UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA

DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

Localizacidén subcelular y dindmica de la interaccion de la proteina
TTP con el ERa en células de cancer de mama

QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE:

BIOLOGO

JUAN CARLOS GONZALEZ FRAGOSO

DIRECTORA DE TESIS:

DRA. ANGELES C. TECALCO CRUZ

Ciudad Universitaria, CD. MX., 2018



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



DEDICATORIA

Con todo mi carifio y admiracién a mis padres Norma Lucia Fragoso Romo y Pablo
Isaac Martinez Martinez por su confianza, apoyo y paciencia brindada durante
todo este tiempo y por las ensefianzas y lecciones de vida que me han guiado a
ser lo que deseo y por el amor que me han profesado para ser mejor hombre, hijo,
hermano, pareja y estudiante.

A mis hermanos Gerardo Fragoso Romo y Selene Fragoso Romo por confiar en
su hermano mayor, por la ayuda incondicional en todo momento y por los
inolvidables momentos que compartimos al crecer juntos, porque también aprendi
mucho de ustedes.

Por ensefiarme a no renunciar a mis suefios a mi compariera de vida y de viajes
Mariana Nair Pérez Ramirez por mostrarme que ser libre y auténtico de corazény
mente te lleva a lo mas sublime de la vida, por su amor que me ayudé a sanar, su

confianza en mis decisiones, por su apoyo en los momentos complicados, por
mostrarme que la vida es mejor compartida y por su Mawchidad que hacen de ella
una mujer Unica que necesita el mundo.

A mis amigos José Antonio Moreno Velazquez, José Miguel Rocha Angeles y
Govanni Reyes Martinez por compartir experiencias, consejos y juegos desde
iniciada nuestra educacién secundaria.

A la Doctora Angeles C. Tecalco Cruz por la ayuda y asesoria constante durante
este proceso en su laboratorio, por la confianza y paciencia depositadas en mi
todo este tiempo aun con las adversidades y por los consejos y apoyo que me

brindé denotando asi la gran persona y profesionista que es.

Al Dr. Alfonso Ledn del Rio por la oportunidad en su laboratorio, su apoyo y
consejos que han contribuido a concluir mi formacién universitaria.



RECONOCIMIENTOS ACADEMICOS

El presente trabajo se realizé bajo la direccidn de la Dra. Angeles Concepcion Tecalco Cruz, en el
laboratorio C-138 (Laboratorio de la Dra. Angeles C. Tecalco Cruz) y en el laboratorio B-046
(Laboratorio el Dr. Alfonso Ledn del Rio), ambos del Programa de Investigacién de Cancer de
Mama y del departamento de Biologia Molecular y Biotecnologia, del Instituto de Investigaciones
Biomédicas de la Universidad Nacional Auténoma de México.

Se reconoce a la Dra. Angeles C. Tecalco Cruz por su asesoria en la realizacion de este proyecto,
asi como al Dr. Alfonso Ledn del Rio por permitir el desarrollo experimental en sulaboratorio.

Se reconocen los valiosos comentarios, observaciones y correcciones del jurado asignado
conformado por:

PRESIDENTE Dr. Josué Orlando Ramirez Jarquin
VOCAL M. en C. Diana Grisel Rios Lopez
SECRETARIO Dra. Angeles C. Tecalco Cruz
SUPLENTE Dr. Jonatan Barrera Chimal
SUPLENTE M. en C. Bibiana Ortega Dominguez

Se reconoce el apoyo y la asesoria técnica otorgada por:

Dr. Miguel Tapia Rodriguez Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM.
MVZ Claudia Rivera Cerecedo Instituto de Fisiologia Celular, UNAM.

M en C. Gabriela Xdéchitl Ayala Méndez Instituto de Fisiologia Celular, UNAM.

MVZ Héctor Malagén Rivero Instituto de Fisiologia Celular, UNAM.

Biol. Marcela Sosa Garrocho Instituto de Fisiologia Celular UNAM.

Dr. Josué Orlando Ramirez Jarquin Instituto de Fisiologia Celular, UNAM.

Dra. Ma. Cristina Castafieda Patlan Facultad de Medicina, UNAM.

M en C. Patricia Salazar Sandoval Instituto de Fisiologia Celular, UNAM.

Se agradece a los miembros del taller del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM, el Ing. Aurey
Galvan Lobato y el Ing. Manuel Ortinez Benavides por su colaboracion en el mantenimiento de
algunos equipos empleados.

Investigacion apoyada por el Programa UNAM-DGAPA-PAPIIT No. IA200916 y por el No. IA201618.



I. indice

., LiSTA € @D BV VIATUTAS .. e e e 1
I = U 1 1= S 3
IO o 0 Yo W o3 o oY o 4

1.1 Receptor de estrégenos y la via de sefalizacion
ESIIOgNICA. ..ottt 4

1.2 Regulacion de la actividad del receptor de estrogenos por

(o0 ] =T 081 F=To [} = 7

P N 1 (=T o =T L= o =R 8
2.1 Tristetraprolina (TTP)....coiir i 8

2.2 TTP como un correpresor del receptor de estrogenos.................. 11

3. Planteamiento del problema......ccoviiiiiiii 1
S o 1T 0 T0 ] =S £ PRSPPI 12
ST O o] 1= € Yo 1= P 12
5.1 Objetivo general....... ..o 12

5.2 Objetivos particulares............ooooviiiii 12

6. Estrategia experimental.........c.ccooiiiiiiiiiiiic e 13
7. Material Y MEtOAOS . cuuiiieiiiieiir i r s s er s s s e s e s e e e e n e 13
7.1 Plataformas bioinformaticas...............ccooiiii i 13

7.2 Lineacelular..........coouiniiii 14

7.3 Obtencién de proteinas por extractos totales y fraccionamiento

SUDCEIUIA. ... 15

7.4 Inmunoprecipitacion de proteinas (IP).........c.cooooiiiiiiiiiiiienn, 16

7.5 Deteccion de proteinas por Western Blot................oooooiiiiiiiini, 17

8. ReSUIAdOS ..o s 18
8.1 Prediccion de la localizacion subcelularde TTP.........cooviiennn. 18

8.2 TTP se localiza en el citoplasmay nucleo de las células MCF-7...... 19

8.3 Elestradiol no afecta la localizacion subcelularde TTP................. 20

8.4 TTP se asocia con el receptor de estrégenos alfa........................ 21

8.5 La asociacion de TTP con el ERa ocurre en el nucleo de las células



8.6 La asociacién de TTP en el ERa disminuye en el nucleo de las MCF-

7enpresenciade E2....... ..o 23

8.7 Lapresenciade E2 disminuye la asociacion de TTP con el ERa......24

9. DisSCcUSION de reSUltadoS . .cuuierriirriiierar s s s s rrnra s s e s s sansnnnnns 25
10.Conclusiones y PerspecCtivas........ccvvvveririiririaririrarrarnranrassasaasannss 28
29

I = o (] =1 g Lo ==



I. LISTA DE ABREVIATURAS

3'UTR: Regidén 3" no traducible

ADN: Acido desoxirribonucleico

AF-1: Funcion de activacion 1

AF-2: Funcién de activacion 2

ARESs: Elementos ricos en adenosina/uridina

ARN: Acido ribonucleico

ATP: Adenosina trifosfosfato

C- : Grupo carboxilo terminal

CARML1.: Proteina con actividad de metiltransferasas de argininas 1 asociadas a
coactivadores

COX-2: Ciclooxigenasa 2

c-Rel: Protoncogene de la proteina celular de reticuloendoteliosis
DBD: Dominio de unién al ADN

