de multiples enfermedades, incluyendo: procesos de
isquemia/reperfusion, infecciones bacterianas, parasitarias, virales y cancer?'.

Se sabe que en procesos de isquemia/reperfusion renal, cardiaca o cerebral,
Hsp90 se sobre-expresa en respuesta al estrés por dafo isquémico, acompanado
del efecto citoprotector de Hsp7078.

En infecciones bacterianas, parasitarias o virales, Hsp90 participa en la
replicacion o sobrevivencia del patégeno: leishmania, tripanosoma, estafilococo,
rotavirus, dengue, VIH, entre otros. También se ha observado estar implicado en
enfermedades autoinmunes, como lo es el Lupus eritematoso sistémico, donde se
han encontrado anticuerpos dirigidos contra Hsp90 del paciente3' 7°,

Finalmente, una gran cantidad de evidencia apoya el papel de las
chaperonas moleculares en el mantenimiento de la transformacién y fenotipo
maligno del cancer. Entre ellos, Hsp90 posee un papel importante en el
mantenimiento de multiples vias oncogénicas siendo necesaria para el plegamiento,

estabilidad y conformacion funcionalmente activa de diversas oncoproteinas®-82,

3. Hsp90 en Cancer

Desde una vision médico-bioldgica, el cancer se considera como una
enfermedad multifactorial y heterogénea por su complejidad a nivel molecular y
constitucion celular al fenotipo, clasificandose de manera general en etapas clinicas
de diagnéstico y terapéuticas. Sin embargo, mediante la simplificacion de la

naturaleza del cancer, se ha descrito como un proceso de células auténomas
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intrinseco a la célula cancerosa® 8. A nivel celular, el crecimiento descontrolado de
células cancerosas implica la capacidad para mantener su proliferacion celular, esto
mediante la activacién de vias de sefializacion que aumentan la expresion de
diferentes factores de crecimiento.” En estas vias de sefalizacion participan
proteinas que dictaminan la activacion o inhibicion de las mismas, dentro de las que
destaca la familia de proteinas Hsp. La sobre-expresion de Hsp se ha asociado con
el cancer, como Hsp27 su sobre-expresion esta correlacionado con el grado
Gleason (sistema empleado para medir el grado de agresividad del cancer de
préostata) en Cancer de proéstata, Hsp90 se ha asociado con una supervivencia de

las células cancerosas en diferentes tipos de cancer® 3. 38 82,84

a) Participacién de Hsp90 en los "Hallmarks" del cancer.

El cancer es un proceso de multiples etapas que reflejan alteraciones
genéticas que conducen a la transformacién progresiva de las células humanas
normales en derivados altamente malignos. Muchos tipos de cancer son
diagnosticados en la poblacién humana con una incidencia dependiente de la edad.
Las células cancerosas tienen defectos en los circuitos reguladores que gobiernan
la proliferacién celular normal y la homeostasis. Hay mas de 100 tipos y subtipos
diferentes de tumores que se pueden encontrar dentro de 6rganos especificos, esta
complejidad provoca que sea dificil su estudio®.

El cancer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en todo
el mundo®. En el 2012, la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer
(IARC), a través de su portal Globocan, reporto 14.1 millones de casos nuevos

cancer, provocando 8.2 millones de muertes y que 32.6 millones de personas viven
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con cancer a nivel mundial. La tasa de incidencia de cancer en general

estandarizada por edad es casi un 25% mayor en los hombres que en las mujeres,
con tasas de 205 y 165 por cada 100.000, respectivamente?”’.

El IARC ubico al cancer de mama en primer lugar de incidencia seguido por
cancer de préstata a nivel mundial. En México, el cancer de prostata es la causa
mas frecuente de mortalidad por tumores malignos con un 16% de incidencia (figura
5). Los datos mas recientes publicados por el Instituto Nacional de Cancerologia

indican una tasa de mortalidad de 13 defunciones por cada 100,000 hombres-%0,

Lung

Prostate

Colorectum
Stomach
Liver
Oseophagus

Bladder

Non-Hodgkin lymphoma
Kidney

Leukaemia

Lip. oral cavity

Pancreas
Larynx
Brain, nervous system :
) M Incidence
Melanoma of skin H Mortality
I | T T T 1
0 10 20 30 40 50

ASR (W) rate per 100.000
Figura 5. Tasa de incidencia y mortalidad del cancer en México estimada en poblacién

masculina. Tomada de la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer.

En células de cancer la expresion de las Hsp se ve aumentada participando
en procesos de proliferacidn, sintesis proteica, supervivencia celular, entre otros,
denominados “Hallmarks” del cancer (figura 6)° '*. La complejidad del cancer es tan

grande que Hanahan y Weinberg describieron 10 caracteristicas biologicas
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distintivas del cancer, “Hallmarks” del cancer: 1) Sehnalizacion de proliferacion

sostenida, 2) Evasion de efectos supresores de crecimiento, 3) Resistencia a la
muerte celular programada, 4) Adquisicién de inmortalidad, 5) Desarrollo de vasos
sanguineos (angiogénesis), 6) Invasidn a tejidos adyacente formacion de
metastasis distantes, 7) Inestabilidad gendmica, 8) Inflamacién, 9) Reprogramacion

de metabolismo energético, y 10) Evasion de la respuesta inmune®.

Invasiony Angiogénesis
MEENENS
- Inesta!olll_dad
& gendmica
Promueve ¢ ‘/ Y
inflamacion [ / W AR e Resistencia a
' muerte celular

Inmortalidad \ S

~ el Desregulacion

?‘ T energética
Evasion m

inmunologica

Proliferacion
sostenidad

Evasion de

supresores
de crecimiento

Figura 6. Diagrama de los Hallmarks del cancer. Tomada y modificada de Hanahan,
Weinberg, et al. 2011.

