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RESUMEN

La proteina StarD7 (START domain containing 7) pertenece a la superfamilia de
proteinas con dominio START, que se caracteriza por unir y/o transportar moléculas
lipofilicas, participando en el transporte, metabolismo y sefalamiento intracelular lipidico.
Mutaciones de alguno de los genes que codifican para estas proteinas con dominio START
y/o modificaciones en la expresion estan asociadas a procesos patoldgicos, desérdenes
genéticos, enfermedades autoinmunes y tumores.

En este trabajo de tesis se realizaron diferentes aproximaciones experimentales a los
fines de comprender el rol de StarD7 en la fisiologia celular. Se utilizaron modelos de lineas
celulares trofoblasticas derivadas de coriocarcinoma (JEG-3 y BeWo), la linea HTR8/SVneo
derivada de tejido placental de primer trimestre y otras lineas celulares epiteliales.

Inicialmente se realizé en la linea celular JEG-3 un anlisis global de la expresidn de
transcriptos evaluando el efecto del silenciamiento de StarD7. Los resultados demostraron
expresion diferencial de un gran numero de genes, entre estos: Cnx43, TWIST1, MBD2,
TGFBRII, ABCG2, THSD7A, SMURF2, KDELC1 y NID1 fueron validados mediante gRT-PCR.
Estos hallazgos podrian conducir a identificar genes candidatos dependientes de StarD7
probablemente relacionados a su funcién celular.

Se demostrd, en todas las lineas celulares silenciadas con siRNA contra StarD7, una
disminucion en los niveles del transcripto y la proteina ABCG2 (ATP binding cassette
subfamily G member 2) el cual codifica para un transportador de eflujo de
lipidos/xenobidticos. Por el contrario se observé que la sobre-expresién de StarD7 aumenta
los niveles proteicos de ABCG2, indicando una correlacidon positiva entre ambas proteinas.
Ademads, las células deficientes de StarD7 presentaron una menor actividad del
transportador y mayor susceptibilidad a la droga antineoplasica mitoxantrona.

Ensayos de inmunofluorescencia y de microscopia electrdnica en células silenciadas
contra StarD7 revelaron fragmentacion del aparato de Golgi con una marcada alteracién en
las estructuras subcelulares: con reticulo endoplasmico (RE) dilatado, desorden en el sistema
de endomembranas y numerosas mitocondrias con morfologia anormal localizadas
alrededor del nucleo. Estos resultados se acompafiaron con una disminucién en la biosintesis
de novo de fosfolipidos y cambios en la expresidn de proteinas y genes involucrados en la

respuesta de estrés del RE. Adicionalmente se demostré que las células silenciadas fueron



mas sensibles a una injuria estresora con una mayor produccion de especies reactivas del
oxigeno e incremento en los niveles de la enzima antioxidante hemo oxigenasa-1.

Ademas, se observd que la deplecion de StarD7 conduce a una disminucién en la
proliferaciéon y migracion celular, aumentando la adhesién celular. A su vez, en las lineas de
origen trofoblastico JEG-3 y BeWo se observé un incremento en la diferenciacién celular.

Finalmente, ensayos de inmunoprecipitacion de proteinas de células que sobre-
expresan StarD7 y andlisis de espectrometria de masa, permitieron identificar algunas
proteinas que interactuarian con StarD7. Entre estas posibles moléculas se ubican ubiquitin
ligasas tipo Cul3, proteinas adaptadoras de Cul3 (con dominios KLHL, BTB o KELCH,
sugiriendo que StarD7 podria regular la actividad de Cul3. Adicionalmente StarD7
interactuaria con el complejo argonauta GW182 (TNRC6A y B).

En resumen en este trabajo de tesis se ha demostrado que la proteina transportadora
de lipidos StarD7 participa y contribuye a mantener tanto la homeostasis intracelular asi
como los procesos fisioldgicos fundamentales de proliferacién, migracion y diferenciacién
celular. Estos hallazgos fueron confirmados en diferentes lineas epiteliales tanto de origen

trofobldstico como no trofobldstico sugiriendo que StarD7 tiene un rol funcional conservado.



ABSTRACT

StarD7 protein (START domain containing 7) belongs to the superfamily of proteins
with START domain, which are implicated in lipid transport, metabolism, and signaling.
Mutations in the genes that code for these proteins and/or changes in its expression are
associated with pathological processes, genetic disorders, autoimmune diseases, and
tumors.

In this thesis, different experimental approaches for the purpose of understanding
the role of StarD7 in cell physiology were conducted. Models of trophoblastic cell lines
derived from choriocarcinoma (BeWo and JEG-3), the HTR8/SVneo cell line derived from first
placental tissue and others epithelial cell lines were used.

Initially, a global analysis of gene expression in silenced-StarD7 JEG-3 cells was
performed. The results showed differential expression of a large number of genes, and the
levels of some of them (Cnx43, TWIST1, MBD2, TGFBRII, ABCG2, THSD7A, SMURF2, KDELC1
and NID1) were validated by gRT-PCR. These findings could lead to identify StarD7-
dependent genes probably related to its cellular function.

In relation to the ABCG2 (ATP binding cassette subfamily G member 2) transcript
which encodes for a lipid/xenobiotics efflux transporter, it was observed, in all StarD7-
silenced cell lines, a decrease in the levels of the ABCG2 transcript and protein. On the other
hand, it was showed that overexpression of StarD7 increases the ABCG2 protein levels,
indicating a positive correlation between both proteins. In addition, cells lacking StarD7
presented a deficit in the activity of this protein, and increased susceptibility of cells to
antineoplastic drug mitoxantrone.

Immunofluorescence and ultraestructural assays revealed fragmentation of the
apparatus of Golgi and a marked alteration in subcellular structures with dilated
endoplasmic reticulum (RE), disorder in the system of endomembranes with numerous
mitochondria with abnormal morphology located around the nucleus. In addition, it was
determined that the novo biosynthesis of phospholipids was decreased.

Also, the depletion of StarD7 originated changes in the expression of proteins and
genes involved in the stress response of RE. Additionally, it was shown that silenced cells
were more sensitive against an injury with increased production of reactive species of

oxygen and increased levels of the antioxidant enzyme heme oxygenase-1.



Additionaly, the silencing of StarD7 led to a decrease in the cell proliferation and
migration, increasing cellular adhesion. Moreover, in trophoblast cell lines, JEG-3 and BeWo,
silenced against StarD7 an increase biochemical and morphological differentiation markers
was observed.

Finally, protein immunoprecipitation and mass spectrometry analyses of cells that
over-express StarD7 allow it to identify some proteins that interact with StarD7. Among
them, ubiquitin ligases type Cul3 and adaptor proteins of Cul3 KLHL, BTB, and KELCH
domains were found, suggesting that StarD7 could regulate the activity of Cul3. Additionally
StarD7 would interact with Argonaut GW182 complex (TNRC6A and B) suggesting that
StarD7 could be a component of the cellular silencing machinery.

In summary, in this thesis work it was demonstrated that the lipid transfer StarD7
protein participates and contributes to maintain intracellular homeostasis as well as
fundamental physiological processes of cellular migration, proliferation, and differentiation.
These findings were confirmed in different epithelial cell lines from trophoblastic as non

trophoblastic origin suggesting that StarD7 has a conserved functional role.
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SECCION 1

LOS LIPIDOS Y SU TRANSPORTE EN CELULAS EUCARIOTAS

Los lipidos son moléculas hidrofébicas pequefias que poseen una inmensa diversidad
estructural. Son componentes vitales de numerosos procesos biolégicos constituyendo los
elementos esenciales para la formacion de las membranas bioldgicas (fosfolipidos, y
esfingolipidos), de proteinas especificas (miristoilacion, palmitoilacién), o como sustratos
para la produccion de energia metabdlica (acidos grasos) asi como moléculas de
sefialamiento celular (fosfoinositidos, ceramida, DAG) (van Meer et al., 2008).

Una célula eucariota superior contiene mas de 1.000 especies diferentes de lipidos,
los cuales no se distribuyen homogéneamente entre las membranas intracelulares. Cada
organela tiene una composicién lipidica caracteristica requerida para una adecuada funcién
celular. La funcionalidad de los lipidos estd determinada por su concentracion local, que
varia entre las organelas, entre las dos caras de la bicapa lipidica e incluso en el plano lateral
de la membrana. Muchas enfermedades, tales como la aterosclerosis, la diabetes tipo I, los
desdordenes de almacenamiento lisosomal, entre otras, se asocian con defectos en la

cantidad, calidad y/o distribucién de los lipidos intracelulares (Prinz, 2010).

1.1. Caracteristicas y distribucion de los lipidos en las células eucariotas

Los principales lipidos estructurales en las membranas eucariotas son los
glicerofosfolipidos, formados por dos cadenas de acidos grasos y un grupo éster de fosfato
en la cabeza polar unidos a un esqueleto de glicerol (Fig. 1). Los principales son:
fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilserina (PS), fosfatidilinositol (PI) y
acido fosfatidico (PA). Cada clase de fosfolipido contiene una multitud de especies
moleculares definidas por la longitud y el grado de saturacién en sus cadenas alifaticas.
Tanto la composicién de la cabeza polar, como la cadena alifatica influyen en las
propiedades fisicas de la membrana.

PC representa mas del 50% de los fosfolipidos en la mayoria de las células eucariotas.
Contiene mayoritariamente acido palmitico o acido estedrico en la posicion del carbono 1
del glicerol y acidos grasos insaturados de 18 carbonos: oleico, linoleico o linolénico en la

posicién del carbono 2 del glicerol. Facilitado por su forma cilindrica, PC se auto-ensambla
8
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espontdneamente en bicapas cerradas que adoptan un estado cristalino liquido a
temperatura fisioldgica, proporcionando una matriz estable y fluida a las membranas

celulares (Fig. 2) (van Meer et al., 2011; Holthuis et al., 2014).

Glicerolipidos : Esfingolipidos : Esteroles
| PC, PE, PS, PI | | Esfingomielina | l Glicoesfingolipidos | |Colesterol
Cabeza o :
de grupo - 5
e 1@
O e |
Gllcerol N Esterol
o § HO HO ; OH
65mol% 10 mol% i 25moi%

Figura 1. Las tres principales clases de lipidos presentes en las membranas de los mamiferos. Extraido
de van Meer et al., 2011.

PE es un fosfolipido de forma cénica que impone una curvatura negativa a la
membrana debido a su grupo polar relativamente pequefo, promoviendo la formacidn de
defectos de empaquetamiento que facilitan la fusion de membranas, influyendo en la unidn
y actividad de las proteinas de membranas periféricas. A pesar de su relativamente baja
abundancia, PS y Pl son determinantes claves de la membrana por su superficie de carga y
por mediar en las interacciones funcionales con proteinas de membranas periféricas e
integrales que poseen regiones cargadas positivamente (Marsh, 2007; Holthuis et al., 2014).

Los esfingolipidos contienen principalmente cadenas alifaticas trans-insaturadas o
saturadas, ligadas a un esqueleto de serina. Esta estructura hidrofébica, denominada
ceramida, estd decorada con un grupo polar: fosfocolina en el caso de esfingomielina (SM) o
con sacaridos en el caso de los glicoesfingolipidos. Debido a la composicién de su cadena
alifatica, la SM forma un cilindro estrecho mas alto que PC, aumentando la densidad de
empaqguetado en la membrana. En consecuencia, a temperaturas fisioldgicas existe una
bicapa de SM en una fase de gel sélido con cadenas alifaticas inmoviles.

Los esteroles son lipidos apolares con un nucleo inflexible formado por cuatro anillos
fusionados, siendo el colesterol el mas predominante en los mamiferos. Los esteroles hacen

rigidas las membranas, reduciendo la flexibilidad de las cadenas alifaticas insaturadas

9
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vecinas, aumentando asi el espesor de la membrana y la impermeabilidad a los solutos

(Holthuis et al., 2014).
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Figura 2. Las membranas de las organelas secretoras tempranas y tardias tienen distintas
composiciones lipidicas y propiedades fisicas. A) Las propiedades fisicas de la membrana estan
influenciadas por la composicion lipidica. B) El reticulo endoplasmico (RE) tiene una bicapa delgada y
lipidos neutros hacia la superficie citoplasmatica adaptada para su funcién biogénica. La membrana
plasmatica (MP) tiene una bicapa de mayor grosor que el RE con lipidos de carga negativa hacia la
superficie citoplasmatica adaptada para su funcidon de barrera. Estos contrastes en las propiedades
fisicas se reflejan en la longitud (20 aa y 25 aa, respectivamente) y geometria de los dominios de
transmembrana (TMDs) de las proteinas residentes de membrana plasmatica y del RE. El aparato de
Golgi es un organulo polarizado y multi-cisternal que posee también composicion lipidica Unica.
Extraido de Holthuis et al., 2014.

El reticulo endopldsmico (RE) es el principal sitio de sintesis de lipidos en la célula,
proporcionando una gran parte de los lipidos a la membrana del aparato de Golgi y a la
membrana plasmatica debido a que estos organulos secretores distales tienen poca o nula
capacidad para producir sus propios lipidos.

Los lipid droplets también participan en la sintesis de los ésteres de esteroles y
triglicéridos. Los esteroles representan 5 mol% de los lipidos en el RE, pero abundan en el
trans-Golgi y la membrana plasmatica (30-40 mol%) (Holthuis et al., 2014).

La mayor parte de los esfingolipidos se sintetizan en el lumen del trans-Golgi a partir

de la ceramida suministrada por el RE y se acumulan en la membrana plasmatica, mientras

10
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qgue sus niveles son bajos en el RE. Por otra parte, los fosfolipidos de la membrana
plasmatica son mas saturados que los del RE debido a una remodelacién sustancial de sus
cadenas alifaticas.

Aproximadamente el 45% de los fosfolipidos de la mitocondria son sintetizados de
forma auténoma por la organela, mayoritariamente PE, PA y cardiolipina presente en la
membrana interna mitocondrial (van Meer et al., 2008). La composicion lipidica de los
endosomas y lisosomas es similar a la de la membrana plasmatica, pero contienen acido
lisobifosfatidico. Los peroxisomas y las mitocondrias tienen composiciones lipidicas similares

a las del RE (Fig. 3).