E1l: Estrona

E2: Estrégeno

E3: Estriol

EREs: Elementos de respuesta a Estrogenos

ERK: Cinasas reguladas por sefales extracelulares

ERa: Receptor de estrégenos alfa

ESLpred: Por sus siglas en inglés eucariotic protein subcelular localization
prediction

FKBP52: Proteina 52 unida a inmunofilina FK

HATSs: Acetilasas de histonas

HDACSs: Desacetilasas de histonas

HEK293: Células embrionarias de riilon humanas 293

HSP90: Proteina de choque térmico 90

hTTP: Tristetraprolina humana

IL-12: Interleucina 12

IP: Inmunoprecipitacion



LBD: Dominio de unién al ligando

MAPK: Proteina cinasa activada por mitdgeno

MCF-7: por sus siglas en inglés Michigan Cancer Foundation 7

N- : Grupo amino terminal

NcoR: Correpresor de receptores nucleares

NF-kB: Factor nuclear kappa B

NLS: Sefial de localizacion nuclear

Nup214: Nucleoporina 214

p65: Proteina 65

PBPN1: Proteina nuclear 1 de unién a Poli(A)

PRMTL1: Proteina con actividad de metiltransferasa de argininas 1
PSORT: Herramienta de prediccion de localizacidén subcelular
PVDF: Polifluoruro de vinilideno

RNs: Receptores nucleares

SMRT: Mediador del silenciamiento del Receptor Retinoide y del Receptor de
Hormona Tiroidea

Src/c-Src: Proteina cinasa de tirosinas

TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa

TTP: Tristetraprolina

ZFP36: Por sus siglas en inglés zinc finger print 36



II. RESUMEN

El receptor de estrégenos alfa (ERa) es un factor transcripcional activado por
ligando y para regular su activacion y funcion se asocia a proteinas que promueven
(coactivadores) o reprimen su funcion (correpresores). Una proteina recientemente
identificada como correpresora del ERa es la tristetraprolina (TTP). La mayor parte
de los estudios realizados sobre la TTP han sido enfocados principalmente a sus
funciones y su ubicacion en el citoplasma en distintos contextos celulares, sin
embargo, muy pocas investigaciones han dilucidado su localizacién y funcién en el
nacleo celular. A través de fraccionamiento subcelular, ensayos de
inmunoprecipitacion y western blot en este trabajo se determiné que la TTP se
localiza mas abundantemente en el nucleo de las células derivadas de cancer de
mama MCF-7 que en el citoplasma y que de manera enddgena existe una fuerte
asociacion entre la TTP y el ERa en el mismo compartimento subcelular, no
obstante, en presencia del estradiol (E2) dicha interaccion es alterada y reducida en
un curso temporal de 0 a 4 horas. Los resultados sugieren gque la localizacion
subcelular y la dindmica de interaccion de la TTP con el ERa en presencia y
ausencia de E2, podrian otorgar las bases para comprender mejor el mecanismo

molecular de la TTP como correpresor en éste contexto celular.



Localizacion subcelular y dinamica de la interaccion de la proteina TTP
con el ERa en células de cancer de mama

1. INTRODUCCION
1.1 Receptor de estrogenos y la via de sefializacidén estrogénica.

El receptor de estrégenos alfa (ERa) es un factor transcripcional activado por
ligando perteneciente a la familia de los receptores nucleares (RNs), posee un peso
de 65 kDa y esta constituido por 565 aminoacidos?. Al igual que otros RNs, el ERa
posee una estructura multidominio, la cual estd conformada desde el dominio A/B
ubicado en la N-terminal hasta el dominio F presente en la region C-terminal (Fig.
A). Los dominios mejor caracterizados tanto funcional como estructuralmente son la
regién C que alberga al dominio de unién al ADN (DBD) y la regién E que contiene
al dominio de unién al ligando (LBD) y al dominio de transactivacion AF-2. Por otra
parte, el dominio D ubicada entre el DBD y el LBD funciona como un péptido enlace
(también denominado “bisagra”), mientras que el dominio F es una extensién hasta
la region C-terminal del LBD?. Ademas, el dominio A/B contiene al dominio de

transactivacion AF-1 importante para la actividad transcripcional del receptor de

estrogenos?®.
DBD LBD
AF1 AF2
— —
/ y: I
1 183 263 302 549 595

Figura A. Representacion de la estructura del ERa. El receptor de estrégenos alfa esta conformado de 5 distintos dominios
mostrados por las letras A/B a la F, cada dominio se encuentra definido por sus aminoacidos respectivos (nUmeros inferiores)
y en la parte superior se encuentran las regiones localizadas en cada dominio (siglas en inglés). La letra N representa al

amino inicial y C al carboxilo terminal. (Modificada de Kerdivel G, 2013).



El dominio DBD se caracteriza por la presencia de dos dedos de zinc, la secuencia
del primer dedo de zinc determina la especificidad de union a los llamados
elementos de respuesta a estrogenos (ERE), que son regiones en el ADN de mayor
afinidad para que el ERa inicie la transcripcibn y cuya secuencia es
AGGTCANNNTGACCT, mientras que la estructura del segundo dedo de zinc
presenta una red de carga positiva y promueve la dimerizacion de las dos moléculas
del DBD. El LBD es un dominio globular que alberga el sitio de union al ligando
hormonal, una interfaz de dimerizacion y una funcién de interaccion con
coactivadores y corepresores®*. El AF-1 localizado en la regién A/B media un
potencial constitutivo de activacion y es responsable de la activacidbn promotora
especifica transcripcional independiente de la presencia de un ligando. Por otra
parte, el AF-2 localizado en la region E promueve una activacion transcripcional
especifica dependiente del ligando. Tanto el dominio AF-1 como el AF-2 son

auténomos en sus regiones y sinérgicos uno con el otro en algunos casos*.

Como se menciond anteriormente, el ERa es un factor de transcripcion inducible por
ligando, dicha estimulacion promueve la transcripcién de genes responsivos al ERa

los cuales presentan ERE en su secuencia promotora.

La via basica de activacién del ERa sigue una linea de transcripcion regulada por
el estradiol (E2) denominada via de sefalizacion estrogénica, la cual inicia con la
union del ligando al ERa. Unido al estradiol, el ERa se activa a través de un proceso
gue implica su disociacién de proteinas chaperonas, cambios conformacionales,
dimerizacion y la union a los ERE de sus genes blanco (Fig. B). En el estado
inactivo, el ERa permanece como un heterocomplejo conformado por la proteina de
choque térmico 90 (HSP90) y la proteina 52 unida a inmunofilina FK (FKBP52). La
HSP90 se une directamente al LBD del ERa para formar un complejo poco estable
el cual es estabilizado por FKBP52 a través de una union directa con HSP90 y una
interaccion electrostatica con la sefal de localizacion nuclear (NLS) presente en el
final de la C-terminal del DBD del ERa. Este complejo del ERa inactivo se mantiene
continuamente en recambio entre el nacleo y el citoplasma. En condiciones basales
el E2 se difunde a través de la membrana plasméatica donde puede unirse al LBD

del ERa tanto en el citoplasma como en el nucleo de las células, una vez formado



el complejo ligando-receptor éste se homodimeriza en el nucleo, la HSP90 vy
FKBP52 se disocian dando como resultado la forma activa del receptor®.
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Figura B. Via de sefializacion estrogénica dependiente de ligando. La via basica de activacion del ERa sigue una linea

de transcripcién regulada por el E2 denominada via de sefializacién estrogénica, la cual inicia con la unién del ligando al ERa
que se activa a través de un proceso que implica su disociacion de proteinas chaperonas, cambios conformacionales,

dimerizacion y su posterior unién a los EREs de sus genes blanco en el ADN.