Se hanrealizado estudios en los que indican que Hsp90 tiene un papel critico
en el mantenimiento de multiples vias oncogénicas y que es necesario para
mantener el plegamiento, la estabilidad y conformacién activa de muchas

oncoproteinas aberrantes®'.
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Algunas oncoproteinas son proteinas “cliente”, incluyendo HER-2, Akt, Raf-
1, CDK4, H1F1-a, Ber-Abl, y p53 mutada, que normalmente estan activadas,
mutadas o sobre-reguladas en células de cancer, son dependientes de Hsp90. Hay
oncoproteinas y supresores de tumor que a su vez promueven o inhiben
proliferacion o supervivencia de una célula cancerosa. La regulacién de todos estos
oncogenes y genes supresores le han dado a Hsp90 un papel importante en el

tratamiento del cancer (figura 7)5 51,8392, 93,

Proliferacion

-

Evasion de
supresores

Evasion de
apoptosis

Angiogénesis

Inmortalidad

Invasion,
_// metastasis

Figura 7. Participacion de las proteinas “cliente” de Hsp90 en los “Hallmarks” del cancer.

Se mencionan algunas proteinas “cliente” de Hsp90 y con que “Hallmarks” del cancer se

encuentra involucrada.

b) Inhibicion farmacoldégica de Hsp90 como terapia contra el cancer.

La expresion de Hsp90 en cancer esta sobre-regulada debido a que la célula
se encuentra en constante estrés y necesita activar la sintesis de mas moléculas de

Hsp90 para cubrir las necesidades vitales de la célula: homeostasis proteica,
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energética y celular. En este aspecto, la abundancia de Hsp90 aumenta dentro de
la célula de cancer; sin embargo, se desconoce si la conformacion
monomero/dimero y localizacion subcelular de las Hsp90 es especifica de isoforma

entre los distintos miembros de la subfamilia o es independiente (figura 8) 3.

vy

' Dimero . Hsp90a
‘ Mondémero Hspoop

Figura 8. Representacion propuesta de la abundancia subcelular y conformacion

monoémero/dimero de las proteinas Hsp90 en una célula normal y una célula de cancer.

En la terapéutica actual contra el cancer se ha propuesto a Hsp90 como una
diana terapéutica. Por ello, se han desarrollado diferentes compuestos que inhiben
la funcion de Hsp90 denominados inhibidores de Hsp90 (Hsp90i). Los Hsp90i se
dividen en dos grupos principalmente dependiendo de su dominio de unién a la

proteina, los que se unen al dominio N-terminal o al dominio C-terminal* ° 94 95,

El primer Hsp90i fue la geldanamicina (GA) (figura 9), descubierto en los 70’s
y empleado como antibiético, posteriormente se demostré su efecto sobre Hsp90
en la época de los 90’s. El efecto de los Hsp90i lo llevan a cabo mediante la

inhibicion de la hidrolisis de ATP por competencia al sitio de unién de ATP de Hsp90,

24

——
| —



Efecto del 17-DMAG sobre la expresion y conformacion de las proteinas Hsp90a y

% s Hse906 en lineas celulares de eréstata normal Y cdncer Es
ZARAGOZA

teniendo como consecuencia la disociacion del complejo chaperénico y la

degradacion de la proteina “cliente”.

a)

W S
OCONH, OCONH, OCONH,

0 O]

Figura 9. Estructura de los inhibidores de Hsp90. a) Geldanamicina primer inhibidor, b)

17-AAG y c) 17-DMAG derivados de geldanamicina, d) Radicicol inhibidor de segunda
generacion, e) NVP-AUY922 inhibidor sintético.
La GA debido a su éxito en la inhibicién de Hsp90 prometia ser un Hsp90i

interesante, pero debido a su pobre solubilidad y alta hepatoxicidad in vivo, no logro
ascender a fase clinica. A partir de las ultimas décadas se han desarrollado
derivados de GA con el fin de mejorar su afinidad a Hsp90 y disminuir su toxicidad
en base a la homologia con la molécula de ATP. 17-DMAG (figura 9), derivado
sintético de la GA, es un Hsp90i que presenta propiedades hidrosolubles, con mayor
afinidad por Hsp90 y menor toxicidad que GA* 9 9597,

Los Hsp90i no sdélo han sido derivados de GA, si no también se han
desarrollado a partir de otras moléculas como el radicicol, asi como de moléculas
sintéticas. En las ultimas décadas se ha evaluado a los Hsp90i en modelos in vitro,
in vivo, para poder llegar a la clinica, evaluandose en distintos tipos de tumores

(figura 10) 98100,
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Figura 10. Inhibidores de Hsp90 desarrollados y tipo de cancer evaluado. Geldanamicina

(GA), Tanespimicina (AG), Alvespimicina (DM), Restapimicina (IP), PU-H71 (PU), NVP-
AUY922 (NV), KW-2478 (KW), Ganetespib (GN), BIIB021 (Bl).

Los Hsp90i estan disenados para evitar que Hsp90 hidrolicé ATP, por
competencia por el sitio de unién de ATP. El efecto de Hsp90i en una célula normal
y en una célula de cancer es diferente, debido a la necesidad o adiccion de las

células de cancer a Hsp90 (figura 11)4 8 9.

A B

- Hsp90i + Hsp90i
L Hsp90 Hsp90
necesario necesario
Hsp90 f Hsp90
necesario necesario
T O T O
T D T D
L - S o
S >
S o 23
<< O <L O
Células Células Células Células
normal de cancer normal de cancer

Figura 11. Comparacion del efecto de Hsp90i sobre la necesidad o adicciéon hacia Hsp90

en una célula normal y una célula tumoral. Tomada de Yoshikiko Miyata, et al. 2013.
Sin embargo, los Hsp90i que se han desarrollado en la actualidad y que han
logrado llegar a la practica clinica no son selectivos para una isoforma en particular.

Entre los miembros de la subfamilia de Hsp90, sdlo se han desarrollado inhibidores
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de Hsp90 de la isoforma Trap1, proteina de choque térmico con ubicacion
subcelular mitocondrial. Es por ello que nosotros queremos mostrar la importancia
del desarrollo asi como del uso de inhibidores especifico de isoforma (Hsp90aq,

Hsp90pB) para tener una terapia con mejores resultados. 4 9 44 94,95, 101,
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VI. Planteamiento del problema

El inhibidor 17-DMAG se ha propuesto para el tratamiento del cancer por su
capacidad de inhibir la actividad de la proteina Hsp90. Sin embargo, la abundancia,
conformacion y localizacion subcelular de las distintas isoformas de Hsp90 varia
entre los tipos de cancer, asociado a la dependencia de las proteinas “cliente” las

cuales estan desreguladas en cada tipo de cancer.