Mitocondria

Golgi Membrana Plasmatica Endosomasy Lisosomas

Figura 3. Distribucion de lipidos en las células eucariotas. BMP: &cido lisobifosfatidico, CL:
cardiolipina, Col: colesterol. Extraido de van Meer et al., 2011.

En resumen, la composicion lipidica de las organelas celulares se adapta a sus tareas
especializadas. Las membranas intracelulares muestran una transicién fundamental en su
composicion lipidica dividiendo la via secretora en territorios de membranas tempranas y
tardias, lo que permite a la célula compatibilizar las funciones biogénicas con las de barrera
(Fig. 2). A los fines de mantener las caracteristicas contrastantes de estos territorios de la
erosién generada por el trafico vesicular las células evolucionaron incorporando una red de
sensores de composicion lipidica y tuberias a lo largo de la cual los lipidos se mueven por

mecanismos no vesiculares (Holthuis et al., 2014).
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1.2. Transporte intracelular de lipidos: rol de las proteinas transportadoras de lipidos

Los lipidos sintetizados en el RE son transportados a las diferentes membranas
celulares u organelas, a través de mecanismos de transporte vesicular o no vesicular (Lev,
2010, 2012) (Fig. 4).

El transporte vesicular de lipidos, en oposicion al no vesicular, requiere energia
metabdlica, un citoesqueleto intacto y la conexidn con la maquinaria de transporte vesicular.
En cambio, en el transporte de lipidos no vesicular un mondémero de lipido difunde a través
de la membrana donora a otra aceptora. Dado que la mayoria de los lipidos celulares son
altamente hidrofdbicos, su difusidon a través de una fase acuosa es muy lenta e insuficiente
para sostener el transporte (Mesmin et al., 2009). Sin embargo, el transporte espontdneo de
los lipidos se puede facilitar, en gran medida, por medio de los denominados “sitios de
contacto de membranas” (SCM) y a través de las proteinas de transferencia de lipidos (LTP)

(Lev, 2010, 2012).

Membrana aceptora
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Figura 4. El intercambio de lipidos entre compartimentos celulares se produce por mecanismos
vesiculares (a) y no-vesiculares (b — g). Uno de los mecanismos de transferencia de lipidos no
vesicular entre las membranas es la transferencia espontanea de los mondmeros de lipidos (b). Otro
intercambio de lipidos no vesicular requiere de proteinas de transferencia de lipidos (LTPs) (c). Hay
cinco grandes familias de LTPs y la mayoria de las células expresan muchas de ellas. Las LTPs unen
solo una molécula lipidica en un tuanel hidrofébico o hendidura y pueden transportarla entre las
membranas. Las LTPs pueden actuar en los sitios de contacto de membranas (SCM) (d)—(f). Algunos
intercambios de lipidos en SCM no parecen requerir LTPs pero en cambio pueden estar mediados por
transportadores integrales de membrana (g). Extraido de Toulmay et al., 2011.
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El movimiento de lipidos intramembranas (“flip-flop”), es producido por las flipasas
que estabilizan la asimetria de la transbicapa, para que el grupo polar de los fosfolipidos
pase facilmente a través del interior de la membrana hidrofébica. Por ejemplo, la activacién
de la 'escramblasa’ permite el intercambio de lipidos entre las bicapas y expone PS sobre la
superficie celular. Esto ocurre en la apoptosis, donde PS es reconocida por un receptor y la
célula apoptdtica sufre fagocitosis. Las flipasas también generan la curvatura de la
membrana, facilitando la gemacién de vesiculas en el transporte del RE al Golgi.

Cada regién de la membrana del trans-Golgi contiene P4-ATPasas, miembros de la
familia de transporte tipo catidnico P-ATPasas, que translocan los aminofosfolipidos PS y PE
hacia la hemicapa citosdlica de la membrana. Por otro lado, los transportadores ABC (ATP-
binding cassette) mueven los lipidos desde la hemicapa citosdlica, utilizando el mecanismo
de una flipasa inversa ('floppase'). En la mayoria de los casos, los transportadores ABC
exterioriza el sustrato lipidico hacia aceptores fuera de la membrana (van Meer et al., 2008;
Leventis et al., 2010).

Por otro lado, el transporte no vesicular de lipidos intermembranas ocurre
fundamentalmente facilitado por las LTPs que pueden llevar un monémero de lipidos en un
bolsillo hidrofébico y transferirlo entre membranas a través de una fase acuosa. Las LTPs se
han identificado en eucariotas, plantas y en bacterias, y de acuerdo a su similitud de
secuencia se han subdividido en diferentes familias de proteinas denominadas OSB
(Oxysterol-binding protein)/ORP (OSBP-related proteins), PITP (Phosphatidylinositol transfer
protein), proteinas con el dominio CRAL/TRIO, GLTP (Glycolipid transfer protein), SCP (Sterol
carrier proteins) y START (steroidogenic acute regulatory protein-related lipid transfer)
(Holthuis et al., 2005) (Fig. 5).

En general, las LTPs tienen especificidad para uno o mas tipos de lipidos, y pueden
contener sélo el dominio de transferencia de lipido, o dominios estructurales adicionales con
diferentes funciones. Pueden existir en dos conformaciones diferentes: una conformacion
"cerrada", lo que refleja una conformacién de transporte competente, donde una molécula
lipidica estd encerrada en la cavidad y una conformacion "abierta" unida a la membrana
(Wirtz, 2006; Wirtz et al., 2006). Muchas LTPs poseen motivos especificos de interaccion con
la membrana tales como el motivo FFAT que se acopla a receptores del RE, y un dominio PH

gue une fosfatidilinositol-4-fosfato. La presencia de estos motivos asegura una mayor
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frecuencia de encuentros productivos entre las LTPs y membranas particulares, asegurando
la especificidad de transporte (Holthuis et al., 2014).

El tipo de lipidos y su concentracién en la superficie asi como parametros adicionales,
incluyendo la composicion lipidica de las membranas donora y aceptora, su carga, la
curvatura, el tamafo y la fluidez, influencian el transporte de lipidos mediado por las LTPs. El
tiempo de difusidn a través de la LTP en el citosol se correlaciona con la distancia entre las
membranas donoras-aceptoras y podria reducirse en gran medida si las dos membranas se

encontraran en estrecha aposicién una a la otra en los SCM (Lev, 2010, 2012).
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Figura 5. Trafico de lipidos entre las principales membranas. (lzquierda) los glicerofosfolipidos son
sintetizados en el RE y su transporte exocitico es por mecanismos no vesicular, pobremente
caracterizado. La sintesis de novo de esfingolipidos se inicia en el RE. El transporte de ceramida del
RE al Golgi para la formacidn de esfingolipidos mas complejos es mediado por la proteina CERT y en
menor medida por transporte de membrana. El transporte post-Golgi de esfingolipidos complejos
depende de transporte de membrana. Esfingosina que proviene de esfingolipidos complejos
degradados lisosomalmente puede ser acilada formando ceramida en el RE y reciclada a SM vy
glicoesfingolipidos. (Derecha) las enzimas biosintéticas de colesterol residen en el RE, y algunas
enzimas también estan localizadas en peroxisomas (Px). Los esteroles son transportados en gran
medida a través del Golgi y las proteinas ORP desempefian un papel importante en este proceso. Los
esteroles importados en las mitocondrias por StAR pueden utilizarse para la sintesis de hormonas
esteroideas. Las flechas indican la direccion del transporte de lipidos. Las proteinas transportadoras
estan indicadas por circulos negros. Extraido de Blom et al., 2011.
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1.3. Los lipidos como mensajeros primarios y secundarios

Las células utilizan vias de sefializacion especificas mediadas por lipidos para
diferentes fines, por ejemplo, varios gliceroesfingolipidos son blanco de toxinas, virus,
bacterias y parasitos. Un importante sistema regulador incluye quinasas y fosfatasas lipidicas
gue proporcionan derivados Unicos de Pl que son fosforilados en una, dos o tres posiciones
del anillo de inositol, formando los fosfoinositidos. Se encuentran mayores concentraciones
de fosfatidilinositol-4-fosfato en el aparato de Golgi, fosfatidilinositol 3-fosfato en
endosomas y fosfatidilinositol (4,5) - bisfosfato en las membranas plasmaticas. Los mismos
reclutan, en la superficie citosélica, proteinas efectoras especificas de organelas para el
transporte vesicular y transduccion de sefiales, mientras que en la matriz nuclear forman
parte de los complejos proteicos de sefializacion (Barlow et al., 2010; van Meer et al., 2011).

La ceramida y el diacilglicerol (DAG) son mensajeros secundarios producidos por
fosfolipasas en la membrana plasmatica que reclutan quinasas y fosfatasas citosdlicas.
Ambos son reguladores de la apoptosis y el transporte a través del Golgi. Los lisofosfolipidos,
acidos grasos, DAG y acido fosfatidico productos de la accidon de las fosfolipasas A2, Cy D,
participan en la gemacion y fusion de membranas en el aparato de Golgi y probablemente
en otras organelas. Los lipidos solubles en agua como la esfingosina-1-fosfato (S1P) y acido
lisofosfatidico (LPA) son secretados por las células a través de transportadores ABC y
posteriormente activan receptores localizados en la superficie celular (Takabe et al., 2008).
Estan involucrados en multiples aspectos de la proliferacién celular y la diferenciacion (van
Meer et al., 2011). El 4cido araquiddnico, sus derivados y los oxiesteroles activan receptores
nucleares que afectan la transcripcidon. Finalmente, las células también emplean sistemas de
sensores y efectores para regular la composicién lipidica de sus membranas. Un ejemplo es
el sistema de la sterol regulatory element binding protein (SREBP) (Radhakrishnan et al.,

2008).
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SECCION 2

LA FAMILIA DE PROTEINAS START

La familia de proteinas con dominio START, son LTPs involucradas en el transporte de
lipidos no vesicular. Poseen un dominio START de 210 aminodcidos que une lipidos, cuya
estructura tridimensional se define por una cavidad hidrofébica que puede acomodar una
molécula de lipido y sirve asi como un "puente hidrofébico" entre la membrana donoray la
aceptora. En algunas proteinas el dominio START puede actuar como un sensor de lipidos
mas que como transportador. Las proteinas con dominio START tienen diversas
especificidades lipidicas y localizaciones subcelulares lo que explica su rol especifico en el
sensado /transporte de lipidos (Fig. 6).

Las proteinas START actuan en una variedad de procesos fisioldgicos, tales como
transferencia de lipidos entre los compartimientos intracelulares, el metabolismo lipidico y
modulaciéon en los eventos de sefializacidon. La mutacién o expresiéon desregulada de las
proteinas START esta vinculada a procesos patoldgicos, incluyendo enfermedades genéticas,
enfermedades autoinmunes y cancer. Ademds del dominio START comun, que siempre se
encuentra en el extremo carboxiterminal en los mamiferos, la mayoria de las proteinas
START poseen dominios adicionales que favorecen el intercambio de lipidos. Existen
evidencias que estos dominios adicionales podrian ser capaces de crear SCM entre
diferentes organelas favoreciendo el intercambio de lipidos a través del dominio START (Alpy

et al,, 2014).

2.1 Diversidad de la familia de proteinas con dominio START

En humanos, 15 proteinas diferentes poseen el dominio START. Basado en la

homologia de secuencia del dominio START, el ligando lipidico y funciones similares, estas

proteinas han sido agrupadas en 6 subfamilias (Fig. 6).
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Figura 6. Estructura de la familia de proteinas START. La familia de proteinas START se divide en
subfamilias basadas en la homologia de secuencia del dominio START. Mt: sefial de localizacidon
mitocontral; MENTAL: MLN64 N-terminal domain; PH: pleckstrin homology; FFAT: dos regiones
acidicas de fenilalaninas; THIO: plegamiento hotdog dominio acil-CoA tioesterasa; SAM, sterile alpha
motif; RHOGAP: proteina activadora de GTPasa; KMD: dominio motor de kinesina, FHD: FHA dominio
de unidn de fosfoproteinas. Extraido de Alpy et al., 2014.

2.2. Subfamilia StarD1/StAR

Este grupo incluye a dos miembros, StarD1 (StAR), el modelo de la familia START, y

StarD3 (MLN64). Las proteinas StarD1/D3 son similares en el dominio START, el cual sélo une

colesterol. Tienen propiedades bioquimicas idénticas de unién y transferencia del lipido
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(Arakane et al., 1997), pero difieren en su parte amino-terminal, ya que StarD1 posee una
sefial que la direcciona a la mitocondria, mientras que StarD3 tiene un dominio de anclaje a
la membrana, el dominio MENTAL (Alpy et al., 2005). La localizacién subcelular diferencial de
estas proteinas sugiere diferentes funciones en el trafico de colesterol. En efecto, StarD1 es
una proteina mitocondrial expresada fundamentalmente en gdénadas y glandulas
suprarrenales, mientras que StarD3, se expresa ubicuamente anclada a la membrana de los
endosomas tardios (Alpy et al., 2001).

StarD1/StAR fue descrita por primera vez como una proteina de 30 kDa inducida por
la estimulacion de la hormona trépica en la corteza suprarrenal de rata y en sistemas de
cultivos celulares (Krueger et al., 1983). Es una fosfoproteina que se sintetiza en el citosol
como una proteina precursora de 37 kDa. Se importa a la mitocondria y es procesada en un
producto intermedio de 32 kDa y uno maduro de 30 kDa que se localiza dentro de la matriz
(Stocco, 2001). El incremento de la expresiéon StarD1 en la linea de macréfagos THP-1
disminuye los niveles totales de lipidos y colesterol, aumentando los niveles de ABCG1 y
PPARy (Ning et al.,, 2009a; Ning et al., 2009b; Bai et al., 2010). Por otro lado, el
silenciamiento de la expresiéon de la proteina mediante siRNA en HepG2 resulté en una
disminucion en el contenido de colesterol mitocondrial y aumento de la sensibilidad a
agentes inductores de apoptosis (Clark, 2012).