Tal composicion y estructuracion de las proteinas asociadas al receptor promueve
que el ensamble y desensamble del complejo del ERa sea altamente dindmico y la
variacion en la expresion de genes entre distintos tejidos bajo diferentes condiciones
0 contextos celulares puedan afectar por completo la composicién final del complejo
de regulacion del ERa. Para ser activado y llevar a cabo su funcién como factor
transcripcional el ERa se une principalmente al E2 y en menor cantidad a la estrona
(E1) y el estriol (E3), pertenecientes a la familia de las hormonas esteroideas
sexuales estrogénicas; dichas moléculas presentan un amplio espectro de
funciones fisioldgicas que van desde la regulacién del ciclo menstrual y
reproduccion hasta la modulacion de la densidad o6sea, funcion cerebral y
movilizacién del colesterol®. Dentro de éste grupo el estrégeno intracelular
predominante es el E2 el cual presenta un destacado papel fisiol6gico al mediar la
maduracién, proliferacion, diferenciacion, apoptosis, inflamacion, metabolismo,

homeostasis y funcionamiento cerebral ademas de influir en el crecimiento y



desarrollo del cancer de mama’?® del cual se mencionaran algunos aspectos

importantes.

En lo que refiere a su expresion en condiciones normales, el ERa esta expresado
en el sistema nervioso central, el sistema cardiovascular, tracto urogenital, en
higado, hueso y glandula mamaria, su regulacion esta en funcién principalmente de
la concentracion endogena de E2. La modulacién del ERa esta implicada en el
desarrollo y regulacién de la homeostasis reproductiva, cardiovascular y 0sea

ademas controla varios aspectos de la funcién cognitiva®.

Numerosos estudios han demostrado la relacion de los estrégenos con el desarrollo
y/o progresion de distintos tipos de cancer incluyendo cancer de mama, endometrio,
ovario, proéstata, pulmoén y colén®°10, E| efecto pro-oncogénico de los estrégenos es
mediado principalmente por la activacién del ERa sobre sus genes blanco que
promueve la proliferacion celular o disminuye la apoptosis de las células

cancerigenas®©,

1.2 Regulacién de la actividad del receptor de estrogenos por coreguladores.

Para regular su activacion y funcion, el ERa se asocia a proteinas o complejos
proteicos que promueven o reprimen su funcién, para ejercer dicha regulacién de
su actividad transcripcional el complejo ERa-E2 requiere reclutar diversas proteinas
o complejos denominados correguladores transcripcionales, muchos de los cuales
poseen distintas actividades enzimaticas que modifican la estructura de la cromatina
o interactlan directamente con la maquinaria transcripcional, por una parte se
encuentran los denominados “coactivadores” que aumentan la actividad
transcripcional del receptor al descondensar la cromatina mediante el reclutamiento
de acetilasas de histonas (HAT) realizando modificaciones postraduccionales en las
proteinas histonas, permitiendo de esta forma la entrada de la maquinaria
transcripcional a las regiones promotoras de sus genes blanco iniciando asi su
transcripcion, por otra parte estan los “correpresores” proteinas o complejos
proteicos que inducen la compactacion de la cromatina reclutando desacetilasas de

histonas (HDAC) impidiendo que se lleve a cabo la expresion genética lo cual se



traduce en un efecto represivo sobre el ERaa través de estos complejos?!, es decir,

regulan negativamente la transcripcion.

Se ha demostrado que mas de 300 proteinas interactian con uno o mas miembros
de la familia de receptores nucleares y muchas de estas también interactian con el
ERa!!. La familia de las proteinas p160 (o SRC) incluye tres miembros distintos pero
homologamente relacionados (SRC 1, 2 y 3) y son los coreguladores mejor
caracterizados del ERa. Las SRC facilitan un ambiente transcripcionalmente
permisible a través del directo y/o indirecto reclutamiento de otros coactivadores
gue poseen actividad de remodelacion de la cromatina y modificacion de histonas.
Ademas presentan una intrinseca pero deébil actividad de acetiltransferasa de
histonas (HAT) y median la activacion transcripcional al acetilar directamente
residuos conservados de lisina sobre las histonas y posiblemente sobre otros
coreguladores y/o factores de transcripcion, reclutando coactivadores secundarios
incluyendo coactivadores asociados a la arginina metiltransferasa 1(CARM1) y a la
proteina arginina metiltranferasa 1 (PRMT1) que metila histonas, interactuando con
distintos complejos remodeladores de cromatina dependientes de ATP e
interactuando y estabilizando el factor de unién a la transcripcion basal'?. Por otro
lado los correpresores mejor caracterizados son las proteinas NcoR y SMRT,
relacionadas estructuralmente entre si, que son reclutadas por el ERa hacia el
promotor de sus genes blanco en presencia de antagonistas tales como el
tamoxifen'?. Contrario a los coactivadores, los correpresores promueven la
compactacion de la cromatina para inhibir la transcripcion de genes. Unido a los
ERE y en cooperacion con los coactivadores, el ERa forma un complejo de pre-
iniciacion de la transcripcion en el cual, la RNA polimerasa Il es reclutada al sitio de

inicio y comienza el proceso de transcripcion de los genes blanco?3.

2. ANTECEDENTES
21TTP

Conformada por 332 aminoécidos, la tristetraprolina (TTP) es un miembro de la
familia prototipica de las fosfoproteinas de dominios en paralelo de dedos de zinc

del tipo Cys-Cys-Cys-His, también conocida como Nup475, Tisll y G0S24, posee
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un peso de 34 kDa y tres repeticiones ricas en tetrameros de prolina. La proteina
TTP es producto del gen ZFP36 de respuesta inmediata y su expresion es inducida
por estimulos como el suero, insulina, factores de crecimiento y mediadores
inflamatorios'4. Como proteina la TTP se encuentra en todos los tipos celulares, no
obstante, es expresada altamente en monocitos activados y linfocitos T, mientras
que a nivel de ARN mensajero (ARNmM) esta ampliamente distribuido entre distintos
tipos de tejidos siendo los de mayores niveles de expresion en el higado, nédulos
linfaticos y timo*®. En el citoplasma celular, la TTP se une mediante sus dedos de
zinc a los elementos conservados ricos en adenosina/uridina (AREs) donde
reconoce la secuencia minima de unién (UUAUUUAUU) dentro de la region 3" no
traducible (3"UTR) de los ARNs mensajeros que presenta una alta tasa de recambio
(por ejempilo los de citocinas, factores de crecimiento y proto-oncogenes) tal accion
regula la expresion post-transcripcional al promover la deadenilacion y degradacion
en sentido 3" a 5” de estos ARNm mediante el reclutamiento de distintas proteinas
involucradas en este proceso!®’. Entre los ARNm regulados por la TTP en el
citoplasma se encuentran el del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), el del factor
de estimulacion de colonias granulocitos-macréfagos, el de la interleucina 2, la
ciclooxigenasa 2 (COX-2), la 6xido nitrico sintasa inducible y el del factor nuclear
kappa B (NF-kB) entre otros ARNm de proteinas involucradas en las vias pro-
inflamatorias. La TTP puede también auto-regular su expresion al interactuar con
AREs en la region 3" UTR de su ARNm?8,

Otra de las funciones de la TTP en el citoplasma independiente de su actividad
regulatoria de ARNm se report6 en fibroblastos de embrién de raton donde atenta
la actividad del factor transcripcional NF-kB, en parte, debido a una interferencia
sobre el mecanismo de importe nuclear de la subunidad p65 impidiendo asi su
ensamblaje y posterior funcién como factor de transcripcion'®, en esta misma linea
se ha reportado que el efecto inhibitorio de la TTP en la produccion de IL-12
(interleucina 12) es mediado a traves del bloqueo en la translocacion nuclear de NF-

kB particularmente de las proteinas p65 y c-Rel®°.