Por lo anterior, en el presente proyecto se propone evaluar si el efecto anti-tumoral
del 17-DMAG depende de la abundancia, conformacion y/o localizacién subcelular
pre-existente entre Hsp90a y Hsp90B en las lineas celulares de préstata normal y

de cancer.
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VIl. Hipétesis de trabajo

El efecto anti-tumoral del 17-DMAG sera dependiente del perfil de expresion
y de conformacion pre-existente entre Hsp90a y Hsp90p en las lineas celulares de
prostata normal y de cancer; donde, la linea celular que mantenga una sobre-
regulacion y conformacion dimérica de la isoforma Hsp90a brindara mayor

resistencia al tratamiento con 17-DMAG.
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VIIl. Objetivos

Objetivo general:

« Evaluar el efecto del inhibidor de Hsp90 (17-DMAG) sobre el perfil de

expresion, conformacion y localizacion de Hsp90a y Hsp90B, en lineas
celulares PrEC (normal) y PC3 (cancer) por ensayos de inmunoblot y de

inmunofluorescencia, durante la migracién celular.

Objetivos especificos:

X/
L X4

Obtener el perfil de expresion de Hsp90 en diferentes lineas celulares de
tejido normal y tumoral.

Evaluar el efecto de la inhibicion de Hsp90 sobre la migracion celular en
lineas celulares de préstata normal y tumoral.

Obtener el patron de expresion y de conformacion (mondmero/dimero) de las
isoformas Hsp90a y Hsp90B en las lineas celulares de préstata normal y
tumoral.

Evaluar el efecto de la inhibicion de Hsp90 sobre el perfil de expresion y de
conformacién (monémero/dimero) de las isoformas Hsp90a y Hsp90 en las
lineas celulares de préstata normal y tumoral.

Evaluar el efecto de la inhibicion de Hsp90 en el perfil de expresion de Hsp27
y Hsp70 en lineas celulares de prostata.

Determinar la localizacion nucleo-citoplasma de las isoformas Hsp90a y
Hsp90p en las lineas celulares de prostata normal y tumoral en presencia y

ausencia del inhibidor 17-DMAG.

31

——
| —

e
FES

ZARAGOZA
I



0| Efecto del 17-DMAG sobre la expresion y conformacion de las proteinas Hsp90a y @
i s Hse906 en lineas celulares de eréstata normal Y cdncer zf.; ES

« Determinar si existe asociacion entre el efecto anti-migratorio del inhibidor

17-DMAG con la expresiéon, conformacion y/o localizacidén de las isoformas

Hsp90a y Hsp90p en las lineas celulares de prostata normal y tumoral.
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IX. Materiales y métodos

Se evalud el efecto del inhibidor de Hsp90 (17-DMAG) sobre el perfil de
expresion, conformaciéon (mondémero/dimero) y localizacién subcelular de Hsp90a 'y
Hsp90B, en lineas celulares PrEC (normal) y PC3 (cancer) por ensayos de

inmunoblot y de inmunofluorescencia, durante la migracion celular (figura 12).

Establecer un modelo de estudio

Linea celular de J_ Linea celular de
préstata normal (PrecC) prostata tumoral (PC3)
Modelo L ]

de estudio |

Inhibicion de Hsp90 Con. 17-DMAG: I
(17-DMAG) 50y 250nM

Sin tratamiento

(vehiculo)

I Tiempo: 2, 8, IZhJ

Objetivos = ) -, ., Localizacién
J Efecto anti- Expresion de Conformaciéon
. Inmunodeteccion Inmunodeteccion
Ensayo de cierre en geles en geles Inmunofluorescencia
MEtOdOS = R desnaturalizantes nativos
Andlisis » o Do
Analisis de asociacion entre la inhibicion de Hsp90

- y conformacion, expresion y localizacion de las proteinas
Hsp90a y Hsp90p en las lineas PC3 y PrEC

Figura 12. Estrategia experimental. El modelo de estudio empelado fueron lineas celulares

de tejido normal (PrEC) y tumoral (PC3) de préstata.

1. Reactivos y lineas celulares

Las células utilizadas fueron PrEC, PC3, HaCaT, C33A, Hela, CasKi, Hek-
293, 786-0O y ACHN. Las células PrEC y C33A se mantuvieron en medio de cultivo

D-MEM/F12 (Marca Gibco, New York, USA), PC3 y 786-O se mantuvieron en medio
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RPMI (Marca Gibco, USA), HaCaT, HelLa, CasKiy ACHN se mantuvieron en medio

de cultivo DMEM (Marca Gibco, USA), Hek-293 se mantuvo en medio EMEM (Marca
Gibco, USA), antibiético-antimicotico 1X (Invitrogen), con 10% de suero fetal bovino
(SFB) (Marca Cornning, Cat 35-010 CV ). Todas las lineas celulares se mantuvieron
a 37°C con 5% de COg, y el inhibidor 17-DMAG fue empleado en los ensayos de

inhibicién (Marca Calbiochem, Cat.100069).

Anticuerpos utilizados: anticuerpo primario anti-p-actina (Cat. SC8432, Santa
Cruz) (1:2500), anti-Hsp90T (Cat. NBP2-12878, Novus Biologicals) (1:5000), anti-
Hsp90a (Cat. AB82588, Abcam) (1:2000), anti-Hsp90B (Cat. AB32568, Abcam)
(1:2000), anti-Hsp70 (Cat. AB9920, Millipore) (1:2500), anti-Hsp27 (Cat.
MAD88051, Millipore) (1:1000). Los anticuerpos secundarios acoplados a HRP:
anti-mouse (Cat. F2612, Santa Cruz) (1:10000), anti-rabbit (Cat. AP132p, Millipore)
(1:20000), anti-goat (Cat. V805A, Promega) (1:10000). Estos anticuerpos

empleados en el inmunoblot fueron diluidos en buffer de anticuerpo.