De especial importancia fue el hallazgo de que las mutaciones en el gen hStarD1 son
la base mas comun de la hiperplasia suprarrenal congénita lipoide (Fluck et al., 2011). Esta
enfermedad se caracteriza por una falta total de sintesis de las hormonas esteroides que se
acompafa por una acumulacién patoldgica de colesterol en las lipid droplets dentro de las
gonadas vy las glandulas suprarrenales (Clark, 2012). Este fenotipo refleja la incapacidad de la
proteina StarD1 mutante para transportar colesterol a través de las membranas
mitocondriales y permitir su conversién en pregnenolona, el precursor de las hormonas
esteroides (King et al., 2011).

StarD3/MLNG64, al igual que StarD1, une especificamente colesterol. Se encuentra
sobreexpresada en tumores malignos de mama en comparacién con los benignos
(Tomasetto et al., 1995). StarD3 podria funcionar en la esteroidogénesis en érganos que no
expresan StarD1, como la placenta (Arakane et al., 1997). Sin embargo, ratones que carecen
del dominio START parecen normales y no muestran defectos en la esteroidogénesis,

haciendo esto poco probable (Kishida et al., 2004). Debido a |la presencia del dominio START
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y su localizacién en la membrana endosomal, se ha propuesto que StarD3 participa en la
homeostasis del colesterol a través de la movilizacidn del colesterol endosomal al aceptor
citosdlico o de membrana. El dominio MENTAL de StarD3 le permite anclarse a las
membranas endosomales, dejando al dominio START C-terminal en el citoplasma (Alpy et al.,
2001). Este domino es un médulo de interaccion proteina-proteina y al mismo tiempo unidor
de colesterol (Alpy et al., 2005).

StarD3 tiene un papel potencial en la enfermedad de Niemann Pick Tipo C. Esta
enfermedad es un trastorno de almacenamiento de lipidos causada por mutaciones que dan
lugar a la acumulacion de colesterol en organulos de almacenamiento lisosomal, que lleva a

trastornos neuroldgicos y hepatoesplenomegalia (Rosenbaum et al., 2011; Clark, 2012).

2.3. Subfamilia StarD4

Este grupo esta formado por las proteinas StarD4, StarD5, y StarD6. Estas tres
proteinas unen colesterol e hidroxicolesterol. Las propiedades de unién de colesterol de
StarD4/D5/D6 son sustancialmente idénticas a las de StarD1 y StarD3 (Alpy et al., 2009).

StarD4 transporta colesterol tanto a mitocondrias como al RE. La expresion
heterdloga de StarD4 en células COS-1 o la adicién de StarD4 recombinante a mitocondrias
aisladas estimuld la transferencia de colesterol a las mitocondrias, aunque con menor
eficiencia en relacion con StarD1 (Soccio et al., 2005).

La proteina StarD5 une especificamente colesterol y 25-hidroxicolesterol y no otros
esteroles. Se encuentra sobreexpresada en cancer de pulmdn, higado y rifidn, localiza en las
regiones perinuclear de la célula, pero no colocaliza con los marcadores de endosoma. Se ha
observado, en macréfagos y en los tubulos renales proximales, una amplia distribucion
celular: citoplasma-membrana plasmatica-Golgi-RE, (Rodriguez-Agudo et al.,, 2005;
Rodriguez-Agudo et al., 2006; Rodriguez-Agudo et al., 2008; Chen et al., 2009).

Aunque StarD4 y D5 son expresadas en los mismos tejidos, sus genes son regulados
diferencialmente, lo cual sugiere que tienen distintas funciones en el metabolismo del
colesterol (Soccio et al., 2005); mientras que la expresién de StarD4 es inducida por
proteinas reguladoras de unidn a esteroles, la expresién de StarD5 incrementa por estrés de

RE.
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En contraste, la expresion de StarD6 estd restringida a testiculo y se expresa en las
células espermatidas pero no en las esteroidogénicas (Soccio et al., 2003; Gomes et al.,
2005). Es importante el rol que juegan los lipidos y esteroles en la funcidn del espermay la
relacion colesterol/fosfolipidos en la membrana plasmatica disminuye durante la
capacitacién del mismo (Travis et al., 2002). También se ha demostrado expresién de StarD6

en el sistema nervioso de rata expuestas a condiciones neurotéxicas (Chang et al., 2009).

2.4. Subfamilia StarD2/PCTP

El analisis filogenético agrupa a las proteinas StarD2/PCTP, StarD7, StarD10 vy
StarD11/CERT/GPBP. Este subgrupo es el mas heterogéneo de todos, ya que los genes tienen
una organizacién exonica distinta y dos de las proteinas que lo componen unen diferentes
lipidos.

StarD2/PCTP (proteina transferidora de fosfatidilcolina) es una proteina citosdlica
especifica de lipido que promueve el rapido intercambio de PC entre membranas (Wirtz,
1991). Se ha propuesto que PCTP transfiere PC desde su sito de sintesis en el RE a la cara
interna de la membrana plasmatica y/o a la membrana externa de la mitocondria.

StarD7, también conocida como GTT1 (Gestational Trophoblastic Tumour 1), es una
proteina cuyo transcripto fue identificado en nuestro laboratorio sobreexpresado en
coriocarcinoma (Durand et al., 2004). Ya que StarD7 es el eje de estudio de esta tesis, una
descripcién mas detallada acerca de los avances en el conocimiento de la misma sera
desarrollada mas adelante.

StarD10 (denominada en primera instancia como PCTP-like) se expresa
constitutivamente en muchos érganos, incluyendo higado, donde podria participar en la
exportacion de lipidos a la bilis. StarD10 une PCy PE (Olayioye et al., 2005). Su expresion es
regulada durante el desarrollo del testiculo y glandulas mamarias, y estd concentrada en el
flagelo de los espermatozoides (Yamanaka et al., 2000).

StarD11/CERT es una de las proteinas START mejor caracterizadas. Interviene en el
transporte no vesicular de ceramida desde su sitio de sintesis en el RE al aparato de Golgi
donde es convertida en SM (Hanada et al.,, 2003). Ademas, la ceramida transportada por
CERT sirve como sustrato de la enzima glucosilceramida sintasa que sintetiza

glucosilceramida en el Golgi (Halter et al., 2007). StarD11 puede transferir eficientemente
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varias especies de ceramida con acidos grasos de cadena larga (C14-C20) (Kumagai et al.,
2005). Mientras que in vitro, la transferencia de ceramida de membranas donoras a
aceptoras solo requiere el dominio START, in vivo, requiere la cooperaciéon de varios

modulos de la proteina, tales como el dominio PH y el motivo FFAT (Hanada et al., 2009).

2.5. Subfamilia RhoGAP-START

Este grupo esta compuesto por tres proteinas: StarD8 (DLC-3), StarD12 (DLC-1) y
StarD13 (DLC-2) las que poseen una region SAM (motivo alfa estéril), un dominio Rho-GAP
(proteina activadora Rho-GTP) y un dominio START (Durkin et al., 2007; Liao et al., 2008;
Lukasik et al., 2011). La funcién del dominio SAM en estas proteinas no se entiende todavia
completamente. Sin embargo, se reportd que el dominio SAM de StarD12 interactta con el
factor de elongacidon eucariota 1A1 (EF1A1), una proteina implicada en el control del
crecimiento/muerte celular y de la red citoesquelética (Zhong et al., 2009). Esta interaccion
permite la localizacién eficiente de EF1Al en la periferia de la membrana y frena la
migracidon celular en una manera dependiente de Rho-GAP. Hasta ahora, la principal
actividad biolégica conocida de StarD8/D12 y D13 estda mediada por su dominio Rho-GAP.
Entre el dominio Rho-GAP y el START se encuentra una region desestructurada que es
responsable de la localizacién de StarD8/D12 y D13 en las adhesiones focales (Kawai et al.,
2004; Kawai et al., 2007; Kawai et al., 2009). Se demostrd que esta regidn puede interactuar
con el dominio SH2 de C-terminal tensin like y el dominio PTB de tensinl y 2, que son
proteinas residentes en adhesiones focales, explicando asi la localizacion de StarD8/D12 y
D13 en estas areas especializadas de la membrana plasmatica (Liao et al., 2007; Liao et al.,
2008; Dai et al.,, 2011). Por lo tanto, las tres proteinas son muy similares en cuanto a
estructura, localizacién celular y rol en el citoesqueleto de actina sugiriendo funciones
redundantes. La ubicacién subcelular especifica de StarD8, D12 y D13 y sus capacidades para
activar pequefias proteinas de unidon a GTP, desempenan un papel central en diversos
procesos bioldgicos tales como trafico intracelular, adherencia, polaridad, motilidad y
divisién celular, planteando la posibilidad de que actien localmente para iniciar la regulacién

de cascadas de seializacion de manera dependiente de la unién a lipidos.

2.6. Subfamilia de proteinas START con dominios tioesterasa
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Este grupo se compone de dos proteinas, StarD14 y StarD15 y es parte de la familia
de acil-CoA tioesterasas (ACOT) responsable de hidrolizar las moléculas de acil-CoA. La
presencia del dominio START distingue a StarD14 y D15 de otras proteinas ACOT. De hecho,
StarD14 (ACOT11/BFIT/Them1) y StarD15 (ACOT12/CACH) poseen dos dominios thioesterase
hot-dog (THIO) asociados a un dominio START (Kirkby et al., 2010). El ligando de los dominios
START de StarD14 y StarD15 es desconocido aunque estudios cristalograficos indican que
podria ser un acido graso (Thorsell et al., 2011).

StarD14 hidroliza preferencialmente acil-CoAs de acidos grasos de cadena larga y su
forma activa es un dimero. El empalme alternativo genera dos isoformas de StarD14 con
distintos dominios START carboxi-terminal (Adams et al., 2001). Sin embargo, la contribucidn
exacta de estas variantes es incierta. Ademads, se demostré que el extremo amino terminal
de StarD14 posee una sefial de localizacién mitocondrial (Chen et al., 2012), sin embargo la
actividad enzimdtica de StarD14 se encontré principalmente en el citosol y microsomas de
tejidos de raton (Han et al., 2012).

StarD15 se diferencia de StarD14 en la especificidad de sustrato, ya que actua
preferentemente sobre acetil-CoA. StarD15 se expresa principalmente en el higado y es
citoplasmatica (Suematsu et al., 2006). A pesar de sus rasgos estructurales comunes,
StarD14 y StarD15 tienen patrones de expresion, localizacion subcelular y especificidad de
sustrato diferentes. La presencia del dominio START en estas enzimas sugiere que podria

estar implicado en el suministro de sustratos al dominio catalitico THIO.

2.7. StarD9, unico miembro de la subfamilia

StarD9 tiene caracteristicas Unicas: es una proteina grande de mas de 500 kDa con
una organizacién modular que consta de un dominio kinesin N-terminal, un dominio de
fosfoproteina FHA y un dominio C-terminal START (Torres et al., 2011). Basada en la
homologia, StarD9 pertenece a la familia kinesin-3 y por lo tanto también se llama Kifl6a
(Miki et al., 2005). Se demostrd que StarD9 se asocia a los centrosomas y es crucial para la
mitosis. De hecho, células depletadas de StarD9 muestran varios defectos en la mitosis, que
finalmente conducen a la apoptosis. Se reportd que la inactivacién de StarD9 sinergiza con

taxol desencadenando la apoptosis, haciendo de esta proteina un potencial blanco
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terapéutico en el tratamiento del cancer (Torres et al., 2011). El rol del dominio START de

StarD9 sugiere un vinculo entre los lipidos y la funcidn del centrosoma.

2.8. Mecanismos moleculares de accion de las proteinas START

Se han descripto las estructuras tridimensionales de 8 de las 15 proteinas con
dominio START (STARD1, D2, D3, D4, D5, D11, D13 y D14) (Kudo et al., 2008; Thorsell et al.,
2011). Todos los dominios START muestran caracteristicas estructurales similares con un
plegamiento de hélice “grip” que consiste en una region central de 9 hojas B-anti-paralelas
enlazadas por dos a hélices (al y a4). Dos lazos Q (QQ1 y Q2) se insertan entre las hojas
B5/B6 y las hojas B7/B8, respectivamente. Esta estructura define una cavidad interna
anfifilica lo suficientemente amplia como para dar cabida a una molécula de lipido (Tsujishita
et al., 2000).

La capacidad de las proteinas START para transportar lipidos sugiere que estan
preparadas para sensar las membranas blanco con el fin de recoger y entregar su ligando.
Diferentes modelos apoyan la idea que dentro del dominio START hay elementos
estructurales que orientan este dominio con respecto a la membrana bioldgica y asegura un
posicionamiento favorable para el intercambio del ligando lipidico.

La actividad de transporte de lipidos mediada por las proteinas START probablemente
se ve favorecida por la proximidad entre la membrana donora y aceptora. Estos SCMs
involucran predominantemente el contacto del RE con otras organelas (Levine et al., 2006;
Toulmay et al., 2011). La participacidon de las proteinas START en los SCM mediada por el
dominio START esta apoyada por la caracterizacién de las proteinas StarD11 y StarD3
(Hanada et al., 2009).

Algunas proteinas de transferencia de lipidos tienen la capacidad de intercambiar dos
especies de lipidos entre membranas (de Saint-Jean et al., 2011). Por ejemplo se demostrd
qgue StarD11 une DAG débilmente, un subproducto de la sintesis de SM; por lo tanto, se
propuso que StarD11 transporta ceramida del RE al Golgi donde es metabolizado en SM vy

canjeado por DAG (Hanada, 2010).
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2.9. Las proteinas START y el metabolismo de lipidos

El rol de las proteinas START en el transporte de lipidos intracelulares sugiere que
tienen una funcién en el metabolismo lipidico. Se han generado varios modelos de ratén
deficiente de proteinas START y se analizé su metabolismo lipidico. La mayoria de estos
modelos de ratones deficientes muestran solo leves defectos metabdlicos con una modesta
modificacion del contenido en lipidos en algunos tejidos. Por ejemplo, ratones deficientes de
StarD3 sélo muestran un ligero aumento en el almacenamiento de éster de esterol cuando
los animales son alimentados con una dieta alta en grasas (Kishida et al., 2004). En la misma
linea, ratones hembras StarD4 knock-out simplemente muestran una moderada disminucién
de LDL y colesterol cuando son alimentados con una dieta de colesterol al 0.5% (Riegelhaupt
et al., 2010) y los ratones StarD13 -/- son mas delgados, con menos tejido adiposo que los
ratones wild type (Yau et al.,, 2009). Estos datos sugieren la existencia de redundancia
funcional en el transporte de lipidos mediado por la mayoria de las proteinas START, que
probablemente es realizado por otras proteinas START del mismo grupo u otras proteinas de
transferencia de lipidos como las proteinas Osh/ORP (Mesmin et al., 2013).