Respecto a la localizacion subcelular de la TTP un estudio sefiala que la via de la
proteina cinasa activada por mitdgeno p38 (p38 MAPK) regula la localizacion

subcelular y la estabilidad de TTP; al inhibir la via p38 MAPK se genera una rapida
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defosforilacion en los residuos de serina 52 y 178 de la TTP relocalizandola del
citoplasma al nucleo y provocando su degradacion via proteosomal 20S/26S. Por
otra parte una constante actividad de la via de la p38 MAPK mantiene la
fosforilacidn, localizacion citoplasmatica y estabilidad de TTP que depende de la
cinasa rio abajo MK2, ademas, la via de las cinasas reguladas por sefales
extracelulares (ERK) sinergiza con la via p38 MAPK para regular tanto la estabilidad
como la localizacion de la TTP?.. La defosforilacion de TTP promueve su
degradacion lo que conlleva a la pérdida de un potente factor desestabilizador de
ARNmM e inhibidor de la expresion de muchos mediadores inflamatorios. En células
humanas embrionarias de rifién tanto transfectadas con hTTP (human TTP) como
de forma enddgena la localizacion de esta proteina y su union a la regién 3" UTR

del ARNm del TNF-a es especificamente citoplasmatica®?.

Actualmente la mayor parte de los estudios realizados en esta proteina se han
enfocado y basado en sus funciones citoplasmaticas, por lo cual son muy pocas las
investigaciones que analizan y establecen el papel de la TTP en el nacleo celular.
Un estudio reciente sugiere que esta proteina regula negativamente la sefalizacién
de NF-kB inhibiendo la expresion genética dependiente de este factor
transcripcional a través de la interaccion con la subunidad p65 de NF-kB y
asociandose con HDAC 1, 3y 7 in vivo en el nacleo de macréfagos murinos, lo cual
contribuye a reprimir la transcripcion de genes inflamatorios, funcionando de esta
forma como un correpresor al modular la actividad transcripcional de p65/NF-kB?%3.
En lo que respecta a su localizacidén y asociacion con proteinas nucleares un ensayo
de doble hibrido identificé la interaccion entre la TTP y la nucleoporina CAN/Nup214
que ocurre también de forma enddgena y es dependiente de los dedos de zinc de
la TTP; el estudio demostré que la TTP es incapaz de asociarse con Nup214 al
generar una mutacion en la regién de los dedos zinc, ademas, la TTP presentd una
localizacion subcelular alterada al hallarse en el ndcleo comparada con la
tristetraprolina endégena que se localiza en el citoplasma sugiriendo asi que la
interaccién con Nup214 contribuye a la regulacién de la localizacion subcelular de
la TTP?4. Finalmente, Yu-Lun Su y colaboradores determinaron en el nlcleo de
células embrionarias de rifion humanas (HEK293T) mediante mutantes y ensayos

de co-inmunoprecipitacion que la TTP interactla a través de sus dedos de zinc con

10



la proteina nuclear 1 de union a poli(A) (PBPN1) tal asociacion impide la funcién de
PBPNL1 la cual consiste en promover la poliadenilacion en la regién 3° de ARNm,
inhibiendo de esta forma la sintesis de colas de poli(A) regulando la expresion de

ARNmM que contienen ARES en el compartimento nuclear?®.

2.2 TTP como un correpresor del receptor de estrogenos

Un estudio reciente identificé a la TTP como una nueva proteina asociada a la region
AF-1 del ERa, los autores describen que la expresion de la TTP en células MCF-7
de cancer de mama reprime la transactivacion de ERa reduciendo la proliferacion
de las células MCF-7 y su habilidad para formar tumores en un modelo murino.
También se demostré que la actividad transcripcional de la TTP es mediada a través
del reclutamiento e interaccion con desacetilasas de histonas (HDAC), en particular
con la HDACL1 en la region promotora de los genes blanco del ERa, adicionalmente
la expresion de la TTP disminuyd la actividad del coactivador de SRC-1 sugiriendo
gue el intercambio entre la TTP y otros coactivadores pueden tener un importante
papel en la transactivacién del ERa. En conjunto los resultados de este estudio
indican que la TTP actiia como un correpresor del ERa y sugiere que esta proteina
puede ser un factor de contribucion en el desarrollo de tumores dependientes de E2

en cancer de mama?6.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Distintos estudios demuestran que en diferentes contextos celulares la TTP es una
proteina implicada en el proceso de degradacion de ARNm en el citoplasma,
ademas, recientes trabajos indican que dicha proteina puede funcionar como un
correpresor transcripcional. Sin embargo, la localizacién e interaccion con factores
transcripcionales dentro del nucleo celular no ha sido demostrada. Es por ello que
en este proyecto se propone evaluar la localizacion subcelular de la TTP en células
derivadas de cancer de mama y estudiar si la interaccion con el ERa ocurre en el

ndcleo, en el citoplasma o ambos y si es modulada por la presencia del E2.
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De manera general, este analisis sugeriria que las funciones de la TTP dependen
de su localizacion subcelular, actuando como un inductor de la degradaciéon de
ARNmM en el citoplasma y como una proteina reguladora del proceso de
transcripcion en el nacleo. De forma particular, dado que la TTP se une e inhibe la
actividad del ERa, es posible que el E2 favorezca la disociacion de estas dos
proteinas dentro del nacleo celular para inducir la expresion de genes implicados en
la proliferacion de células de cancer de mama, por lo que este estudio resulta una
base importante para determinar la dinamica de interaccion entre la TTP y el ERa.
Por lo tanto, con este proyecto sera posible demostrar que el efecto regulador de la
TTP sobre la actividad del ERa, previamente observado, es dependiente de su
localizacion e interaccion con el ERa dentro del compartimento nuclear, e
independiente de sus funciones citoplasmaticas; y mas adelante, los resultados de
este proyecto seran la pauta para entender la importancia de estudiar los
mecanismos que modulan la localizacion subcelular de la TTP y otros

correguladores del ERa y su relevancia en células de cancer de mama.

4. HIPOTESIS

Si la TTP es un correpresor del ERa entonces la interaccion de estas proteinas
podria ocurrir en el compartimento nuclear y el E2 podria promover su disociacién

en células derivadas de cancer de mama.

5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Establecer el efecto del estradiol sobre la localizacion subcelular de la TTP y su

asociacion con el ERa en células derivadas de cancer de mama.
5.2 Objetivos particulares

1. Determinar la localizacién subcelular de la TTP en células derivadas de

cancer de mama.
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2. Estudiar la abundanciay localizacion subcelular de la TTP en células tratadas
con estradiol.

3. Establecer la dindmica de union de la TTP y el ERa en respuesta a estradiol.

6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para estudiar la localizacién subcelular de la proteina la TTP se emplearon tres
plataformas bioinformaticas que predicen la distribucion en los compartimentos
celulares de una proteina de acuerdo a su composicion y a sus caracteristicas
fisicoquimicas. Ademas, se utilizé la técnica de fraccionamiento subcelular para la
obtencion de extractos de proteinas citoplasmaticas y nucleares y su posterior
analisis por western blot. Ademas, se realizaron ensayos de inmunoprecipitacion y
co-inmunoprecipitacion y western blot para el estudio de la interacciéon del ERa y la
TTP. El tratamiento llevado a cabo sera con la hormona E2 por diferentes tiempos.
La interaccion de la TTP y el ERa se evalud en un contexto de cancer de mama,
por lo que se usaron como modelo las células MCF-7 derivadas de este tipo de
cancer y que expresan al ERa y a la proteina TTP. La metodologia se describe a

continuacion.