Para los ensayos de inmunofluorescencia se emplearon anticuerpos
primarios anti-Hsp90a (Cat. AB82588, Abcam) (1:200) y anti-Hsp90p (Cat.
AB32568, Abcam) (1:200). Los anticuerpos secundarios anti-rabbit Alexa Fluor 488
(Cat. A11008, Invitrogen) (1:200) y anti-goat Alexa Fluor 568 (Cat. A11079,

Invitrogen) (1:200) diluidos en PBS.

2. Ensayo de migracion (Wound healing assay)
La migracion celular se evalu6 mediante el ensayo de cierre de herida en
placas de multi-pozos de 24 pozos, manteniendo una confluencia celular del 90%,

y retirandoles el suero 24 horas antes del ensayo. Se agregé medio de cultivo con
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SFB al 10%, posteriormente se realizd una herida sobre la monocapa celular
empleando una punta de micropipeta de 20ul. Empleando un microscopio invertido
(Marca Leica) se obtuvieron microfotografias de la herida a tiempos de 0 y 18 horas,

con y sin tratamiento del inhibidor de 17-DMAG a una concentraciéon de 250nM.

3. Ensayo de inhibicién de Hsp90 con 17-DMAG

Los ensayos de inhibicidon se realizaron con células con una confluencia del
90%, a concentracién de 50 y 250nM del inhibidor 17-DMAG, y tiempos de 2, 4, 8 y
12 horas, preparandolo en medio cultivo DIMEM/F12 y RPMI con 10% de SFB,
protegiendo el inhibidor de la luz. Doce horas previas a la inhibicion se les retir6 el

Suero.

4. Extraccion de proteinas totales

Las extracciones de proteina total de lineas celulares, se realizaron mediante
lisis celular, para ello se empled RIPA Lysis Buffer (Cat. 20-188), y se centrifugd
14,000 rpm/20minutos a 4°C, para separar las proteinas obtenidas. Para cuantificar
las proteinas obtenidas se utilizé el método de Lowry, con ayuda del Kit DC Protein
Assay (Cat. 500-0116), bajo las condiciones del manual de cada kit. Los extractos

proteicos se almacenaron a -20°C.

5. Electroforesis en geles de poliacrilamida

Se realizaron dos tipos de electroforesis: 1) SDS-PAGE con geles
desnaturalizantes de poliacrilamida al 10%, se corrid a 60 volts por 30 minutos para
que las proteinas se concentraran, posteriormente, 120 volts por 90 minutos para

separar las proteinas; 2) Native-PAGE con geles no desnaturalizantes de
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poliacrilamida al 8%, se corrié a 60 volts por 30 minutos, posteriormente, 100 volts

por 150 minutos, en bafio de hielo.

6. Electrotransferencia de geles PAGE a membranas PVDF

La transferencia de los geles se realiz6 en un Transblot (Marca BioRad,
meétodo semi-seco), empleando membrana PVDF (PerkinElmer, Cat. NEF1002), a
10 volts durante 100 minutos para geles desnaturalizantes y para geles nativos a 10

volts por 150.

7. Inmunoblot

El bloqueo de las membranas se realiz6 con Blot-QuickBloker Reagent (Cat.
WB57) al 5% con TBS-Tween bloqueando 1 hora a temperatura ambiente. La
incubacion de los anticuerpos primarios se realizé toda la noche a 4°C, mientras
que los secundarios solamente 1 hora, ambos en buffer de anticuerpo 0.1% con
Blot-QuickBloker Reagent. Después de la incubacion se llevaron a cabo 6 lavados
con TBS-T. La inmunodeteccion de las proteinas se realizé con el Kit Immobilon
Western Chemiluminescent HRP Substrate (Cat. WBKLS0500), se expuso una
pelicula radiografica sobre la quimioluminiscencia de las proteinas de interés. Las

peliculas radiograficas se revelaron y se fijaron.

8. Ensayos de Inmunofluorescencia

Los ensayos de inmunofluorescencia se realizaron en cubreobjetos. Se
sembraron 70 mil células, que posteriormente se fijaron con metanol y acetona.
Después se bloqued con Albumina al 10%, se incubaron los anticuerpos primarios

diluidos en PBS, toda la noche a 4°C y los secundarios acoplados a un fluorocromo
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1 hora a temperatura ambiente, cubiertos de la luz. Se montan las laminillas y se les
adiciona DAPI para la tincidon de nucleos (Cat. D9542). Las imagenes se obtuvieron

por microscopia de fluorescencia (Axiolmager, Zen Software, Carl Zeiss).

9. Analisis estadistico

Los datos fueron visualizados y los analisis estadisticos se realizaron
utilizando SigmaPlot (version 10.0; SigmaPlot Software). Los datos son
representativos de 3 repeticiones. Los valores de p para las comparaciones de los
grupos con su control se calcularon mediante t-Student para muestras

independientes.
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X. Resultados

1. Perfil de expresion de Hsp90a y de Hsp90B en lineas

celulares de tejido normal y de cancer

En este estudio se determiné el perfil de expresién de las proteinas Hsp, para
ello se emplearon diferentes lineas celulares de tejido no tumoral y de cancer. Las
lineas celulares empleadas se dividieron en 3 grupos: 1) prostata que incluye PrEC
(no tumoral) y PC3 (cancer); 2) cérvix HaCaT (no tumoral), HeLa, Caski y C33A

(cancer); 3) renal HEK-293 (no tumoral), 786-O y ACHN (cancer).