Para otras proteinas START, el fenotipo observado fue bastante sorprendente.
StarD10 es una proteina de transferencia de fosfatidilcolina altamente expresada en el
higado. Ratones deficientes en StarD10 no muestran defectos en la secrecién de PC en la
bilis ni en el contenido de PC en el higado (Ito et al., 2013). Por el contrario, segregan altas
cantidades de acidos biliares, principalmente conjugados con taurina. Ademas, el nivel de los
acidos biliares secundarios en el higado de los ratones deficientes en StarD10 es menor con
una mayor excrecion fecal de acidos biliares (Ito et al., 2013). Algunos reguladores del
metabolismo de acidos biliares, como PPARa (Peroxisome proliferator activated receptor
alfa”) se ven afectados en el higado de los ratones deficientes de StarD10, lo que sugiere
gue la pérdida de StarD10 modula la actividad de PPARa.

De manera similar a StarD10, StarD2 transfiere PC in vitro y animales knock-out para
StarD2 no muestran defectos en la secrecion de PC en la bilis o en surfactante, dos fluidos
biolégicos altamente enriquecidos en este lipido (Kang et al.,, 2010). Sin embargo, se
demostré la participacion de StarD2 en la termogénesis adaptativa (Kang et al., 2009). De
hecho, la expresién de StarD2 varia inversamente con la temperatura ambiental. Ratones

deficientes en StarD2 son capaces de mantener la temperatura corporal aun en ambientes
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frios. La grasa parda de estos animales, el principal tejido implicado en la termogénesis,
muestra células con mitocondrias agrandadas y alargadas. Esta modificacién morfoldgica fue
acompafiada con un aumento de expresion de los genes termogénicos y mayor consumo de
acidos grasos (Scapa et al., 2008; Kang et al., 2009).

StarD14 es otra proteina involucrada en la regulacion de la termogénesis. Se
demostré que StarD2 interactia con una acil-CoA tioesterasa (Kanno et al., 2007).
Curiosamente estos dos dominios estan presentes en la proteina StarD14. Esta asociacion
explica la similitud entre los fenotipos de ratones knock-out StarD2 y StarD14. Se demostré
que ratones deficientes en StarD14 son viables y crecen normalmente (Zhang et al., 2012). A
pesar de que el consumo de alimentos aumentd casi al doble son resistentes a la obesidad
inducida por la dieta. Esto se explica por un gasto de energia mayor que se caracteriza por el
consumo creciente de oxigeno y produccién de calor. Estos datos sugieren que StarD14
funciona para disminuir el consumo de energia. Por lo tanto, StarD14 podria ser un blanco
util en el tratamiento del sindrome metabdlico.

El rol fundamental de StarD11 en el transporte de ceramida fue confirmado en
ratones deficientes (StarD11 -/-) los cuales mueren durante la embriogénesis alrededor de
E11.5 como resultado de insuficiencia cardiovascular. En embriones deficientes en StarD11,
el RE exhibe varias alteraciones morfoldgicas que se acompafian por la acumulacién de
ceramida y una disminucion global del contenido de SM (Wang et al., 2009). Notablemente,
las células también presentan alteraciones de las mitocondrias que pueden derivarse de una
localizacion de ceramida en esta organela inducida por la ausencia de StarD11. Ademas, se
ha demostrado que StarD11 esta involucrada en las interacciones huésped-patdgeno en
células infectadas con la bacteria intracelular Chlamidia trachomatis suministrando ceramida

a la bacteria (Elwell et al., 2011).
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SECCION 3

LA PROTEINA StarD7

3.1. Caracteristicas estructurales y bioquimicas de StarD7

El gen StarD7 estd ubicado en el brazo corto del cromosoma 2p12-2p11.2 y tiene 8
exones que abarcan 23,96 kb (Fig. 7). El ARNm de StarD7 (designado originalmente como
GTT1, numero de acceso a GeneBank AF270647.1) fue identificado en nuestro laboratorio,
por técnicas de expresion diferencial de genes, con mayor expresion en la linea celular de
coriocarcinoma JEG-3 que en las muestras trofobldsticas normales y benignas. EIl ARNm
codifica una proteina de 295 aminoacidos (nUmero de acceso AAF81750.1) con un peso
molecular de aproximadamente 34,7 kDa y un pl de 5,79 (Durand et al., 2004). La secuencia
de aminodcidos de StarD7 posee un 25% de identidad y 49% de similitud con la proteina de
transferencia de fosfatidilcolina humana, bovina, y de ratéon StarD2/PCTP (Cohen et al.,,
1999). Posteriormente, la secuencia de referencia del ARNm StarD7 (NM_020151.3) fue
actualizada indicando que ésta codifica para una proteina de 370 aminoacidos (posiciones
402 a 1514) con un peso molecular tedrico de 43,1 kDa y un pl de 9,04 (StarD7-l). Esta
secuencia de ARNm tiene un segundo sitio putativo de inicio de la traduccién (Codén AUG)
localizado en la posicién 627 que posiblemente codifique a la versién corta de la proteina.
Esta isoforma de StarD7 (StarD7-ll) se predice localizada en el citoplasma, mientras que
StarD7-I contiene una region adicional de 75 aminodacidos la cual predice una putativa sefial
de localizacién mitocondrial.

Nuestro grupo de investigacidn reportd por primera vez la presencia de la proteina
StarD7 en las células del trofoblasto humano, como una Unica proteina de aproximadamente
34 kDa (StarD7-ll) (Angeletti et al., 2008). Adicionalmente, StarD7 fue detectada por
espectrometria de masas y analisis de inmunotransferencia como una proteina de 35 kDa
(Leman et al., 2009). Mas recientemente, Horibata y col., utilizando extractos proteicos
preparados a partir de células transfectadas con un vector de expresién que codifica a
StarD7-l observaron, mediante western blot, dos proteinas con pesos moleculares de 43 kDa
y 33 kDa (Horibata et al., 2010). Estos autores proponen que StarD7 se sintetiza como una
proteina precursora de 43 kDa que se procesa, por escision de la secuencia mitocondrial, a

una forma madura de aproximadamente 33 kDa. Ademds, observaron que StarD7-l
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sobreexpresada en células de hepatoma de ratones HEPA-1 y cultivados a baja densidad
celular se localiza principalmente en mitocondria, mientras que cuando estos cultivos se
realizan a alta densidad celular StarD7 se ubica en el citoplasma. En contraste, StarD7-ll
sobreexpresada se distribuye siempre en el citoplasma cualquiera sea la densidad del cultivo
celular. Sin embargo, el peso molecular de StarD7 enddgeno detectado por estos autores fue
de aproximadamente 33 kDa, coincidente con el peso molecular de la forma madura de

StarD7-l y también StarD7-1l (Horibata et al., 2010).

4
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Figura 7. Representacién esquematica del gen, del ARNm, y la proteina StarD7 humana. A) La
representacion lineal muestra la posicion relativa y el tamafio aproximado de los ocho exones que
abarcan 23,96 kb en el cromosoma 2. B) Esquema del ARNm (NM_020151.3) indicando los codones
putativos de iniciacién de la traduccion AUG, que codifican a StarD7-l1 de 370 aa (posiciones 402-
1514) y StarD7-Il de 295 aa (posiciones 627-1514). Las regiones grises claras representan las regiones
5'UTR y 3'UTR. C) Se indica la proteina StarD7-1 (370 aa), con los putativos sitios de ubiquitinacion
(rojo) y de fosforilacién (negro), asi como la sefial de localizacién mitocondrial (rectangulo gris) y el
dominio START (negro).

Dos sitios de ubiquitinacion en las lisinas 137 y 339 de StarD7 (NP_064536.2) fueron
identificados por captura por afinidad y espectrometria de masas (Kim et al., 2011). Ademas,
se predicen tres sitios potenciales de fosforilacion en las serinas 52, 53 y 350 (Hornbeck et
al., 2012). Espectroscopia de dicroismo circular/UV muestra que el espectro de StarD7 tiene
un minimo a 218 nm, que es tipico de una conformacién predominantemente de
plegamiento B (Bose et al., 2008). Otras caracteristicas estructurales secundarias indican que
StarD7 no presenta similitud con las estructuras cristalinas conocidas de StarD3 y DA4.

Ademas, el agregado de StarD7 a mitocondrias aisladas de suprarrenales de cerdo no
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modifico la sintesis de pregnenolona (Bose et al., 2008). Mediante el uso de una libreria de
péptidos se predijo que la secuencia situada entre los aminoacidos 152 y 167 de la proteina
StarD7-Il podria ser blanco de una proteina quinasa A (PKA), sugiriendo que StarD7 es una
fosfoproteina regulada por la via cAMP/PKA (Rodriguez et al., 2004). Finalmente, StarD7 fue
identificada por andlisis de espectrometria de masas en tandem, como una de las 139
proteinas candidatas que participan en las interacciones con el complejo de esclerosis
tuberosa (Guo et al., 2010).

En resumen, los datos actuales apoyan la idea de que StarD7 se sintetiza como una
proteina precursora de 43,1 kDa, de vida media corta, la cual se procesa a una proteina
madura de 34,7 kDa que puede sufrir modificaciones postraduccionales que modulan su

funcionalidad.

3.2. Interaccidén StarD7-lipidos

Varios estudios han demostrado que StarD7 interactua, une, y transporta moléculas
de lipidos. StarD7 es una proteina con alta actividad de superficie que forma monocapas
estables por adsorcién en la interfase aire-buffer (Angeletti et al., 2004). Experimentos
biofisicos indicaron que StarD7 inyectada en la subfase de una solucidn, facilmente penetrd
y difundié a monocapas de lipidos, evidenciado por un aumento en la presidon de la
superficie del sistema. La maxima presidon superficial alcanzada varié segun los lipidos
presentes en la monocapa: alta para fosfatidilglicerol, dilaurilfosfatidilcolina, PS, y colesterol;
intermedia para dipalmitoilfosfatidilcolina; y relativamente baja para SM. Estos hallazgos
indican que la actividad superficial de StarD7 es lo suficientemente fuerte para dirigir y
retener la proteina en la interfase lipidos-aire, donde puede sufrir una reorganizacién
dependiente de lipidos, como se indica por los cambios en la presién superficial y
electrostatica de la interfase lipidica (Angeletti et al., 2004).

El mecanismo de interacciéon de StarD7 con la interfase membrana-lipidos ha sido
dilucidado utilizando diferentes aproximaciones experimentales. Se demostré que StarD7
recombinante acelera el “dequenching de fluorescencia” de vesiculas unilamelares pequefiias
marcadas con 2-(4,4-difluoro-5, 7-dimetil-4-bora-3a, 4a-diaza-s-indaceno-3-pentanoil)-1-
hexadecanoil-sn-glicero-3-fosfocolina en forma dependiente de la concentracion empleada

(Angeletti et al., 2011). Ademads, analisis de transferencia de energia de fluorescencia, de
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distribucién de tamafos de liposomas, y la formacién de células gigantes multinucleares
inducida por StarD7 recombinante, fuertemente indicaron que StarD7 favorece la fusion de
bicapas. Este proceso se ve favorecido por PE, la cual estabiliza las fases no lamelares, que
son consideradas estructuras intermedias en el proceso de fusién. En conjunto, estos datos
apoyan la idea de que StarD7 desempefia un papel importante en el trafico intermembranas
de lipidos mediante la promocidn de la hemifusion de membranas (Angeletti et al., 2011).

Asimismo, nuestro grupo demostré por ensayos de unién in vitro, mediante ELISA,
que la proteina StarD7 puede unir cardiolipina y PS pero no ceramida o fosfatidilinositol
(resultados no publicados). Ademas, los ensayos basados en la transferencia de energia por
resonancia de fluorescencia han demostrado que StarD7-l tiene una preferencia mayor para
PC que para PS, PE, o SM (Horibata et al., 2010). Estos autores concluyeron que StarD7
facilita el transporte de PC a la mitocondria, y sugireron que StarD7 extrae PC de las
superficies citoplasmaticas del RE, aparato de Golgi, o membrana plasmatica.
Recientemente, Haberkant y col. demostraron, mediante ensayos de interaccién in vivo de
lipidos fotoactivables con proteinas, que StarD7 sdlo interactia con PC (Haberkant et al.,
2013).

En consonancia con la capacidad transportadora de StarD7 y su asociacion a
membranas, nuestro grupo demostré que StarD7 se relocaliza parcialmente en la membrana
plasmatica durante la diferenciacion in vitro de células citotrofoblasticas, sugiriendo que
StarD7 participaria en la entrega de lipidos a la membrana plasmatica (Angeletti et al., 2008).
Mas recientemente, se ha informado que PC puede ingresar o salir de lipid droplets en la
célula por diversos mecanismos, uno de los cuales podria implicar las proteinas StarD2, D7 y
D10 (Penno et al., 2012). Ademas del mecanismo de transporte no vesicular monomérico,
las LTPs han sido implicadas en un mecanismo mas eficiente de transporte promoviendo el
intercambio de fosfolipidos entre el RE y otras organelas (por ejemplo, las mitocondrias, lipid
droplets, endosomas, aparato de Golgi, la membrana plasmatica) a regiones especializadas
del RE llamados SMCs (Holthuis et al., 2005; Voelker, 2009; Horibata et al., 2010; Prinz,
2010). Sobre la base de estas observaciones y los resultados de Angeletti et al., se puede
proponer que StarD7 contribuye al intercambio de lipidos intermembranas mediante la
promociéon de hemifusion transitoria (Angeletti et al.,, 2011). En conjunto, estas
observaciones indican que StarD7, como miembro de las proteinas de dominio START,

facilita el transporte no vesicular de lipidos entre las membranas.
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3.3. Expresion de StarD7

Genes ortologos a StarD7 humano se han anotado en las bases de datos GenBank y
Ensembl en diferentes genomas, lo que sugiere una funcion fisiolégica conservada.