7. MATERIAL Y METODOS
7.1 Plataformas bioinforméaticas

Se emplearon los siguientes programas de prediccion de localizacion subcelular
de proteinas:

1. PSORT (http://www.genscript.com/psort.html)

2. PSORT Il (http://psort.hgc.jp/form2.html)

3. ESLpred (http://www.imtech.res.in/raghava/eslpred/submit.html)
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PSORT utiliza secuencias de péptidos sefial conocidos para analizar y predecir en
gue compartimento subcelular es mas probable que la secuencia que se ingrese se
pueda localizar, por otra parte, ESLpred se basa en el analisis de la composicion de

la proteina y sus propiedades fisico-quimicas para predecir su localizacion.

Para el analisis, se utilizo la siguiente secuencia de aminoacidos que corresponde

a la proteina TTP:

MANRYTMDLTAIYESLLSLSPDVPVPSDHGGTESSPGWGSSGPWSLSPSDSSPSGVTSRLPGRSTSLVEG
RSCGWVPPPPGFAPLAPRLGPELSPSPTSPTATSTTPSRYKTELCRTFSESGRCRYGAKCQFAHGLGELR
OANRHPKYKTELCHKFYLQGRCPYGSRCHFIHNPSEDLAAPGHPPVLRQSISFSGLPSGRRTSPPPPGLA
GPSLSSSSEFSPSSSPPPPGDLPLSPSAFSAAPGTPLARRDPTPVCCPSCRRATPISVWGPLGGLVRTPSV
QOSLGSDPDEYASSGSSLGGSDSPVFEAGVFAPPQPVAAPRRLPIFNRISVSE

Reportada con el nimero de acceso NP 003398, correspondiente a la
proteina TTP de humano de 332 aa.

7.2 Linea celular

Como modelo de estudio se utilizo la linea celular derivada de cancer de mama
MCF-7, a través de la activacion (descongelamiento) de un criovial se realiz6 el
periodo de mantenimiento y se cultivé hasta obtener la confluencia del 90% de las
células MCF-7 en cajas de 150 mm. Se resembraron retirando el medio DMEM en
condiciones estériles, enjuagando con 5 mL de PBS, se les coloc6 2 mL de tripsina
y se dejaron incubando a 37°C durante 2 minutos. Se procedié a desprender la
monocapa de células inclinando ligeramente la placa de cultivo y adicionando 9.5
mL de medio con 10% de suero fetal bovino y antibidtico PKS (DMEM/10%
FBS+PKS). Se homogeneiz6 mediante re-suspension con pipeta desechable estéril
de 10 mL y se resembraron 2 mL de la suspension celular por cada placa p100 (5
placas) con 8 mL de medio DMEM/10% BFS+PKS previamente atemperado,
finalmente se colocaron en incubadora a 37°C y 5% de CO:2 hasta obtener una
confluencia del 80-90%.

Obtenida la confluencia del 90%, 4 placas de cultivo fueron destinadas al
experimento, primero se deseché el medio de crecimiento y se enjuagaron con 5
mL de PBS mismo que se deseché inmediatamente, enseguida se colocé a cada
placa 10 mL de medio DMEM blanco sin FBS para ayunar a las células, finalmente

se adiciono directamente a cada placa 10 ml de medio DMEM con 1 uL del stock 10
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mM de E2 para obtener una concentracién final de 1 uM y se colocaron a 37°C, 5%
CO:s2. Los tiempos de la estimulacion fueron 0.75, 2, 4 horas y basal para comparar
los cambios con la concentraciéon endogena (0 h). Concluidos los periodos las

placas se retiraron de la incubadora para llevar a cabo la obtencién de proteinas.

7.30Dbtencion de proteinas por extractos totales y fraccionamiento subcelular

Las placas de cultivo se colocaron sobre hielo, inmediatamente se desech6 el medio
de cultivo de cada placa con pipeta Pasteur de vidrio conectada al vacio y se
colocaron 5 mL de PBS frio para enjuagar las células y eliminar el medio de cultivo
restante. Posteriormente se desech6 el PBS y se colocé 1 mL de buffer de
homogeneizacion por placa durante 1 minuto cubriendo toda la superficie.
Finalizado el minuto se incliné cada placa y se retir6 la monocapa de células con
espatula deslizando la mayor cantidad de células hacia la parte inferior donde se
concentro el buffer. Sin retirar del hielo, 1 mL de la suspension celular de cada placa
fue transferido a un tubo eppendorf de 1.5 ml rotulado segun la condicién basal o
los tiempos de estimulacion. EI homogenizado se pasé 10 veces a través de una
jeringa con una aguja de calibre 22 sobre el hielo. Finalmente cada tubo eppendorf
se centrifugd a 3,400 rpm durante 10 minutos a 4°C; concluido el periodo se retiraron
los tubos de la microcentrifuga y se observé la formacién de un pellet en el fondo de
cada tubo el cual corresponde a la fraccibn nuclear y un sobrenadante
correspondiente a la fraccion citoplasmatica. Todos los tubos se colocaron en hielo
y enseguida se transfirié cada sobrenadante a tubos eppendorf de 1.5 ml rotulados
segun su respectiva condicién. Posteriormente se le coloc6 a cada fraccién nuclear
1 mL de solucién de lisis RIPA 1X y a la fraccion del citoplasma 250 uL de RIPA 5X,
se homogenizaron con vortex y posteriormente se colocaron en agitacion por
inversion a 4°C por 60 minutos. Concluido el periodo de agitacion los tubos se
centrifugaron a 13, 200 rpm durante 5 minutos a 4°C, se retiraron y se observo la
formacion de un pellet nuevamente en las fracciones nucleares no asi para los
citoplasmas. Después cada sobrenadante de las fracciones nucleares (los cuales
contienen las proteinas nucleares) fueron transferidos a nuevos tubos eppendorf de

1.5 ml correctamente rotulados mientras que los citoplasmas se mantuvieron en los
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tubos originales colocados en todo momento sobre hielo. Finalmente para cada
fraccion subcelular de todas las condiciones se obtuvieron los input (que representa
el 10% del total del extracto), se separaron en tubos eppendorf de 1.5ml
correctamente rotulados y se les agrego la soluciéon Laemmli 6X. Posteriormente
estos extractos se utilizaron para proceder a la co-inmunoprecipitacion de las

proteinas.

Para la obtencion de extractos totales de proteinas de MCF-7 de cada condicion se
procedio de la misma forma que en el fraccionamiento subcelular pero en lugar de
buffer de homogeneizacion se adicion6 a cada tubo 1 mL de TNTE 0.5% y 25 uL de
inhibidor de proteasas y se procedié directamente para lisar en agitacion por
inversién a 4°C. Finalmente los lisados resultantes se emplearon para la obtencion

de inputs y para proceder a la inmunoprecipitacion de proteinas.