El perfil obtenido para cada grupo es diferente, en el grupo renal se observa
que hay una disminucion de la expresion de las proteinas Hsp90 total, Hsp90p,
Hsp90a y Hsp70 en lineas celulares malignas comparadas con células no
tumorales, (figura 13a). En el grupo de cérvix no hay un patron entre las lineas
celulares, se observa variacion en la expresion de las proteinas Hsp, (figura 13a).
En el perfil del grupo de préstata se observa que hay diferencias entre células no
tumorales (PrEC) y tumorales (PC3) en cuanto a la expresion de sus proteinas Hsp;
por ejemplo, en la proteinas Hsp90B y Hsp90a observamos un aumento en la
expresion en la linea celular PC3, lo que no ocurre con la expresion de las proteinas
Hsp90 total y Hsp70, donde no se observa un cambio entre ambas lineas celulares,
(figura 13a). En las densitometrias de la isoforma Hsp90@ se observan cambios
significativos en la linea celular 786-O (p<0.05) disminuyendo en un 90% la
expresion, comparada con la linea no tumoral HaCaT. La expresién de la isoforma

Hsp90a aumenta 15 veces con una p<0.05 en la linea celular PC3 comparado con
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PreC; y en la linea celular C33a incrementa de 1.5 a 2 veces la comparado con

HaCaT, como se observa en la figura 13c.
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Figura 13. Perfil de expresion de la proteina Hsp90 en diferentes lineas
celulares. Las proteinas fueron separadas mediante SDS-PAGE y transferidas a
membrana de PVDF, a) Inmunoblot de las proteinas Hsp90 total, Hsp90a, Hsp90B y Hsp70
en los 3 grupos de lineas celulares, empleando (-actina como control de carga. b) y c)
densitometrias de las proteinas Hsp90T y de sus isoformas Hsp90a y Hsp90B. * p < 0.05
(t-student) comparados con su linea celular no tumoral.
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2. Efecto de la inhibicion de Hsp90 sobre la migracién celular

en lineas celulares de préstata

Se evalué la capacidad de migracion que poseen las células PrEC y PC3,
mediante un ensayo de cierre de herida. El ensayo se realizé en 2 grupos en ambas
lineas celulares: en células tratadas con el inhibidor de Hsp90 (17-DMAG) y en
células control sin inhibidor, incubadas durante 18 horas. En la figura 14a se observa
que la linea celular PrEC-control tarda mas en cerrar la herida, comparada con la
linea celular PC3-control, en donde la herida practicamente se encuentra cerrada a

las 18 horas (figura 14b).

Control

17-DMAG

Figura 14. Efecto del inhibidor de Hsp90 sobre Ila migracién celular en lineas
celulares de prostata. Ensayo de cierre de herida, a) células PrEC (normal) y b) células

PC3 (tumorales), se observé el cierre de herida después de 18h con y sin tratamiento
(Hsp90i) en ambas lineas celulares.
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El patron observado cambia cuando se da el tratamiento con Hsp90i [250nM],
la herida tarda mas en cerrar, esto es mas evidente en la linea celular PC3 que en
PrEC, siendo mas sensible la linea celular PC3 que la linea PrEC al inhibidor (figura

14).

3. Efecto de la inhibicion de Hsp90 sobre el perfil de expresion

de Hsp90a y Hsp90B en lineas celulares de prostata

Se determino el efecto que tenia el inhibidor de Hsp90 sobre la expresion de
las isoformas Hsp90a y Hsp90p, esto se realizé mediante inmunoblot, utilizando dos
concentraciones, 50nM y 250nM, evaluando diferentes tiempos de inhibicion (figura
15).

Las densitometrias de los inmunoblots indican que no hay cambios
significativos (p>0.05) en la expresion a 2 las horas de tratamiento, en las isoformas
en ambas lineas celulares con el tratamiento a 50 nM (figura 15a), a 250nM se
observa un aumento en la expresion de 2 veces en la linea celular PC3-Hsp90a
comparado con su control (p<0.05). A tiempos de 4 horas se observa una
disminucién significativa de 0.7 (p<0.05) en la linea celular PC3-Hsp90B en la
expresion en ambas concentraciones (figura 15b). A 250nM hay cambios
significativos (p<0.05) con un aumento en la expresion de la proteina Hsp90a en
ambas lineas celulares (figura 15b). Por otra parte, la inhibicion a 8 horas no
presenta cambios significativos (p>0.05) en la expresion de ambas isoformas, solo
en Hsp90a en la linea celular PrEC donde hay un aumento de 5 veces con respecto

al control en la expresién, con una p>0.05, empleando la dosis de 250nM (figura
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15c). También se encontraron diferencias significativas entre 50 y 250nM del

inhibidor en la linea PC3-Hsp90a a 4 horas de tratamiento (figura 15b).
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4. Efecto de la inhibicion de Hsp90 sobre el perfil de expresion

de Hsp90T, Hsp90a y Hsp90p en lineas celulares de prostata

La inhibicion de Hsp90 a tiempos menores de 8 horas no afecta
significativamente la expresion de las proteinas Hsp90a y Hsp90pB, por lo que se
realizaron ensayos de inhibicién a tiempos largos. El efecto del inhibidor 17-DMAG
a concentraciones de 50 y 250 nM con 12h de tratamiento provocd un aumento de
3 a 4 veces en la expresion de Hsp90T en la linea celular PrEC, mientras que en la

linea celular PC3 disminuy6 de 0.7 veces con respecto a su control (figura 16a).

En la linea celular PrEC, el tratamiento con el inhibidor 17-DMAG aumentd6
de 3 a 4 veces la expresion de Hsp90T con 50nM a 8 horas, y con 250nM alas 2y
12 horas. El tratamiento del inhibidor 17-DMAG en la linea celular PC3 no presento
cambios significativos a una concentracion de 50nM, mientras que a una
concentracion de 250nM del inhibidor disminuyé de 0.7 veces la expresion de

Hsp90T a las 2, 8 y 12 horas (figura 16b y 16¢).

La inhibicion de Hsp90 con 50 nM del inhibidor 17-DMAG aumento 1.5 veces
la expresion de Hsp90B en la linea celular PC3; mientras que en la linea celular
PrEC indujo la expresion de Hsp90a incrementando de 2 veces a tiempos de 8y 12

horas, respectivamente con respecto a su control (figura 16b y 16c).