La proteina StarD7 ha sido predicha en la mayoria de los filos animales, vertebrados e
invertebrados, asi como en plantas, lo que resalta su papel funcional.

Ensayos de RT-PCR semicuantitativa en una serie de lineas de células tumorales han
demostrado que StarD7 tiene expresidn generalizada, predominantemente en células
derivadas de trofoblasto JEG-3, JAR, y HTR8/SVneo, células de carcinoma hepatocelular
HepG2, de adenocarcinoma colorrectal HT29 y células Caco-2. Menores niveles de
transcripcion se observaron en las células de adenocarcinoma de cuello uterino humano
Hela, células de adenocarcinoma de mama humana MCF7, células de adenocarcinoma de
pulmén humanas A549, células de melanoma humano SK-MEL-31, células de leucemia
mielocitica aguda humana K-562, y las células de leucemia promielocitica humana HL-60
(Durand et al., 2004).

Western blots y ensayos inmunohistoquimicos muestran que la proteina StarD7 esta
presente en citotrofoblastos (CTB) y sincitiotrofoblastos (STB) normales de placentas de
primer trimestre y a término, en mola hidatiforme completa, y en tejido de coriocarcinoma,
asi como en las lineas celulares mencionadas anteriormente (Angeletti et al., 2008).
Curiosamente, StarD7 es un gen blanco del miRNA (micro ARN de interferencia) Has-miR-
377, que se encuentra disminuido en preeclampsia, lo que sugiere que la expresion de
StarD7 puede estar alterada en esta patologia (Zhu et al., 2009).

Varios analisis de expresion global de genes han demostrado que StarD7 se expresa
en forma diferencial en diferentes células y tejidos sometidos a diversas condiciones
experimentales tales como inflamacién, cancer, cambios en el estado metabdlico y de
comportamiento (Tabla I) (Flores-Martin et al., 2013).

En resumen estos estudios sugieren que los niveles del transcripto StarD7 estan

estrechamente controlados en la fisiologia normal de la célula.
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Tabla I. Expresidn diferencial de StarD7 en células y tejidos.

Condicidn Estudio Célula/Tejido Niveles de Expresion Ref.
experimental Cambio
Carcinoma ductal in situ vs Células mioepiteliales 3 Aumentada 1
tejido normal
Leucemia linfocitica crénica  Células mononucleares >97 Aumentada 2
B vs células B normales de sangre periférica
Cancer Células microdisecadas de Tejido colorectal 2,59 Aumentada 3
tumor
Células MA PaCa-2 Linea celular 2 Disminuida 4
transfectadas con mir-193b pancreatica
Células HCT-C18 tratadas Linea celular de cancer 2 Aumentada 5
con 5 fluoruracilo de colon humano
Periodontitis crénica vs Neutréfilos de sangre 2,19 Aumentada 6
normal periférica
Macréfagos convencionales Macréfagos 3,02 Aumentada 7
M1 tratados con
., fosfolipidos oxidados
Inflamacion
Neumonia por Pulmén ND Aumentada 8
hipersensibilidad vs Fibrosis
pulmonar idiopatica
Miocardipatia dilatada Corazon 0,62 Disminuida 9
idiopatica vs no falla
Locus de caracter Higado 1,17 Aumentada 10
cuantitativo (QTL) en el
cromosoma 2 asociado al
crecimiento y la gordura
Ratones alimentados con Musculo esquelético 1,3 Aumentada 11
dieta con alto contenido
raso durante corto tiempo
Estado g P
Metabdlico Resistencia vs sensibilidad a  Tejido adiposo omental 0,28 Disminuida 12
la insulina
Ratones en ayuna Intestino delgado 1,4 Aumentada 13
Pinzamiento hiperinsulinico Musculo esquelético 3,31 Aumentada 14
Alargamiento vs Biopsia del musculo de 2 Disminuida 15
acortamiento de la la pierna
contraccién
Miedo condicionado Cerebro ND Aumentada 16
Comportamiento del canto Nucleo vocal del DIH Aumentada 17
Conducta

de los pajaros (cantan vs no
cantan)

proencéfalo, cerebro

ND: No determinado; DIH: detectada por hibridacion in situ.

Referencias: 1. (Polyak et al., 2005), 2. (Jelinek et al., 2003), 3. (Wiese et al., 2007), 4. (lkeda et al.,
2011), 5. (Xi et al., 2006), 6. (Wright et al., 2008), 7. (Kadl et al., 2010), 8. (Selman et al., 2006), 9.
(Yung et al., 2004), 10. (Jerez-Timaure et al., 2004), 11. (de Wilde et al., 2008), 12. (MaclLaren et al.,
2008), 13. (Sokolovic et al., 2010), 14. (Rome et al., 2003), 15. (Kostek et al., 2007), 16. (Park et al.,
2011), 17. (Wada et al., 2006) (Flores-Martin et al., 2013).
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3.4. Regulacion transcripcional de StarD7

3.4.1. Regulacion de la expresion de StarD7 por B-catenina/TCF4

La primera evidencia de la regulacién de StarD7 por B-catenina/TCF4 (T Cell-Specific
Transcription Factor 4) fue dada por Lee et al. (Lee et al., 2007), quienes sefialaron a StarD7
como un gen blanco de la via de sefializacion dependiente de Wnt. La via Wnt/B-catenina es
un mecanismo conservado de sefializacion entre células eucariotas, que regula la expresion
génica a través del factor de transcripcion TCF/LEF1 (lymphoid enhancer-binding factor 1)
coordinando diferentes procesos celulares tales como proliferacién, diferenciacion, y
motilidad en el desarrollo celular normal asi como en la progresién hacia un fenotipo
tumoral (Fuerer et al., 2008).

Se ha reportado que la placenta humana asi como diferentes lineas celulares
trofoblasticas utilizadas como modelos de estudio, tal como JEG-3, expresan las proteinas
gue participan en la sefializacién mediada por Wnt, por lo que son capaces de enviar, recibir,
e inhibir las sefales de las proteinas Wnt. En linea con esto, numerosos informes han
reportado que es importante la participacion de la via de sefalizacion Wnt en la
implantacion, placentaciéon y diferenciacion del trofoblasto (Getsios et al., 2000; Hewitt et
al., 2006; Pollheimer et al., 2006; Sonderegger et al., 2007; Wong et al., 2008; Fitzgerald et
al., 2010; Sonderegger et al., 2010a; Sonderegger et al.,, 2010b). Componentes de la
sefializacion Wnt parecen tener un papel importante en la captacion, el transporte y el
metabolismo de lipidos en la placenta, como también en la remodelacién en la interfase
materno-fetal. La desregulacién de la sefializacion mediada por las proteinas Wnt se ha
estudiado extensamente en varias enfermedades, incluyendo algunos trastornos
angiogénicos (Nayeem et al., 2014).

En el laboratorio se demostré que B-catenina y TCF4 regulan la expresion de StarD7
interactuando con su regién promotora. Por otra parte, la inactivacién de GSK3p (glycogen
synthase kinase 38) conduce a la estabilizacién de B-catenina y su translocacién al nucleo, lo
que resulta en un aumento de los niveles del ARNm y la proteina StarD7, asi como el
aumento de la actividad del promotor (Rena et al., 2010). Adicionalmente, mutaciones
dirigidas al sitio de unién de TCF4 en la regidn promotora de StarD7 (situado entre las bases -

614/-608 respecto al sitio de inicio de la transcripcidén) disminuyen notablemente su
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actividad promotora. Es importante destacar que la interaccion de TCF4 y B-catenina con el
promotor de StarD7 humano ha sido confirmada in vivo mediante ensayos de
inmunoprecipitacion de cromatina (ChlIP). En resumen, estos estudios indican claramente
que la senalizacion Wnt regula la transcripcion de StarD7 en células JEG-3 a través de la via

candnica (Rena et al., 2010) (Fig. 8).

3.4.2. Regulacion de la expresion de StarD7 por cAMP y el steroidogenic factor 1

Ademas del sitio de unién a TCF4, el cual es requerido para activar la expresion de
StarD7 por B-catenina/TCF4 se han identificado en el promotor de StarD7 tres posibles
motivos de unidn para el receptor nuclear SF-1 (steroidogenic factor 1) (Morohashi et al.,
1995). Estos comprenden una secuencia en la regién -792/-785 (CAAGGTCA, cadena
superior) y otros dos potenciales sitios de union en las secuencias -493/-486 (CAAGGACA,
cadena superior) y -169/-162 (CTACCTTG, hebra inferior) respecto al sitio de inicio de la
transcripcion. Ademas, el analisis in silico de la regién promotora sugiere la presencia de
cuatro elementos de respuesta a cAMP (-510/-489, -235/-214, -160/-139, y -116/-96).

SF-1 es un miembro de la familia de receptores nucleares que desempefia multiples
funciones en el desarrollo y metabolismo. Este factor de transcripcién, identificado en todos
los tejidos esteroidogénicos, incluyendo la placenta, es requerido para la diferenciacién de
las glandulas endocrinas de mamiferos y para el desarrollo sexual (Parker et al., 2002; Lavoie
et al., 2009). SF-1 participa en el control de la expresidon de varios genes de respuesta a
cAMP, tales como StarD1/StAR (Mulholland et al., 2005). En apoyo a esto, nuestro grupo
demostrd que la sobreexpresiéon de SF-1 y el agregado de cAMP a cultivos de células JEG-3
tuvieron efectos sinérgicos positivos en la actividad promotora de StarD7. El analisis de
delecién de la regidn promotora de StarD7 reveld que se requiere la regidon consenso de
union a SF-1 (-792/-785) para la induccién de la transcripcion mediada por SF-1. Este efecto
también se incrementa por la adicién de forskolin, lo que sugiere la participacién de la
activacion de PKA (Rena et al., 2011).

Ensayos de EMSA (Electrophoretic mobility shift assays) y analisis de competicion,
han demostrado que SF-1 se puede asociar con la regién promotora de StarD7
principalmente a través del motivo SF-1 (-792/-785). Sin embargo, la interrupcién de este

sitio de union condujo a una disminucidn de aproximadamente un 30% en la actividad
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reportera de StarD7, lo que sugiere que SF-1 regula la expresidén de StarD7 a través de otras

interacciones con la regidn promotora (Morohashi et al., 1995).

3.4.3. Cross-talk entre B-Catenina/TCF4 y SF-1

Existen numerosas evidencias que demuestran que el receptor nuclear de hormonas
esteroideas, SF-1 y la via candnica Wnt interactian a diferentes niveles para regular el
crecimiento celular, la proliferacién, la diferenciacion, la apoptosis, y el potencial
metastdsico en diversos tejidos (Mulholland et al., 2005). B-catenina actia como coactivador
de SF-1 en la sefializacién mediada por Wnt de los promotores de los genes que codifican a
Dax1 (Mizusaki et al., 2003), StarD1 (Mulholland et al., 2005; Roy et al., 2009), aromatasa
(Parakh et al., 2006), GnRH receptor (Gardner et al., 2010), al receptor “Miillerian inhibiting
substance type II” (Hossain et al., 2003), LHB/Lhb (Salisbury et al., 2008). En consonancia con
esto, ensayos de ChIP y mutagénesis dirigida han demostrado que la activacién de la
expresion de StarD7 requiere la union de B-catenina al factor de transcripciéon TCF4, lo que
sugiere que B-catenina funciona como un puente entre SF-1 y TCF4 para formar un complejo
ternario, que a su vez activa la expresidn de StarD7 (Rena et al., 2011). Colectivamente, estos
hallazgos indican que B-catenina actla en conjuncidn con SF-1 para activar el promotor de
StarD7 (Fig. 8). Las sefializaciones autdcrinas y pardcrinas de Wnt en combinacién con SF-1
en la expresién de StarD7 puede tener importantes implicaciones en el metabolismo y el
transporte de fosfolipidos, contribuyendo al desarrollo normal de las células trofoblasticas

(Flores-Martin et al., 2013; Nayeem et al., 2014).
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Figura 8. SF-1 (Steroidogenic factor 1)/B-catenina regulan positivamente la expresion de StarD7 en
células JEG-3. El modelo propuesto muestra los mecanismos de SF-1/B-catenina implicados en la
expresion inducida por StarD7. La via Wnt/B-catenina es un mecanismo conservado de sefializacidn
en células eucariotas, que regula la expresién génica a través de la familia de factores TCF/LEF1
coordinando muchos procesos celulares. En ausencia de las proteinas Wnt, “el complejo de
destruccién” formado por B-catenina-proteosoma permanece en el citoplasma, donde B-catenina se
une, se fosforila, y ubiquitina a través de la proteina BTrCP. El proteosoma recicla el complejo
degradando B-catenina (Sin Wnt). En presencia de sefializacion mediada por Wnt, se destruye el
complejo de captura y se fosforila B-catenina pero se bloquea la ubiquitinacion. Esto resulta en la
acumulacidn y consecuente localizacién nuclear de la B-catenina recién sintetizada. En el nucleo, B-
catenina regula la expresidén de genes blanco mediante la interaccién con el factor de transcripcién
TCF/LEF1 (Rena et al., 2011). B-catenina interacciona con SF-1 para aumentar la transcripcién de
StarD7 (Morohashi et al., 1995). Ademas, la proteina CREB (cAMP response element-binding protein)
puede unirse a putativos elementos de respuesta de AMPc que modulan la expresion génica. StarD7
media el trafico intracelular de fosfatidilcolina a la mitocondria (Horibata et al.,, 2010) v,
posiblemente, a la membrana plasmatica (Angeletti et al., 2008) y lipid droplets (Penno et al., 2012).
APC (adenomatous polyposis coli); CK1 (casein kinase 1); Dvl, (Dishevelled); Lrp (low density
lipoprotein receptor-related protein) (Flores-Martin et al., 2013).