7.4Inmunoprecipitacion de proteinas (IP)

Los extractos totales y fracciones subcelulares (~1 mg proteina) se utilizaron para
los ensayos de inmunoprecipitacion. Para ello, se les agreg6 1.5 pL de anticuerpos
especificos primarios para las proteinas TTP (a-TTP) y ERa (a-ERa) a 400 pL de
cada condicién de los extractos totales y las fracciones subcelulares y se colocaron
en agitacion por inversion a 4°C durante toda la noche. Luego de la agitacion todos
los tubos eppendorf se centrifugaron a 14,000 rpm durante 10 segundos (s) hasta
observar la formacion de un pellet, se retir6 el sobrenadante con pipeta estéril al
vacio, evitando succionar el pellet, se agregé 1 mL de TNTE 0.1% y se agitd por
inversibn manualmente varias veces para enjuagar, enseguida se centrifugo
nuevamente a 14,000 rom durante 10 s y se repitié el lavado del pellet dos veces
mas. Después del ultimo lavado se desech6 mediante aspirado al vacio la mayor
cantidad posible de sobrenadante sin afectar el pellet de agarosa. Posteriormente
se centrifugaron los tubos 10 s a 14,000 rpm y por ultimo se retiré con una punta
colibri el sobrenadante restante hasta dejar solo el pellet de agarosa.

Por ultimo se adicionaron 30 pL de Laemmli 2X a cada tubo eppendorf, se hirvieron

en bafio seco, previamente preparado, por 4 minutos y se dejaron enfriar a
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temperatura ambiente. Todos los tubos procesados se almacenaron a -20 °C para
proceder con la técnica de western blot al dia siguiente.

7.5Deteccion de proteinas por western blot

Todos los tubos procesados fueron centrifugados durante 5 s a 14, 000 rpm para
concentrar las proteinas, la camara de electroforesis se preparé colocando los
cristales con los geles de poliacrilamida al 10% previamente preparados y vertiendo
buffer de corrida 1X hasta el limite de los cristales que contienen los geles,
cubriendo en su totalidad los pozos. La disposicion de las muestras en cada gel se
realizé segun el esquema de cada experimento colocando el marcador de peso
molecular bicolor de 10-250 kDa, previamente descongelado, al inicio de cada
corrida y dispensando en cada pozo del gel 30 pL de cada muestra. Cada corrida
se realizé a una intensidad de 70 volts (70V) para alinear las muestras en la fase
concentradora de los geles y posteriormente a 85V en la fase separadora. La corrida
se detuvo cuando el colorante abandond completamente los geles y se procedio a

realizar la transferencia de las proteinas.

Los cristales con los geles de poliacrilamida se retiraron de la camara de
electroforesis, se separaron cuidadosamente manteniendo el cristal de menor
tamafio al frente y se retird la fase concentradora quedando sélo la fase separadora
con las proteinas separadas los cuales se colocaron en buffer frio de transferencia
1X para mantenerlos hidratados, posteriormente, sin alterar la direccion y posicion
original del gel, éste se coloco dentro del cassette-sandwich preparado previamente
en contacto con la membrana de PVDF 0.45 um. Al inicio del procedimiento se

etiquetd cada membrana para catalogarlas.

Los cassette-sandwich se presionaron fuertemente y se cuadraron para sellarse
correctamente, inmediatamente se colocaron en la cAmara de transferencia hUmeda
preparada previamente a temperatura de 4°C y se le agreg6 buffer de transferencia
1X hasta cubrir completamente el borde superior de los cassettes. Finalmente se
aplicé una intensidad de 100 V durante 80 minutos para llevar a cabo la
transferencia de las proteinas. Concluido el periodo se retiraron las membranas de

PVDF de los cassettes y se procedi¢ al bloqueo de las mismas iniciando con un
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enjuague por 10s con TBS-T el cual fue desechado y se afiadié inmediatamente 25
mL de solucion de leche previamente preparada, por ultimo las membranas se
mantuvieron en agitaciéon durante 60 minutos. Finalizado el lapso se desech¢ la
solucion lactea y se realizé un enjuague por 5 minutos con TBS-T a TA retirado al
concluir el periodo, enseguida se colocaron 8 mL de los anticuerpos primarios (Ab’s
1°) previamente preparados contra ERa o TTP a una dilucion de 1:1,000 ambos y
se dejaron en agitacion constante toda la noche a una temperatura de 4°C.

Al dia siguiente se retiraron los Ab’s 1° de las membranas y éstas se enjuagaron 3
veces durante 5 minutos con TBS-T, inmediatamente se colocaron los anticuerpos
secundarios conjugados con HRP (Ab’s 2°) en dilucion 1:10,000 ambos (a-conejo
para a-ERa y a-ratdbn para a-TTP) y se incubaron en agitacion a temperatura
ambiente durante 60 minutos, terminado este tiempo, las membranas se enjuagaron
3 veces durante 5 minutos por cada enjuague con TBS-T y se procedio a realizar la

técnica de revelado.

Realizado el procedimiento en cuarto obscuro, las membranas se colocaron en
reactivo quimio-luminiscente WestPico (Thermo Fisher Scientific) de deteccion
preparado en fresco durante 4 minutos y se expusieron a placas durante 2, 3y 4
minutos para determinar el tiempo mas apropiado en visualizar claramente las
proteinas investigadas. Las placas obtenidas fueron observadas e interpretadas
para el analisis de resultados.

8. RESULTADOS
8.1 Predicciéon de lalocalizacion subcelular de la TTP

Para estudiar la distribucion subcelular de la TTP, se usaron tres diferentes
programas que predicen la posible localizaciéon de una proteina considerando su
composicién y las propiedades fisicoquimicas de los aminoacidos que la componen.
Estos programas predicen la localizacién de la TTP en mitocondria, peroxisomas y
vesiculas del sistema secretorio, asi como en citoplasma y citoesqueleto, no

obstante, es posible apreciar que todos los resultados obtenidos en las bases
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informaticas indican que la TTP es una proteina que se localizada preferentemente
en el ndcleo celular en comparacion con el resto de los compartimentos

subcelulares (Tabla 1).

PSORT PSORT II ESLpred
Nucleo 52.2 % 65.2 % v
Mitocondria 30.4 % 21.7 % _
Citoplasma 13.0% 4.3 % _
Citoesqueleto _ 4.3 % _
Vesiculas del 4.3 % 4.3 % _
sistema secretorio

Tabla 1. Porcentaje de prediccion de la localizacion subcelular de la TTP otorgados por PSORT, por otra parte, ESLpred

indica el sitio de mayor probabilidad de presencia de la TTP en la célula.

8.2 La TTP se localiza en el citoplasmay nucleo de las células MCF-7

Con la finalidad de determinar experimentalmente la localizacion subcelular de la
TTP, se llevé cabo un fraccionamiento subcelular de las células MCF-7, para
obtener los extractos nucleares y citoplasmaticos, y posteriormente se efectud la
inmunodeteccion de la proteina TTP enddégena. Los resultados mostraron la
presencia y localizacion de la TTP tanto en el citoplasma como en el nucleo, sin
embargo, una mayor abundancia de esta proteina TTP se observo en la fracciéon
nuclear (Fig.1, panel superior). Ademas el ERa también se detectd principalmente

en la fraccion nuclear de las células MCF-7 (Fig.1, panel central).

Para determinar la pureza del fraccionamiento subcelular se efectto la
inmunodeteccion de proteinas marcadoras propias de cada compartimento
subcelular, tubulina-a se detectd principalmente en el citoplasma mientras que

lamina 31 se observo en la fraccidon nuclear (Fig. 1, paneles inferiores).
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Fig. 1. Inmunodeteccion de la TTP, ERa, tubulina-a y lamina B1 en fracciones subcelulares de MCF-7. En condiciones
enddgenas se observa una mayor abundancia de la tristetraprolina en el nucleo celular mientras que el ERa esta
exclusivamente en este compartimento subcelular. Tubulina-a se observa mayoritariamente en el citoplasma y lamina 1 sélo

en nucleo. n=3.