La inhibicién de Hsp90 con 17-DMAG a 250nM presenté cambios en la
expresion de la isoforma Hsp90a, aumento la expresion en la linea celular PrEC
desde las 2 horas de la inhibicion incrementando de 2.5 a 3 veces, mientras que en

linea celular PC3 disminuyo la expresion a 8 horas y aumento a las 12 horas.
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Las concentraciones de 50 y 250nM del inhibidor 17-DMAG empleadas
presentaron diferencias significativas entre si, observado cambios en la expresion
de Hsp90p en la linea celular PrEC y Hsp90a en la linea celular PC3, a 8 horas del

tratamiento.

5. Efecto de la inhibicion de Hsp90 sobre el perfil de expresion

de Hsp70 y Hsp27 en lineas celulares de préstata

La inhibicién de Hsp90 con el 17-DMAG afecto6 la expresion de otras Hsp,
incluyendo a las co-chaperonas Hsp70 y Hsp27 (figura 17a). A una concentraciéon
de 50nM (17-DMAG) no hubo cambios significativos (p>0.05) en la expresion de

ambas proteinas (figura 17b).

Mientras que una inhibicion con 250nM presentdé cambios significativos
(p<0.05), aumentando 10 veces la expresion de Hsp27 en la linea celular PrEC a
partir de las 8 horas y manteniéndose a 12 horas. Asi mismo, en la linea celular
PrEC, la expresion de Hsp70 aumentd 2 veces (p<0.05) a partir de las 2 horas

(figura 17c).

La expresion de Hsp27 y Hsp70 en la linea celular PC3 no presento cambios
significativos (p>0.05) con el tratamiento (17b y 17c). En el analisis densitométrico
se observan cambios significativos en la linea celular PrEC en la expresion de
Hsp70 y Hsp27, aumentando mas la expresion con una concentracion del inhibidor

a 250nM que con 50nM, siendo este efecto dosis dependiente.
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Figura 17. Perfil de expresiéon con el tratamiento del inhibidor (Hsp90i) en
lineas celulares PrEC y PC3. Las proteinas fueron separadas mediante SDS-PAGE y
transferidas a membrana de PVDF, a) inmunoblot; densitometrias de las proteinas Hsp27
y Hsp70, b) a 50nM y ¢) a 250nM de Hsp90i a diferentes tiempos (2, 8 y 12 horas). *
0.05 (t-student) comparados con su linea celular sin tratamiento, # p < 0.05 (t—student)
comparado entre 50nM y 250nM.
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6. Efecto de la inhibiciobn de Hsp90 sobre el perfil de

conformacién monémero/dimero entre Hsp90a y Hsp90p en lineas

celulares de proéstata
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Figura 18. Perfil de conformacion mondémero/dimero de Hsp90T, Hsp90a y
Hsp90B. Las proteinas fueron separadas mediante Native-PAGE y transferidas a
membrana de PVDF, a), b) y ¢) inmunoblot de las proteinas Hsp90 total, Hsp90a y Hsp90p,
tratada con 50nM y 250nM del Hsp90i y su efecto sobre su conformacion monémero/dimero
a diferentes tiempos (2, 8 y 12 horas).

8 12
‘ . Dimero

Monoémero

Como muestran los resultados anteriores, la expresion de Hsp90 total no se

ve afectada por Hsp90i. En la figura 18a se observa el efecto del inhibidor sobre la
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conformacion de Hsp90 total, ya que favorece el aumento de dimeros en la linea
celular PrEC con el tratamiento. En la linea celular PC3 pareciera no afectar tanto
la proporcion mondémero/dimero. El tratamiento a 12 horas con el inhibidor 17-
DMAG a una concentracion de 250nM exhibié cambios en la conformacién de la
isoforma Hsp90a, en la linea celular PrEC aumentan los dimeros, mientras que en
la linea celular PC3 disminuyen los dimeros (figura 18b). La inhibicion de Hsp90 con
una concentracion de 250nM del inhibidor 17-DMAG indujo la formacién de dimeros

de Hsp90B en ambas lineas celulares a 12 horas del tratamiento (figura 18c).

7. Efecto de Hsp90i sobre la localizaciéon subcelular de Hsp90a

y Hsp90PB en lineas celulares de prostata

Para determinar la localizacién subcelular de las isoformas de Hsp90 se
llevaron a cabo ensayos de inmunofluorescencia para cada isoforma de Hsp90. En
la figura 19a se observa que en la linea celular PrEC sin inhibidor 17-DMAG Hsp90a
y Hsp90B no son abundantes y hay una localizacion difusa en toda la célula, aunque
Hsp90B se encuentra mas en citoplasma. El tratamiento con 17-DMAG promueve
un aumento de Hsp90a y Hsp90B en citoplasma y nuclear, ademas de una

acumulacién peri-nuclear (figura 19a).

La localizacion de las isoformas Hsp90a y Hsp90p en la linea celular PC3 es
citoplasmatica y sefal difusa en nucleo, solo Hsp90a con focos (acumulacion de
proteina) (figura 19b). El tratamiento con 250nM del inhibidor 17-DMAG aumenta la
localizacion de Hsp90a y Hsp90B en citoplasma, asimismo de acumulacién peri-

nuclear y moteado nuclear de Hsp90a y la presencia de Hsp90f en nucleo.
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Xl. Discusion

En el presente proyecto se establecid un modelo anti-migratorio con el
inhibidor 17-DMAG que nos permitié evaluar la implicacion del perfil de expresion,
conformacién y localizacién de las isoformas Hsp90a y Hsp90p en lineas celulares

de préstata no tumoral y tumoral.

1. Perfil de expresion de Hsp90a y de Hsp90B en lineas

celulares de tejido normal y de cancer

El perfil de expresidon de Hsp90 en diferentes lineas celulares de tejido normal
y de cancer no presentd un patron unico en la proteina Hsp90 total ni en sus
principales isoformas, Hsp90a y Hsp90B. Sin embargo, en la linea celular tumoral
786-0 se encontré que hay diferencia significativa en la expresion de Hsp90B (p
<0.05) con respecto a la linea celular no tumoral renal HEK-293T. En la isoforma
Hsp90a se encontraron cambios significativos en las lineas celulares tumorales PC3

y C33A en comparacién con su respectiva linea no tumoral.