35



INTRODUCCION

SECCION 4

METABOLISMO/TRANSPORTE LIPIDICO Y HOMEOSTASIS CELULAR

Las células eucariotas superiores han desarrollado un sistema de endomembranas
compartimentadas con el fin de aumentar la eficiencia y la diversidad de los procesos
bioquimicos que deben realizar. Esta compartimentalizacion celular requiere de flujos de
proteinas y lipidos interorganelas exquisitamente regulados que permitan asegurar y
mantener la homeostasis celular. La interrupcion y/o alteracion de las vias especificas de
transporte entre el RE, el complejo de Golgi, el sistema endosomal-lisosomal y la membrana

plasmatica, pueden tener consecuencias drasticas en la célula (Bexiga et al., 2013).

4.1. El Complejo de Golgi, el transporte vesicular y el metabolismo de lipidos

En general, la funcion del aparato de Golgi ha sido estudiada enfocdndose en su
participacién en el transporte de proteinas, pero es a partir de una perspectiva centrada en
los lipidos que permite tener una vision mas amplia de la dindmica del trafico de membranas
(Bankaitis et al., 2012).

El aparato de Golgi juega un papel central en la biologia de la célula eucariota. En
estado de equilibrio, las membranas del Golgi se organizan normalmente en una pila de
cisternas aplanadas donde se realizan modificaciones claves para la mayoria de las proteinas,
incluyendo cambios en su perfil de glicosilacién, sulfatacidn, fosforilacion, y también la
ruptura proteolitica (Bankaitis et al., 2012; Bexiga et al., 2013). El complejo de Golgi tiene
como caracteristica principal su plasticidad. Exhibe una notable capacidad para la
autoorganizacién lo que le permite recuperarse de alteraciones estructurales catastrdficas
(por ejemplo, el colapso inducido por brefeldina A). Cambios morfoldgicos del aparato de
Golgi interfieren con la modificacién, clasificacion y trafico de las proteinas, como asi
también con procesos celulares mas complejos, tales como la ciliogenesis, la polaridad y la
migracion celular, la respuestas al estrés y a la apoptosis (Bankaitis et al., 2012).

En su calidad de estacidn intermedia entre el RE y los compartimentos distales de la
via secretora, el aparato de Golgi organiza y mantiene los flujos bidireccionales de las vias de

trafico retrégrado y anterégrado. En los ultimos afios, se han identificado muchas
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alteraciones de lipidos y proteinas que se asocian con el trafico a través del complejo de
Golgi, que causan enfermedades (Bexiga et al., 2013).

El metabolismo de lipidos estd integralmente involucrado en el transporte y la
funcién de Golgi, que a su vez, implica a varias proteinas y enzimas: proteinas de
transferencia de lipidos, quinasas y fosfatasas, fosfolipasas D y A2, fosfolipidos acil-
transferasas, y amino-fosfolipido flipasas que distribuyen los lipidos intra e intermembranas.

El metabolismo de los lipidos en primer lugar, ayuda a crear plataformas de
reclutamiento y activacidn de proteinas en sitios apropiados de la superficie de la membrana
del Golgi; en segundo lugar, facilita las deformaciones estructurales de las membranas que
acompafan a la fusién y tubulacién de las vesiculas y tercero, efectla una segregacion
lateral de moléculas contribuyendo a la funcién de Golgi (Bankaitis et al., 2012).

Se ha reportado que la inhibicion de la sintesis de PC resulta en un transporte de
proteinas alterado en el complejo de Golgi, que podria ser rescatado por la adicién de PC
exdogena. Ademas se observaron cambios en los niveles intracelular de DAG cuando la
sintesis de PC disminuye (Testerink et al., 2009; Sarri et al., 2011). DAG es un activador de las
enzimas de la familia de la proteina quinasa C las cuales participan en varios procesos
bioldgicos, tales como proliferacion y diferenciacidon celular. DAG y acido fosfatidico son
necesarios para el transporte vesicular de las proteinas desde el Trans-Golgi (TGN), por lo
tanto, se ha sugerido que la sintesis de PC esta estrechamente relacionada con el
mantenimiento del sistema de endomembranas, la proliferaciéon y diferenciacién celular
(Testerink et al., 2009; Atilla-Gokcumen et al., 2014).

Se ha demostrado que PITP es requerida para el trafico retrogrado desde el Golgi
hacia el RE, mediante las vesiculas COPI. PITP es una proteina soluble de transferencia de
lipidos que puede unirse e intercambiar Pl y PC entre las membranas (Piao et al., 2012).
Ademas, la disminucidn de la proteina de transferencia de PI, NIR2, modifica los niveles de
DAG en el TGN a través de la via CDP-colina provocando defectos en el transporte

anterégrado y fragmentacion del Golgi (Litvak et al., 2002; Carvou et al., 2010).

4.2. El reticulo endoplasmico y la homeostasis lipidica

El RE es un compartimento integrado por una compleja red de membranas tubulares

en donde tiene lugar la sintesis y exportacién de proteinas, carbohidratos y lipidos. En el RE
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se producen las modificaciones postraduccionales de las proteinas como la formacién de
enlaces disulfuro, la conjugaciéon con moléculas lipidicas y la formaciéon de glicoproteinas,
entre otras, incluyendo el plegamiento y transporte de las proteinas. Es parte del sistema de
defensa celular, contribuyendo mediante biotransformaciones especificas a la eliminacion
de productos erréneos, de diversos compuestos endobidticos y xenobidticos, incluyendo el
metabolismo de fdrmacos. La mayoria de las reacciones de biotransformacion se localizan en
las membranas o en el compartimiento luminal del RE, donde intervienen enzimas y
transportadores asociados a membrana (Mandl et al., 2013).

Como se menciond, el RE es parte integral del sistema intracelular de
endomembranas y proporciona los lipidos, particularmente PC, y las proteinas necesarias
para la generacién de novo de membranas, la homeostasis del colesterol y el
almacenamiento y secrecién de triacilglicerol. La coordinacidon de estos procesos biolégicos
es esencial, como lo demuestran reportes que asocian alteraciones en el metabolismo de
fosfolipidos con perturbaciones en la respuesta de estrés, en el almacenamiento y secrecion
de lipidos, contribuyendo a patologias como obesidad, diabetes, arteriosclerosis y trastornos
neurolégicos (Testerink et al., 2009).

El RE es el principal sitio de sintesis de fosfolipidos, pero ésta no ocurre
uniformemente a lo largo del RE sino que estd localizada principalmente en los SCM con
otras organelas y en las regiones de membranas dinamicas y proliferantes, coordinada con
las actividades que ocurren en la membrana del aparato de Golgi, mitocondrias y plasmatica
(Fig. 9) (Lagace et al., 2013). Es importante sefalar que es precisamente en estos SCM donde
participan las LTPs transfiriendo lipidos por un mecanismo independiente del transporte
vesicular a los fines de asegurar la homeostasis celular.

La PC es la principal especie de fosfolipido en las membranas de células eucariotas,
que comprende aproximadamente el 50% de la masa total de fosfolipidos de la mayoria de
las células y sus orgdnulos. Una enzima importante que cataliza una etapa reguladora en la
via CDP-colina es CTP:phosphocholine cytidylyltransferase (CT). Esta enzima se localiza
principalmente en el nucleo, citosol y RE. La inhibiciéon de la sintesis de PC resulta en una
perturbacion de la estructura morfoldgica del RE, provocando ademads, una acumulacion de
lipid droplets, causado por un aumento de triacilglicerol intracelular (Lagace et al., 2013).
Ademas, se ha demostrado que la inhibiciéon de CT conduce a la inhibicién del crecimiento

celular y aumento de la apoptosis (Testerink et al., 2009).
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Figura 9. Localizacion del transporte y metabolismo de fosfolipidos en el RE y en los sitios de
contacto. Las vias de transporte y metabolismo de fosfolipidos estan especificamente localizadas en
los sitios de contacto entre el RE y la mitocondria (MT), peroxisomas (PEX), membrana plasmatica
(PM), y el aparato de Golgi. Los contactos entre el RE-mitocondria y el RE-LD (lipid droplets) permite
la reconstitucidén de los pasos biosintéticos por fusidn y/o transporte de lipidos independiente del
transporte vesicular. La localizacidon diferencial de CCTa contribuye a las funciones nuclear vs.
citoplasmaticas. Ceramide transport protein, CERT; colesterol, Chol; phosphatidylinositol 4-
phosphate, PI4P; fosfocolina, PCho; phosphatidylserine synthase I/ll, PSS1/2. Extraido de Lagace et
al., 2013.

4.3. El estrés del reticulo endoplasmico como respuesta a la desregulacion lipidica

Disturbios en la homeostasis del RE, como alteraciones en el estado redox, los niveles
de calcio o incapacidad para modificar post-traduccionalmente las proteinas, activan una
respuesta que tiene por objetivo restaurar la homeostasis y el balance dentro del RE,
proceso conocido como Unfolded Protein Response (UPR) o respuesta a proteinas mal

plegadas (Fu et al., 2011). Fallos en esta respuesta pueden causar la acumulacidon de
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proteinas andmalas en el interior del reticulo lo que produce el llamado “estrés del reticulo
endoplasmico”.

La respuesta UPR se inicia cuando proteinas receptoras transmembrana residentes
en el RE activan varias vias de transduccidn de sefiales, regulando la expresién de los genes
que van a actuar en el proceso de reparacién (Ron et al., 2007). Los tres principales sensores
de estrés son las proteinas PERK (PKR-like endoplasmic reticulum kinase), |IRE1 (inositol-
requiring 1) y ATF6 (activating transcription factor 6) (Fig. 10). Esta activacion lleva a una
reprogramacioén transcripcional de las células. Recientemente, se ha demostrado que los
microRNAs (miRNAs) también participan en la UPR como reguladores claves de la
homeostasis del RE. Se propuso que la maquinaria de biogénesis de miRNAs estd regulada
por el estrés del RE a través de una intrincada red de seifalamiento confiriendo especificidad
y selectividad a la UPR en forma dependiente del tejido o del estrés (Maurel et al., 2013).

Cuando el RE acumula proteinas mal plegadas o existe una perturbacién en la
homeostasis de los lipidos, las funciones de la UPR son: reducir la sintesis y mejorar el
plegamiento de proteinas, aumentar la degradacion de proteinas y ampliar el contenido de
membranas del RE. Si estas respuestas no logran restablecer la homeostasis, la UPR puede
desencadenar la muerte celular por apoptosis a través de la activacién mediada por PERK, de
la proteina pro-apoptdtica CHOP (C/EBP homologous protein), o conducir a la formacién de
autofagosomas que incorporan estructuras del RE. Trabajos recientes muestran que la
alteraciéon de la homeostasis del RE, es un mecanismo comun de diferentes enfermedades
como la diabetes tipo 2, sindrome metabdlico, retinitis pigmentosa, enfermedad de higado
graso no alcohdlico, aterosclerosis, etc (Mandl et al., 2013).

Los cambios ambientales determinan la homeostasis del RE y modulan la UPR. Hay un
complejo cross talk entre las vias de sefializacidon internas y externas, los diferentes
receptores de membrana plasmatica y los sensores involucrados en la UPR. Por ejemplo, la
inhibicidn de la sintesis de PC conduce al estrés de RE, afectando el contenido de PC y por lo
tanto la estructura del RE y su funcion. Se ha demostrado que una reduccion del 50% de PC
produce la transicion de una estructura de RE tubular a esférica, ya que de esa manera se
logra una mejor relacién volumen/superficie, para poder preservar la integridad del
organulo frente a la escasez del principal componente de la membrana. Como el RE es
sensible a perturbaciones en su composiciéon de lipidos asi como a sus propiedades

biofisicas, un desequilibrio entre fosfolipidos saturados e insaturados puede afectar la

40



INTRODUCCION

actividad biogénica del RE inducciendo una respuesta de estrés que puede desencadenar la

muerte celular (Testerink et al., 2009).
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Figura 10. La UPR es mediada por tres proteinas de transmembrana residentes en el RE que sensan el
estrés de RE. La quinasa PERK se activa por dimerizacion y fosforilacién. Una vez activada, fosforila
elF2a, resultando en la atenuacion de la traduccién. EIF2a fosforilada selectivamente aumenta la
traduccién del factor de transcripcion ATF4 que induce la expresién de genes blanco de UPR. La
activacion de IRE1 mediada por su dimerizacidn y fosforilacidon causa el splicing del ARNm de XBP1.
La traduccion del ARNm de XBP1 produce un factor de transcripcion que estimula los genes blanco a
través de los promotores ERSEs. La activacion de ATF6 implica translocacidon desde el RE al Golgi
donde es procesado proteoliticamente para liberar un factor de transcripcién de 50 kDa que se
transloca al nucleo y se une a los promotores ERSEs de los genes blanco de la UPR. Las tres proteinas
transmembrana residentes del RE sensan el estrés del RE a través de Grp78. La proteina GADD34,
una proteina fosfatasa regulada por la via PERK, desfosforila elF2a para restaurar la sintesis global de
proteinas. Extraido de Lai et al., 2007.

La respuesta UPR activa la transcripcién de genes de la biosintesis de lipidos, entre
otros, lo que permite la expansion de membranas para contrarrestar el estrés del RE
ocasionado por el mal plegamiento de proteinas en su lumen (Mandl et al., 2013). Por lo
tanto, las perturbaciones en la densidad de empaquetado de lipidos y la homeostasis del RE
pueden tener importantes consecuencias fisiopatoldgicas. La regulacion coordinada de la
homeostasis lipidica, la homeostasis redox, el metabolismo de drogas y la sefializacion

intracelular es un mecanismo adaptativo que puede responder a los cambios ambientales
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(Fig. 11). Una mayor comprension de los principios moleculares subyacentes podria revelar
nuevas oportunidades para intervenciones terapéuticas en las enfermedades cronicas

comunes como la obesidad y la resistencia a la insulina (Holthuis et al., 2014).
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Figura 11. Factores que conducen a estrés del RE y las respuestas celulares el estrés genera. Se
esquematizan los factores que causan estrés del RE en forma directa o indirectamente,
desencadenando la respuesta UPR. Muchos de estos factores estdn conectados al desequilibrio
redox. Extraido de Mandl et al., 2013.