8.3 El estradiol no afecta la localizacion subcelular de la TTP.

Para establecer el efecto del E2 sobre la abundancia y localizacion de la TTP en los
compartimentos subcelulares de las células MCF-7 se llevd a cabo un curso
temporal de 0, 0.75, 2 y 4 horas en presencia de E2. Los resultados obtenidos
mostraron que el tratamiento con E2 no afecta la localizacién y abundancia de la
TTP en las células MCF-7 (Fig. 2, panel superior). Por lo tanto, mientras el ERa se
localiza mas en el compartimento nuclear, la proteina TTP se localiza tanto en el
nacleo celular, en mayor abundancia, como en el citoplasma y dicha distribucién

subcelular no es afectada por el estimulo de E2.

Los controles de carga especificos para cada compartimento subcelular muestran

que el fraccionamiento se realizé correctamente (Fig. 2, paneles inferiores).
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Fig. 2. Tiempos de estimulacion con estradiol en las fracciones subcelulares de MCF-7. Tanto en el citoplasma como

en el nacleo la TTP no mostré cambios en su localizacién y abundancia en presencia del E2. El ERa presenta un notable
aumento en la fraccion ndclear a las 2 h comparada con el endégeno mientras que en el citoplasma disminuy6 a partir de las

2 h de colocado el estimulo. Lamina 31 y tubulina-a fueron detectadas en nucleo y en citoplasma respectivamente. n=3.

8.4 La TTP se asocia con el receptor de estrégenos alfa

Para corroborar la interaccién entre la TTP y el ERa previamente descrita, se llevo
a cabo un ensayo de co-inmunoprecipitacion utilizando extractos totales de las
células MCF-7. Para ello, la proteina TTP se inmunoprecipito, y los complejos
iInmunoprecipitados se separaron mediante electroforesis SDS-PAGE.
Posteriormente se realiz6 lainmunodeteccion del ERa para determinar la asociacion
de estas proteinas, asi como la inmunodeteccion de la TTP para validar la
inmunoprecipitacion.  Adicionalmente, se realiz6 la co-inmunoprecipitacion
reciproca, inmunoprecipitando a ERa y detectando a la proteina TTP. Los
resultados obtenidos de ambos procedimientos muestran la asociacion entre las
proteinas TTP y ERa, como se indica en la figura 3. En el input de los extractos
totales de MCF-7 se detecté ala TTP y el ERa lo cual indica la presencia de ambas

proteinas (Fig. 3, columna izquierda).
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Fig. 3. Asociacién enddgena de la TTP con el ERa en extractos totales de MCF-7. A través del ensayo de co-

inmunoprecipitacion de la TTP y revelando contra ERa fue posible detectar la interacciéon entre ambas proteinas reforzando
tal resultado mediante la co-inmunoprecipitacion reciproca. La TTP y el ERa se observan en el input de la muestra indicando
de esta forma la presencia de las dos proteinas en éste contexto celular

8.5 Laasociacion dela TTP con el ERa ocurre en el nucleo de las células MCF-
7.

En los resultados previos se demostro la interaccion de la TTP con el ERa a través
de la co-inmunoprecipitacion de ambas proteinas en extractos totales de células
MCF-7 de manera endogena. Sin embargo, para determinar particularmente en que
compartimento subcelular se llevaba a cabo esta asociacion se realizo el
fraccionamiento subcelular de MCF-7 y la inmunoprecipitacion de ERa revelando
contra TTP en ambas fracciones subcelulares. Los resultados obtenidos muestran
gue la inmunoprecipitacion del ERa, favorece su deteccion en el citoplasma y nucleo
celular, no obstante, ERa esta enriquecido principalmente en el compartimento

nuclear.

De manera interesante, se observé que la asociacion de la TTP con el ERa ocurre
mayoritariamente en el nucleo y que una muy discreta interaccion entre ambas
proteinas ocurre en el compartimento citoplasmatico de las células MCF-7 (Figura
4, |IP a-ERa/TTP).
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Para cada caso, los inputs de los extractos proteicos del fraccionamiento subcelular
muestran de forma clara la presencia de las proteinas TTP y ERa, observandose

una mayor abundancia en el compartimento nuclear (Fig. 4, Input).

. «°
o N\

C N C N

Fig. 4. La asociacién de la TTP y el ERa ocurre especificamente en el niacleo (N) de las MCF-7. Mediante el

fraccionamiento subcelular e inmunoprecipitando al ERa se puede observar claramente la interaccién de ambas proteinas en
el compartimento nuclear al revelar contra la TTP (panel superior derecho), tal interaccién se manifiesta en mucha menor
proporcion en el citoplasma (C). El revelado contra el ERa mostré mayor abundancia en el ndcleo y menor en el citoplasma
(panel inferior derecho). Los inputs de cada condicién (30 pL de muestra) fueron obtenidos de extractos proteicos
citoplasmaticos y nucleares de células MCF-7.n=3.

8.6 La asociacion de la TTP con el ERa disminuye en el nucleo de las células

MCF-7 en presencia del E2.

Con el objetivo de dilucidar la dindmica de interaccion entre la TTP y el ERa en
presencia del estradiol se llevé a cabo la estimulacion con E2 durante 1 hora (h),
posteriormente se realiz6 la inmunoprecipitacion del ERa y se revel6 contra la TTP
en extractos nucleares proteicos de las células MCF-7. En un primer acercamiento
para determinar dicho objetivo los resultados mostraron que la presencia del E2
disminuye discretamente la asociacion entre TTP y ERa en comparacion con el
control que se tratd unicamente con el vehiculo etanol (EtOH) como se observa en

la Figura 5.
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Fig. 5. Lainteraccidn entre la TTP y el ERa disminuye discretamente en presencia de E2. Comparado con la condicién
control se observa que al inmunoprecipitar al ERa y revelar contra TTP la banda correspondiente a la estimulacion con

estradiol presenta una menor intensidad. n=3.

8.7 La presencia del E2 disminuye la asociacion de la TTP con el ERa

Para corroborar el efecto del E2 sobre la asociacién de TTP y ERa, se llevé a cabo
un curso temporal de 0, 0.75, 2 y 4 horas con el estimulo de E2 en células MCF-7.
Los extractos nucleares con estos tratamientos se utilizaron para llevar a cabo la
inmunoprecipitacion del ERa y la posterior deteccion de la TTP. Los resultados
indican que la asociacion de la TTP con el ERa disminuye en presencia de E2 en
comparacién con el control (Fig. 6, IP a-ERa/TTP), y tal efecto es mas evidente a
las 4 horas de estimulacién. La TTP fue detectada claramente en los inputs de todas
las condiciones, lo cual indica la presencia de dicha proteina en una fraccion de las

muestras utilizadas en este experimento como lo muestra la Figura 6 (INPUT/TTP).

Por otro lado, la inmunodeteccion del ERa indica la eficiente inmunoprecipitacion de
ERa en este experimento y los resultados de los inputs del ERa revelan la presencia
de la proteina en todas las condiciones determinando asi que la deteccion en las

IP’s corresponden efectivamente al ERa (Fig. 6, INPUT/ERa).
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Fig. 6. Laasociacion de la TTP con el ERa disminuye en presencia de E2. Realizado en extractos nucleares proteicos de
células MCF-7, al inmunoprecipitar al ERa y realizar el revelado contra la TTP se observa en la figura que en los tiempos
0.75, 2y 4 horas con el estimulo de E2 la asociacion entre la proteina TTP y el receptor nuclear fue menor comparada con la
condicién control (0 h), ERa fue constante al revelarse dicha proteina en su IP, mientras que para ambos casos los inputs

mostraron la presencia tanto de TTP y ERa. n=3.