Esto sugiere que la expresion de Hsp90 total y de sus isoformas Hsp90a y
Hsp90p es diferentes entre las diferentes lineas celulares tumorales estudiadas.
Existen reportes de la sobre-expresion de Hsp90a donde se asocia con un pobre
prondstico en cancer de mama (Jameel et al. 1992), carcinoma pancreatico (Gress
et al. 1994) y leucemias (Yufu et al. 1992). También hay estudios en cancer de
pulmoén en donde se propone a Hsp90a plasmatica para predecir la respuesta a
quimioterapia (Shi et al. 2014). La sobre-regulacién de Hsp90 se ha asociado con

el grado patoldgico y estado clinico en pacientes con cancer de pulmén (Biaoxue et
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al. 2014), que podria ser utilizado en el futuro como un marcador diagndstico y

pronostico102-106,

2, Efecto de la inhibicién de Hsp90 sobre la migracion celular
en lineas celulares de préstata

La linea celular PC3 presentdé mayor capacidad que PrEC, al dar el

tratamiento con el Hsp90i disminuye la migracién celular principalmente en PC3.

Se ha reportado que Hsp90 extracelular aumenta la motilidad en células de
cancer de prostata (Hance et al. 2012), ademas de que induce la transicion epitelio
mesénquima (TEM). Hsp90a es una de las isoformas que mas se ha reportado con
presencia extracelular atribuyéndosele un papel importante para la migracion
celular. En nuestro trabajo la abundancia de Hsp90a en la linea celular PC3 plantea
una posible funcion extracelular que promueva la migracién celular, donde dicho

efecto se abata con el tratamiento del Hsp90i#7- 107-109,

3. Efecto de la inhibicion de Hsp90 sobre el perfil de expresion

de Hsp90a y Hsp90B en lineas celulares de prostata

El tratamiento de 4 horas con 250nM del inhibidor 17-DMAG provocé cambios
en el perfil de expresién de las isoformas Hsp90a y Hsp90 en las lineas celulares

de préstata no tumoral y tumoral, PrEC y PC3, respectivamente.

Eskew, et al. reportaron en 2011 que no existen cambios en la expresion de
las isoformas Hsp90a y Hsp90B cuando las lineas celulares PC3 y LnCap son
tratadas con 10uM del inhibidor de Hsp90, 17-AAG, tiempo dependiente. Si

comparamos las condiciones empleadas por Eskew y las empleadas en el presente
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proyecto podemos destacar que el tratamiento de 4 y 8 horas con 250nM del 17-
DMAG modifica la expresion de las isoformas Hsp90a y Hsp90B; mientras que, a
24 horas con una concentracion de 10uM del inhibidor 17-AAG, la célula no presenta
cambios en la expresion de las isoformas Hsp90a y Hsp90p3, esta diferencia en la
respuesta puede atribuirse a la diferencia entre los inhibidores empleados asi como

de la afinidad que cada uno por Hsp90'°.

4. Efecto de la inhibicién de Hsp90 sobre el perfil de expresion

de Hsp90T, Hsp90a y Hsp90p en lineas celulares de prostata

El tratamiento con el inhibidor 17-DMAG a 250nM redujo la expresion de
Hsp90 total en la linea celular PC3, mientras que en PrEC aumento la expresion de
Hsp90 total a partir de las 2 horas del tratamiento. En 2005, Smith, et al. reportaron
que el tratamiento del inhibidor 17-DMAG a 8 horas y concentracion de 0.5uM
disminuye la expresion de Hsp90T en lineas celulares MEXF 276L. El efecto de la
inhibicion de Hsp90 se observa en el ensayo de cierre de herida, en el cual la
inhibicion de Hsp90 disminuye la migracién en comparacion con su control. Este
efecto es debido a que Hsp90 regula proteinas importantes que median la

migracion celular™! 112,

La expresion de las isoformas Hsp90a y Hsp90Bp es afectada a una
concentracion de 250nM de Hsp90i, presentando cambios significativos en la
expresion de Hsp90a en PrEC y PC3, a tiempos de 8 y 12 horas. Los resultados
obtenidos en el presente estudio sugieren que el efecto de la inhibicion de Hsp90
sobre la expresion de las isoformas Hsp90a y Hsp90B es dependiente de tiempo y

de concentracion, asi como del tipo de Hsp90i empleado. Esto es respaldado por

53

——
| —

s 2

FES
ZARAGOZA

——



Efecto del 17-DMAG sobre la expresion y conformacion de las proteinas Hsp90a y

r s Hse906 en lineas celulares de eréstata normal Y cdncer

estudios de otros autores donde reportan diferencias en la afinidad de algunos
Hsp90i por las isoformas de Hsp907”: 8 110.113 | 3 inhibicion con 17-DMAG invirti6 el
perfil de expresion de las isoformas Hsp90a y Hsp90f en lineas celulares PrEC y
PC3, este efecto sugiere que la isoforma que se encontraba en menor proporcion
se indujo su expresion con el tratamiento para compensar las funciones que

realizaba la isoforma con mayor expresion previo al tratamiento.

5. Efecto de la inhibicion de Hsp90 sobre el perfil de expresion
de Hsp70 y Hsp27 en lineas celulares de préstata

La inhibicion de Hsp90 con 250nM del inhibidor 17-DMAG indujo un aumento
en la expresion de Hsp70 y Hsp27 en la linea celular PrEC. Por otra parte la
inhibiciéon con 50 y 250nM del inhibidor en la linea celular PC3 no presento cambios
en la expresion de la proteina Hsp70 y Hsp27. Esto sugiere que a tiempos mas

largos de inhibicion se presentarian un aumento en la expresion de Hsp70 y Hsp27.