4.4. La participacion de los lipidos y las lipoproteinas de transferencia en la progresion

tumoral

La activacion del metabolismo de los lipidos es un evento temprano en la
carcinogénesis y una caracteristica central de muchos tumores (Hilvo et al., 2011; Santolla et
al.,, 2012; Zhu et al., 2014). Al respecto, se demostréd que varias enzimas y factores de
transcripcion que controlan la homeostasis lipidica y la lipogénesis estan sobreexpresados en
cancer. Como se menciond, numerosos reportes sefialan que PC, el principal componente de
los fosfolipidos de las membranas de las células eucariotas, asi como metabolitos derivados
de colina, contribuyen tanto a la proliferacién como a la muerte celular programada (Atilla-
Gokcumen et al., 2014). Los cambios en la disponibilidad de sustratos, como la alteracién en
proteinas que intervienen en el metabolismo y transporte de lipidos, contribuyen directa o
indirectamente a un crecimiento maligno, reforzando el papel central de los fosfolipidos y

sus metabolitos en la determinacién del destino celular (Ridgway, 2013).

42



INTRODUCCION

Un analisis del “metaboloma” de 60 lineas celulares derivadas de nueve tipos de
tumores mostré que el consumo de glicina es una caracteristica metabdlica de las células
cancerosas. Ademas se observé que la utilizaciéon de colina y la liberacién de fosfocolina al
medio estd fuertemente correlacionada con la proliferacion celular (Jain et al., 2012).

Por otro lado, numerosos estudios sefialan la contribuciéon que las LTPs realizan al
establecimiento de la tumorigénesis. Entre las LTPs, la familia ORPs presenta un rol
multifacético como sensores de esteroles y PIP en los SCM en las organelas, impactando en
los mecanismos de regulacién de la sefializacién de lipidos celulares, el transporte de
vesiculas, el metabolismo y la proliferacidn. Las funciones asignadas a las ORPs de mamiferos
incluyen la coordinacién del metabolismo de esteroles y esfingolipidos y el sefialamiento
mitogénico, la adhesién celular, la homeostasis lipidica en el macréfago, entre otras,
participando en el control de la proliferacién y la supervivencia celular (Olkkonen et al.,
2013). Se demostré que el silenciamiento de todas las variantes de ORP4 conducen a un
arresto del crecimiento pero no a la muerte celular (Charman et al., 2014). Recientemente,
se ha reportado que la funcién y el metabolismo de los fosfoinositoles son controlados
durante la tumorigénesis por una proteina especifica de transferencia (Fayngerts et al.,
2014).

Las proteinas START han sido también asociadas a cancer. Por ejemplo, los canceres
de mama sobre-expresan el gen HER2/erbB2 (un miembro de la familia del receptor EGF)
junto con StarD3 y StarD10. Los genes StarD3 y ErbB2 se ubican en el cromosoma 17q12-
g21, una regién amplificada con frecuencia en los canceres de mama; esta proximidad y sus
elementos reguladores idénticos en el promotor explican su co-expresién y cooperacion en
la transformaciéon maligna (Alpy et al., 2014). De hecho, se demostré que la disminuciéon de
StarD3 dificulta el crecimiento celular en lineas celulares que amplifican ErbB2. A su vez,
StarD10 coopera con ErbB1 lo que sugiere un papel en el fenotipo canceroso. En linea con
esto, StarD10 fue identificada recientemente como un blanco de miR-661 durante la
transicidon mesenquimal sugiriendo que la pérdida de expresiéon de StarD10 podria ser una
caracteristica de tumores mesenquimales agresivos (Vetter et al., 2010; Alpy et al., 2014).
Recientemente se observd asociacién entre polimorfismos del gen erbB2 y la expresiéon de
StarD3 en pacientes con riesgo de cancer gastrico (Qiu et al., 2014). Por el contrario, algunos
genes que codifican a proteinas con dominio START son inactivadas en cancer. El gen

StarD12 originalmente llamado deleted in liver cancer 1 (DLC-1) es un supresor tumoral
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localizado en el cromosoma 8p21-22, una regidon que exhibe frecuente pérdida de
heterocigosidad en cancer. Este gen se pierde en algunos tumores primarios de higado y de
mama, con muy baja expresion en lineas celulares de tumores derivados de higado, de
mama, de colon y de prostata (Zimonjic et al., 2012).

Los otros dos miembros de la subfamilia Rho-GAP-START, StarD13 y StarD8 son
también potenciales supresores de tumores. StarD13 estd situado en 13g12.3, una regién
cromosomica con pérdida alélica frecuente en el carcinoma hepatocelular y otros tipos de
cancer. StarD8 también presenta una pérdida de expresién en ciertos tipos de cdncer y
parece tener una funcién supresora de tumor. Se demostré que la actividad Rho-GTPasa
contribuye a la iniciacidn y progresion del cancer (Alpy et al., 2014).

Asimismo, se reportd que la proteina StarD11/CERT esta implicada en cancer. CERT
puede modular la respuesta a sefiales apoptdticas inducidas por farmacos, cambiando el
contenido de ceramida en células cancerosas. De hecho, se la ha implicado en los
mecanismos de sensibilidad a los medicamentos utilizados en quimioterapia y en particular a
paclitaxel, una molécula que inhibe la polimerizacién de los microtubulos (Swanton et al.,
2007; Lee et al., 2012).

Finalmente, como se detalla en la seccién 3 (La proteina StarD7, pag. 27), StarD7
tiene alta expresién en lineas celulares tumorales. Varios estudios de expresion global de
genes han reportado expresidon incrementada de StarD7 en diferentes modelos de cancer
(Tabla 1). Al respecto, nuestro grupo demostré que su promotor es regulado por la via de
sefializacion de Wnt candnica, comunmente involucrada en la progresién tumoral (Rena et
al., 2010).

Dado que la alteracién de las LTPs es un evento comun en una variedad de patologias
incluyendo el cancer, su modulacién puede representar un nuevo blanco para las terapias

(Alpy et al., 2014).
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HIPOTESIS

El transporte de lipidos y proteinas entre organulos es un evento crucial en la
organizacién de los diferentes compartimentos celulares. Defectos en la cantidad, calidad, y
distribucién intracelular de lipidos se han asociado a un gran nimero de enfermedades
humanas tales como enfermedad cardiovascular, obesidad, defectos metabdlicos,
preeclampsia, Alzheimer y cancer (Prinz, 2010, Bexiga et al., 2013).

El transcripto StarD7, identificado en el laboratorio como un gen up-regulado en la
linea celular JEG-3, codifica a una proteina que interactia, une y transporta lipidos (Durand
et al., 2004; Angeletti et al., 2008). StarD7 pertenece a la familia de proteinas con dominio
START, las cuales actian en una variedad de procesos fisioldgicos, tales como transferencia,
metabolismo lipidico y modulacién en los eventos de sefializaciéon. Se ha demostrado que la
mutacion o expresion desregulada de las proteinas START esta vinculada a procesos
patoldgicos, incluyendo enfermedades genéticas, autoinmunes y cancer (Alpy et al., 2005).

StarD7 es un gen ubicuo, con elevados niveles de expresidn en varias lineas celulares
epiteliales (Durand et al., 2004). Trabajos previos del laboratorio indican que su expresion es
regulada por el sefialamiento Wnt/ B-catenina a través de GSK3-B, via que participa en la
regulacion de numerosos procesos celulares (Rena et al., 2009).

Considerando los antecedentes expuestos y el conocimiento acumulado en relacidén a
las caracteristicas estructurales de la proteina transportadora de lipidos StarD7 y de su
promotor, asi como la participacién de los lipidos y otras LTPs en la homeostasis celular se

propuso la siguiente hipétesis de trabajo:
“La proteina StarD7 es requerida para los eventos de proliferacion, migracion

adhesion y diferenciacion celular. Niveles alterados de la proteina StarD7 conducen a una

desregulacion en la homeostasis celular”.
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OBJETIVOS

Para evaluar la hipétesis planteada y considerando que el transporte de lipidos entre
organelas es un proceso esencial en la organizacién de los diferentes compartimientos

celulares se propuso como:

Objetivo general:

Conocer la funcion de la proteina StarD7 y establecer la importancia de su

expresion endogena en la fisiologia celular.

Objetivos especificos:

v’ Analizar el efecto del silenciamiento de StarD7 en la expresién de genes.

Silenciar la proteina en estudio (StarD7), realizando en forma adicional un analisis de
microarreglos de oligonucledtidos, permitird estudiar la influencia de la misma frente a la
expresion global de genes e identificar transcriptos candidatos que puedan estar

funcionalmente relacionados con StarD7.

v’ Estudiar la participacion de StarD7 en la homeostasis intracelular y en diferentes

procesos celulares.

Conociendo que proteinas de la familia START participan en el metabolismo,
transporte y sefializacion lipidica, se determinara el impacto de la disminucién de StarD7 en
los procesos celulares esenciales como proliferacion y diferenciacién. Poder predecir las
funciones que la proteina lleva a cabo, es fundamental para comprender su rol en la

fisiologia celular y en patologias a las que pudiera encontrarse asociada.

v’ Identificar proteinas que interaccionan con StarD7.

La determinacidn de putativas proteinas intracelulares asociadas a StarD7, ayudara a
profundizar su caracterizacién a través de ensayos de inmunoprecipitacion y espectrometria

de masa.
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|. EFECTO DEL SILENCIAMIENTO DE StarD7 EN LA EXPRESION DE GENES

Con el fin de explorar la funcidon que cumple StarD7 en la fisiologia celular se evalug,
a nivel molecular y celular, el impacto que produce el silenciamiento de su expresién, para lo
cual se realizaron ensayos de knockdown mediante siRNA (small interfering RNA).

Inicialmente se utilizo como modelo de estudio la linea celular JEG-3 derivada de
coriocarcinoma (donde originariamente fue identificada StarD7). Para tal fin se utilizaron dos
diferentes siRNAs dirigidos contra la secuencia del ARN mensajero de StarD7 (siD7.1 y
siD7.2) y un siRNA scrambled como control negativo (siC) (Applied Biosystems/Ambion). El
grado de silenciamiento se analizd mediante la valoracidn del transcripto de StarD7 a través
de RT-PCR en tiempo real y los niveles de la proteina mediante western blot (utilizando un
anticuerpo generado en el laboratorio). Se observé que ambos siRNAs produjeron una
disminucion significativa dependiente de la dosis, tanto en los niveles del transcripto de
StarD7 (79% con siD7.1 y 60% con siD7.2), como de la proteina (83% con siD7.1 y 63% con
siD7.2) a las 48 h de cultivo (p < 0,01) (Fig. 12 Ay B).
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Figura 12. Efecto del silenciamiento de la expresidn de StarD7 en células JEG-3 transfectadas durante
48 h con 100, 150 y 200 nM de siD7.1 y siD7.2. Se utiliz6 como control 200 nM de siC. A). La
expresion del transcripto StarD7 se determind mediante PCR en tiempo real. Se grafica: niveles
relativos del transcripto StarD7 respecto al control (normalizados con ciclofilina A). B) Los niveles de
proteina StarD7 se analizaron por western blot. En la parte superior se muestra un ensayo
representativo y debajo la cuantificacién densitométrica de los niveles relativos de la proteina StarD7
respecto al control, normalizados con tubulina. Las barras indican la mediana y el rango intercuartilos
*p < 0,01 (n=3).
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Si bien siD7.1 demostré mayor eficiencia para disminuir la expresién endégena de
StarD7, no se observaron diferencias significativas entre ambos siRNAs (siD7.1 o siD7.2). Los

siguientes experimentos de silenciamiento se realizaron con siD7.1.

1.1. Ensayo de microarreglos de oligonucleétidos (Microarrays)

Con el fin de establecer si el silenciamiento de StarD7 afecta la expresidon global de
transcriptos, se realizé un ensayo de Microarray utilizando ARN extraido de células JEG-3
transfectadas con 200 nM de siD7 o siC. Los resultados mostraron una alteracion en la
expresion de al menos 89 transcriptos, observdandose 46 ARN incrementados y 43
disminuidos, respecto a muestras tratadas con siC (nivel de corte + 1.5) (Tabla Il de Anexo).
Los niveles de los siguientes transcriptos diferencialmente expresados: Cnx43 (Connexin 43),
TWIST1 (Twist homolog 1), MBD2 (Methyl-CpG binding domain protein 2 ), TGFBRII
(Transforming growth factor beta receptor Il), ABCG2 (ATP-binding cassette, sub-family G
member 2), THSD7A (Thrombospondin type | domain containing 7A), SMURF2 (SMAD specific
E3 ubiquitin protein ligase 2), KDELC1 (Lys-Asp-Glu-Leu containing 1) y NID1 (Nidogen-1),
algunos de los cuales son regulados al igual que StarD7 por la via de sefialamiento
Wnt/pB catenina, fueron validados mediante RT-PCR en tiempo real. Los resultados obtenidos

fueron coincidentes con los observados mediante el andlisis de microarreglos (Fig. 13).
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Figura 13. Expresién de ARNm de Cnx43, TWIST1, MBD2, TGFRII, ABCG2, THSD7A, SMURF2, KDELC1
y NID1 diferencialmente expresados en la linea JEG-3 transfectada durante 48 h con 200 nM de
siD7.1 o siC. Las barras indican niveles relativos de cada transcripto respecto al control (normalizados
con ciclofilina A). Se grafica la mediana y el rango intercuartilos de tres experimentos
independientes, *p < 0,01 (n=3).
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1.2. Estudios relacionados al transportador de eflujo ABCG2

1.2.1. El silenciamiento de StarD7 reduce la expresion de ABCG2

Inicialmente el estudio se centrd en el analisis del efecto del silenciamiento de StarD7
en la expresion del transcripto ABCG2.