9. DISCUSION DE RESULTADOS

En un contexto de cancer de mama utilizando a las células MCF-7 y mediante
fraccionamiento subcelular y western blot se determiné que la localizacion de la TTP
es de mayor abundancia en el nucleo de estas células, lo cual confirma la prediccion
realizada por los programas computacionales PSORT, PSORT Il y ESLpred que
determinan a la TTP como una proteina situada mayoritariamente en el nicleo
celular. Con base a estos primeros resultados y dada la caracteristica molecular de
las células MCF-7 donde ERa se encuentra altamente expresado, se sugiere que la
TTP se encuentra en mayor abundancia en el nucleo para llevar a cabo su funciéon
como un regulador negativo de la actividad del ERa impidiendo la expresiéon de sus
genes blanco, como lo sefala el estudio realizado por Barrios y colaboradores en
2014. Sin embargo, este trabajo es el primer estudio que sefiala la abundancia de
TTP en el nucleo de las células MCF-7 y demuestra su asociacién con ERa en este
compartimento. No obstante, la TTP también se localizd en el citoplasma de las
MCF-7 pero en menor cantidad, lo cual indica que pudiera llevar a cabo sus
funciones reportadas en el citoplasma!#®. Por otra parte en un contexto de cancer
de mama, tomando en cuenta los resultados de este trabajo que muestran la

abundancia en el nucleo de la TTP, se sugiere que su posible funcion nuclear podria
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radicar en reprimir la activacion del ERa a través de un mecanismo molecular ain

desconocido y posiblemente de otros receptores nucleares.

En presencia de E2 la localizacion subcelular de la TTP asi como su abundancia no
fueron modificadas, aunque algunos otros estimulos han demostrado su recambio
en la localizacién subcelular como es el caso del suero fetal bovino que promueve
la re-localizacién del ndcleo celular al citoplasma en fibroblastos de ratén?t. Con
base en la teoria consultada se llego a la suposicion de que el E2 promoveria la
movilizacion de la TTP del nucleo al citoplasma de las MCF-7 para de esta forma
disminuir la cantidad de la proteina en el compartimento nuclear evitando su funcién
como correpresor del ERa, no obstante, los resultados no mostraron cambios. Por
lo tanto, es aln necesario estudiar los mecanismos que inducen el transporte de la
TTP del nacleo al citoplasma en células de cancer de mama para llevar a cabo la
funcién hasta ahora mas ampliamente estudiada de la TTP que es la degradacion
de ARNm pro-oncoldgicos que codifican para proteinas que generan procesos
como la inflamacién, angiogénesis y metastasis promoviendo el desarrollo de la

enfermedad a estados mas avanzados?” 28,

Por otro lado, previamente se habia sugerido la interaccion entre la TTP y el ERa a
partir de extractos totales de las células MCF-7 mediante ensayo de co-
inmunoprecipitacion®®. En este trabajo fue posible reproducir tal resultado, y a partir
de ello se establecieron las bases para comenzar a dilucidar la dinamica de
interaccion entre ambas proteinas en presencia de E2. De esta forma, la asociacién
entre TTP y ERa fue confirmada en extractos totales proteicos mediante co-
inmunoprecipitacion y western blot confirmando con ello que la TTP se une al
receptor nuclear. Con base a la unién de ambas proteinas, revelada en extractos
proteicos totales, el siguiente punto consistid en determinar en qué compartimento
se llevaba a cabo esta asociacion. Los resultados indican que la interaccion entre la
TTP y el ERa se da especificamente en el nucleo de las células MCF-7 sugiriendo
asi que TTP se une al ERa para realizar su funcién sobre la actividad nuclear del
ERa. Es probable que la abundancia de la TTP en el nlcleo esté relacionada
directamente con su funcién sobre el ERaq, evitando de esta manera la transcripcién
de los genes blanco del ERa de manera enddgena para impedir la progresion de la

enfermedad mediante un factor transcripcional que por naturaleza se expresa
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altamente en estas células y su funcién esta relacionada con la expresion de los
genes de proliferacion y evasion de apoptosis en cancer de mama’-1%12, generando
fenotipos con mayor agresividad. Tal resultado no habia sido reportado
anteriormente en algun otro estudio, y es importante porque similarmente, la TTP
podria actuar como un correpresor de otros factores de transcripcion cuya actividad
sea también ligada al desarrollo de cancer de mama. Al respecto, cabe mencionar
que la expresion de la TTP se ha reportado disminuida en cancer de mama en los
estados mas avanzados, por lo que es probable que en estas circunstancias la
regulacion negativa de la actividad del ERa por la TTP esté perdida?® 26 por lo que
los resultados obtenidos en este trabajo presentan mayor relevancia en fases de
cancer de mama tempranas donde TTP aun esta presente y asociada a el ERa en

el ntcleo celular.

Finalmente los resultados de interaccion entre proteinas en el curso temporal
mostraron que la TTP y el ERa se asocian enddgenamente y tal asociacion se
interrumpe a partir de las 0.75 y durante las 4 h de colocado el estimulo, es decir, la
interaccibn de ambas proteinas se ve afectada conforme el curso temporal
incrementa en presencia de E2 en el nucleo de las células MCF-7 (Fig. 6). Es
importante sefialar que dentro del microambiente tumoral en cancer de mama el E2
es la hormona mas abundante y el principal ligando del ERa®, al determinar la
disminucién en la interaccibn de ambas proteinas en presencia de E2 en los
resultados de este trabajo, se sugiere que algun efecto similar pueda ocurrir en un
modelo in vivo . Posiblemente en un estado normal en el que intervengan TTP, ERa
y el E2 donde existe un equilibrio metabdlico celular y molecular, la intervencion del
E2 para regular la interaccion entre TTP y ERa sea modulada, no obstante, en el
contexto de cancer de mama el E2 unido al receptor podria intervenir en la
interacciéon con la TTP y consecuentemente impedir la funcién de represion de la
TTP sobre el ERa como lo sugieren conclusiones obtenidas en experimentos sobre
etapas tempranas de cancer de mama?® 3. Por lo tanto, los resultados presentados
sugieren que el E2 interviene directamente en la activacion del ERa al promover la

disociacion entre la TTP y el factor de transcripcién nuclear.
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10. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Aunque la TTP ha sido ampliamente estudiada en el citoplasma en diferentes
contextos celulares sus funciones en el nucleo son aun poco estudiadas y los
estudios que lo abordan son limitados. En este trabajo se determiné que la TTP
presenta una localizacion preferentemente nuclear en células de cancer de mama
MCF-7 y que existe una interaccion entre la TTP y el ERa en tal compartimento
subcelular en condiciones enddgenas, misma interaccion que es afectada por E2 a
medida que transcurre un lapso temporal, posiblemente interfiriendo con la
represion de la transactivacion del ERa por parte de la TTP como lo demostraron
Barrios y colaboradores (2014), lo cual corrobora la hipotesis presentada y otorga
las bases para investigaciones posteriores que contribuyan a un mejor
entendimiento de la enfermedad desde etapas iniciales ya que en las etapas finales

TTP ya no es expresada.

De este modo, una perspectiva de este trabajo es la determinacion e identificacion
de la composicion de los complejos transcripcionales conformados por ERay TTP

implicados en la represion de la actividad de este receptor en cancer de mama.
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