Se ha reportado que el uso del inhibidor 17-DMAG aumenta la expresion del
Hsf-1 lo que se traduce en aumento de diferentes proteinas dentro de las cuales se

encuentran Hsp70 y Hsp27'13. 114,

6. Efecto de la inhibiciobn de Hsp90 sobre el perfil de

conformacién monémero/dimero entre Hsp90a y Hsp90p en lineas

celulares de préstata

Los ensayos de inhibicion de Hsp90 con 17-DMAG mostraron que los niveles
de expresion de las isoformas Hsp90a y Hsp90p es afectado de una manera tiempo-

dosis dependiente. Este efecto se asocid con una inversion en el estado
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conformacional monémero/dimero de las proteinas Hsp90a y Hsp90p3. La inversién
del perfil de conformacion de Hsp90a y Hsp90B obtenido difiere con lo reportado
por otros autores, en donde no reportan cambios en la conformacion posterior al

tratamiento con el inhibidor de 17-DMAG Hsp90'1°.

7. Efecto de Hsp90i sobre la localizacién subcelular de Hsp90a

y Hsp90B en lineas celulares de préstata

La localizacion de Hsp90a y Hsp90B es afectada por el tratamiento con el
inhibidor en PrEC y PC3. En la linea celular PrEC se observa una acumulacion peri-
nuclear en ambas isoformas con el tratamiento, mientras que en la linea celular PC3
la acumulacién nuclear unicamente ocurre con la isoforma Hsp90B, donde Hsp90a
aumenta su localizacion peri-nuclear y moteado nuclear. En ambas lineas celulares

el inhibidor aumenta la localizacion citoplasmica de ambas isoformas.

La localizacién subcelular de Hsp90a y de Hsp90p es afectada en distintas
lineas de cancer. Una localizacion peri-nuclear y nuclear de Hsp90 sugiere una
acumulaciéon de HSF-1 para translocarse a nucleo, para una posterior transcripcion
de HSF-1, Hsp70, Hsp27 y Hsp90 y otras proteinas; también sugiere una
acumulacién de proteinas “cliente” de Hsp90 en reticulo endoplasmico que no
fueron plegadas adecuadamente y que seran degradadas via proteosomal.
También hay reportes de que inhibidores de Hsp90 inducen la formacion de
vacuolas que contienen proteinas mal plegadas. Una acumulacion peri-nuclear y
nuclear nos propone una posible actividad nuclear como por ejemplo transcripcion
de alguna proteina “cliente”, en el caso del cancer de prostata podria tratarse de

una translocacion del receptor de androégenos al nucleo!"5-118,
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XIl. Conclusiones

1) La inhibicion de Hsp90 con 250nM del inhibidor 17-DMAG: a) disminuye la
migracion celular, e b) Invierte el perfil de expresion entre las isoformas
Hsp90a y Hsp90p en las lineas celulares de prostata no tumoral y tumoral,

PrEC y PC3, respectivamente.

Lo anterior sugiere que existe un efecto compensatorio de la célula debido a
la inhibicién de Hsp90. En la linea celular no tumoral, PrEC, la inhibicion provocd un
aumento en Hsp90a y una disminucion de la expresion de Hsp90B (Hsp90a >
Hsp90pB); mientras que en la linea celular tumoral, PC3, se observo el efecto

contrario resultando en una proporcion Hsp90a > Hsp90p3.

2) La inhibicion de Hsp90 con 250nM del inhibidor 17-DMAG: a) afecta el perfil
de localizacion subcelular, y b) invierte el perfil de la conformacion estructural
monomero/dimero entre Hsp90a y Hsp90p en las lineas celulares de prostata

no tumoral y tumoral, PrEC y PC3, respectivamente.

Como se menciond anteriormente la inversion del perfil conformacional entre
Hsp90a y Hsp90 propone que la adiccion a Hsp90 por la célula tumoral induce que
la conformacion menos activa de la isoforma Hsp90B (mondmero>dimero) cambie

a una conformacion activa o dimérica.

Como ya se ha reportado para otros inhibidores de Hsp90, es probable que
la afinidad del inhibidor 17-DMAG sea dependiente de la abundancia entre las
isoformas de Hsp90, Hsp90a y Hsp90B; asi como de la conformacién

mondémero/dimero de la chaperona.
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Los resultados del estudio proponen que la efectividad del tratamiento
antitumoral conferida por los inhibidores de Hsp90 dependan de 3 factores: a)
abundancia en la expresion de las isoformas Hsp90a y Hsp90B, b) estado

conformacional de las isoformas, y c) localizacidon subcelular de las chaperonas.

La diferencia de expresion entre Hsp90a y Hsp90 se ha asociado con una
respuesta diferente de cada tipo de cancer al tratamiento con los Hsp90i. Es por ello
que el tratamiento antitumoral con Hsp90i en algunos canceres exista una respuesta

efectiva y en otros provoque o induzca una resistencia al tratamiento? 13 41,
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XIlll. Perspectivas

Evaluar a tiempos y concentraciones mayores, y observar si el efecto
observado en los perfiles de expresién, conformacion y localizacion se mantiene o
presentan cambios. Evaluar la localizacién de las isoformas de Hsp90 por
Inmunofluorescencia en un ensayo de cierre de herida y observar si hay cambios,

comparado con lo obtenido.

Evaluar el efecto de la inhibicién de Hsp90 sobre el estado conformacional

de Hsp90a y Hsp90p, en los compartimientos celulares.

Evaluar a Hsp90a y Hsp90B extracelular y ver si juega un papel importante

asi mismo el efecto que tiene el inhibidor sobre la secrecién de Hsp90.

Observar en otros tipos de cancer el perfil de expresiéon, conformacién y de
localizacion subcelular de estas proteinas, tanto in vitro como in vivo, y observar el

efecto con el tratamiento de 17-DMAG.

Comparar el efecto de diferentes Hsp90i en el perfil de expresion,

conformacién y localizacién subcelular.
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Figura 21. Gel de integridad de los extractos proteicos. Las proteinas fueron
separadas mediante SDS-PAGE y tincion del gel con azul de coomassie, a) gel de
integridad de lineas celulares tumorales y no tumorales b) y c) gel de integridad de lineas
celulares PrEC y PC3 tratadas con el inhibidor 17-DMAG a diferentes tiempos.
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Figura 2. Control de migracion celular en lineas celulares de préstata. Ensayo
de cierre de herida, a) células PrEC (normal) y b) células PC3 (tumorales), se observo el
cierre de herida a las 48h y a las 24h respectivamente.
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