La proteina ABCG2/BCRP (ATP-binding cassette sub-family G member 2/Breast Cancer
Resistance Protein), es un miembro de la superfamilia de proteinas transportadoras ABC
(Vasiliou et al., 2009; Kerr et al., 2011). Es una glicoproteina integral localizada en la region
apical de la membrana plasmatica y cumple un papel importante como transportador
xenobidtico interaccionando con drogas quimioterapéuticas, ademds de transportar otros
sustratos como PS y S1P (Woehlecke et al., 2003; Samadi et al., 2011). La proteina ABCG2 se
encuentra altamente expresada en tejidos que forman barreras de proteccién incluyendo
placenta, testiculos, higado, intestino, rifidn, cerebro, entre otros (Stacy et al., 2013).

Como se menciond, StarD7 es un gen ubicuo con elevados niveles de expresion en
diferentes lineas celulares epiteliales (Durand et al., 2004). Por tal motivo y con el fin de
extender los resultados del analisis de la expresion global de transcriptos observados en la
linea JEG-3 a otras células epiteliales, se silenciaron las siguientes lineas celulares: BeWo,
derivada de coriocarcinoma; HTR8/SVneo, derivada de CTBs extravelloso humano; HepG2,
derivada de hepatoma humano; HT-29, derivada de cadncer de colon humano y A549, de
carcinoma pulmonar humano.

La eficiencia de silenciamiento obtenida con siD7 respecto a siC se muestra en la
Figura 14. En todos los casos se obtuvo un nivel de silenciamiento superior al 70%, ya sea si
analizamos el transcripto o la proteina StarD7. Se demostrd, en todas las lineas celulares
estudiadas, que la supresidén de StarD7 produjo una significativa disminucién tanto del
transcripto (Fig. 14 A) como de la proteina ABCG2 (Fig. 14 B), observandose una mayor

reduccion en los niveles proteicos que en los ARNm.
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Figura 14. Expresion de ABCG2 y StarD7 en diferentes lineas celulares transfectadas durante 72 h con
siD7 o siC. A). La expresién de los transcriptos ABCG2 y StarD7 se analizd6 mediante PCR en tiempo
real. El grafico representa los niveles relativos del transcripto respecto al control (normalizados con
ciclofilina A). B) Los niveles de las proteinas se midieron por ensayos de western blot. Arriba se
muestran ensayos representativos para cada linea celular y abajo, la cuantificacion densitométrica
relativa de las proteinas ABCG2 y StarD7 en las células silenciadas de StarD7 respecto al control
(siC=1), normalizados con tubulina (mediana y rango intercuartilos, de tres experimentos
independientes, *p < 0,01).

Mediante ensayos de inmunofluorescencia se demostrd una evidente supresion de la

expresion citoplasmatica de la proteina StarD7 (Fig. 15 B), que se acompaid con una clara
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reduccion de la proteina ABCG2 en la membrana plasmatica en las células transfectadas con

siD7 respecto al control (Fig. 15 A).

A JEG-3 BeWo HepG2

siC siD7 siC siD7 siC
siC siD7
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Figura 15. A) Imagenes representativas de inmunofluorescencias de ABCG2 en células JEG-3, BeWo y
HepG2 silenciadas con siD7 o siC durante 72 h. Se observa en rojo la marcacién con el anticuerpo
anti-ABCG2 (panel superior), y la superposicion con los nucleos tefiidos con Hoechst (azul, panel
inferior). B) Células HepG2 silenciadas durante 72 h con siC o siD7. Se observa la disminucidon de la
fluorescencia verde (anti-StarD7) en las células silenciadas con siD7 (panel superior), y la
superposicion con los nucleos tenidos con Hoechst (azul, panel inferior). Imagenes obtenidas con
microscopio confocal Olympus FLuoview FV300. Barra: 20 um (600X).
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1.2.2. El silenciamiento de StarD7 altera la funcionalidad de ABCG2

A los fines de evaluar la funcionalidad del transportador de eflujo ABCG2 las células
silenciadas con siD7 o siC fueron incubadas con mitoxantrona (MTX), sustrato de ABCG2
(Robey et al., 2001). La MTX es una droga sintética que se intercala en el ADN e inhibe la
topoisomerasa Il. Se la ha utilizado en la quimioterapia para la leucemia, el linfoma, el cdncer
de prdstata, de mama y para tratar la esclerosis multiple (Patel et al., 2013). Considerando

gue MTX es un sustrato fluorescente que presenta un espectro de emisidn-excitacion de
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635-670 nm, se realizaron ensayos para cuantificar su acumulacion intracelular mediante el
medicién de la fluorescencia.

Células HepG2 y A549 transfectadas con siD7 o siC y cultivadas durante 72 h en
placas de 96 pocillos fueron tratadas durante 1 h con 5 6 20 uM de MTX y posteriormente
lavadas durante 3 h. Las lecturas de fluorescencia mostraron una mayor acumulacion de
MTX en las células silenciadas respecto al control en ambas concentraciones analizadas (Fig.
16 A y B). Simultdneamente, se midié la acumulacién de la droga por citometria de flujo
observandose, de igual manera, mayor sefial de fluorescencia en las células transfectadas

con siD7 respecto a siC (Fig. 16 C).

A
HepG2 A549
MTX
siC
siD7
B 200 B sic = siC
o 183 sib7 150+ :
9] s N @ 0O siD7 X
) Q .
L 1504 <
s ! T 1007 ;
.‘§ 100+ } : .‘g
m =
= =
E 50 § 50+
= [&]
£ £
20 =
5 20 5 20
MTX (uM) MTX (uM)
c
1500 1 i células HepG2
M — siC + Mix
(' — s5iD7T+ Mtx
E 1000 II |I
@ |1
3 | |
Q I
0 | \
| \
|I II
3 T T -j .\\

MTX {Unidades de Fluorescencia)

Figura 16. Acumulacién intracelular de mitoxantrona en células HepG2 y A549 transfectadas con siD7
o siC y cultivadas durante 48 h. A) Se muestra una imagen de fluorescencia representativa de tres
ensayos, realizados en placa de 96 pocillos por cuadruplicado, medida en el equipo Odyssey. B)
Cuantificacion del porcentaje de acumulacion de mitoxantrona en relacién a la intensidad de
fluorescencia medida, determinado por el programa Image Studio. Se grafica la mediana y el rango
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intercuartilos, *p < 0,01. C) Resultado obtenido por citometria de flujo, el grafico muestra el
desplazamiento del pico de fluorescencia a un valor mds alto en las células HepG2 transfectadas con
siD7.

Por otro lado, se determind el eflujo de MTX intracelular. Células previamente

silenciadas con siD7 o siC fueron incubadas durante 1 h con 1 6 5 uM de MTX.
Posterioremente, se realizaron mediciones seriadas de fluorescencia a diferentes tiempos de
lavado. La Figura 17 muestra que la liberacién de la droga es menos eficiente y mas lenta en

las células silenciadas con siD7 respecto a siC sugiriendo una disminucién funcional de

ABCG2.
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Figura 17. Eflujo de mitoxantrona en células HepG2 silenciadas con siD7 o siC por 72 h. Las células
fueron incubadas durante 1 h con 1 uM (A) 6 5 uM (B) de MTX. La fluorescencia se midid a diferentes
tiempos de lavado, en el equipo Odyssey y el anadlisis se realizé con el programa Image Studio. Los
graficos representan la media + SEM, n=4, # p < 0,01; *p < 0,05.

Se sabe que un déficit en la funcionalidad de ABCG2 expone a las células a una mayor
susceptibilidad ante la presencia de drogas quimioterapéuticas, que son especificamente
expulsadas del interior celular por el transportador, dejandolas sensibles al tratamiento con
estas drogas. En base a esto, se evalud la citotoxicidad de MTX en células HepG2 tratadas
con siD7 y expuestas a la droga durante 24 h. Como se indica en la Figura 18, el
silenciamiento de StarD7 aumenta la susceptibilidad de las células expuestas a la droga
antineopldsica. Se observd una reduccidn significativa en la IC50 en las células transfectadas

con siD7, desde 1,205 x107 M a 1,338 x10® M en comparacion con el siC.
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Figura 18. Ensayo de viabilidad, expresado en porcentaje de sobrevida en funcidon de
concentraciones crecientes de mitoxantrona (MTX): 1x10%; 5 x10%; 1 x107: 5 x107 y 5 x10® M. El
ensayo se realizé en células HepG2 tratadas con siD7 o siC, durante 48 h e incubadas con la droga
durante 24 h o sin la droga (Ctrol). Se grafica la media £ SEM, n=8. *p < 0,05.

1.2.3. La sobre-expresion de StarD7 incrementa los niveles de ABCG2

En contraposicién a los ensayos de silenciamiento de StarD7 se analizo el efecto de la
sobre-expresion de la proteina StarD7 sobre los niveles de ABCG2. Para ello, células HepG2
fueron transfectadas con los plasmidos que expresan las proteinas recombinantes: StarD7-c-
myc y StarD7-GFP, asi como con sus correspondientes vectores vacios pcDNA/TO/c-myc y

pGFP-C1.
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Figura 19. Células HepG2 fueron transfectadas con StarD7-c-myc, StarD7-GFP o sus correspondientes
vectores vacios. A) La expresién de ABCG2 enddgena (72 kDa) y StarD7 (35 kDa), asi como la sobre-
expresion de StarD7-c-myc (~ 47 kDa), StarD7-GFP (~ 65 kDa) y GFP (27 kDa) fue analizada por
western blot. B) El gréfico de barras representa la cuantificacion densitométrica de la proteina ABCG2
normalizada a tubulina. Los valores representan la mediana y el rango intercuartilos, n =3, * p <0,01.
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Los resultados indican que la sobre-expresidon de StarD7 conduce a un aumento de
los niveles de la proteina ABCG2 (Fig. 19). En conjunto estos hallazgos indican que los

niveles de expresion de StarD7 y ABCG2 se encuentran correlacionados positivamente.

Como conclusidn de esta primera seccion, se puede afirmar que:

v’ El silenciamiento de StarD7 afectd la expresion global de genes en células JEG-3. Se
identificaron y validaron la expresidn alterada de los transcriptos: ABCG2, Cnx43, TWIST1,

MBD2, TGFBRII, THSD7A, SMURF2, KDELC1 y NID1.

v’ El silenciamiento de StarD7 conduce a una disminucidn en los niveles de expresion de
ABCG2/BCRP en diferentes lineas celulares epiteliales (BeWo, HTR8/SVneo, HT-29, A549 y
HepG2); mientras que la sobre-expresion de StarD7 produce un aumento en los niveles de

ABCG2 indicando que existe una correlacién positiva en la expresién de ambas proteinas.
v La reduccidn en los niveles de ABCG2/BCRP esta asociada a una disminucidn de su

funcionalidad evidenciada por mayor acumulacion y menor efluyjo de MTX y una

incrementada susceptibilidad a la misma.
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Il. EFECTO DEL SILENCIAMIENTO DE StarD7 EN LA HOMEOSTASIS
INTRACELULAR

2.1. La reduccién de StarD7 disminuye la biosintesis de novo de glicerofosfolipidos

Como se menciond, el transporte de lipidos y proteinas entre organelas es un
proceso esencial en la organizacion de los diferentes compartimentos celulares. Este proceso
es mediado por el transporte vesicular, mediante la fusién de vesiculas a un compartimiento
aceptor, o mediante el transporte monomérico entre diferentes organelas (Prinz, 2010).
Dado que una de las funciones propuestas para StarD7 es el transporte de PC a la
mitocondria (Horibata et al., 2010), se analizo el efecto del silenciamiento de StarD7 en la
biosintesis de fosfolipidos. Para tal fin se realizaron experimentos de marcacion metabdlica
usando 2-3H-glicerol. La incorporacién de 2-3H-glicerol en los fosfolipidos se evalud tanto en
las células JEG-3 transfectadas con siD7 como en cultivos celulares controles (transfectadas
con siC). Los resultados muestran una disminucion del 40% en la sintesis total de fosfolipidos

en células silenciadas con siD7 respecto al control (Fig. 20 A).
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Figura 20 Efecto del silenciamiento de StarD7 en la biosintesis de novo de glicerofosfolipidos totales
en células JEG-3 tratadas por 48 h con siD7 o siC como control, marcadas con 2-*H-glicerol por 3 h. A)
Sintesis de 3H-glicerofosfolipidos en células tratadas con siD7 en comparacion con el control siC. Los
datos representan la mediana y percentilos 25th-75th (n = 4, *p < 0,05). B) Porcentaje de distribucidn
de los principales *H-fosfolipidos. Los datos indican la media + SEM (n = 2).

Ademds, se determiné el porcentaje de distribucién de los principales 3H-fosfolipidos:
PC fue la especie con mayor incorporacién del precursor en ambas condiciones analizadas,
seguido por PS y después por Pl y con un porcentaje menor en PE, sin embargo no hubo
diferencias significativas entre las células tratadas con siD7 y siC (Fig. 20 B).
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2.2. El silenciamiento de StarD7 genera fragmentacidn del aparato de Golgi

Con el fin de establecer si existe alguna alteracidon en las estructuras subcelulares en
las células silenciadas con siD7, y teniendo en cuenta que varios reportes indican que la
deplecion de fosfolipidos, en especial PC, afecta la morfologia del complejo de Golgi y RE
(van der Sanden et al., 2003; Testerink et al., 2009) se analiz6 mediante ensayos de
inmunofluorescencia la estructura del complejo de Golgi cuando la expresién de StarD7 se
encontraba disminuida.

Células HepG2 silenciadas con siD7 o siC fueron cultivadas durante 72 h sobre
cubreobjetos, fijadas e incubadas con anticuerpos dirigidos contra proteinas residentes del
aparato de Golgi como giantina o GM-130. La Figura 21 muestra las imagenes obtenidas con
el anticuerpo anti-giantina, observdndose que en las células transfectadas con siC, giantina
se localiza en forma condensada en el cis-Golgi con un perfil perinuclear; mientras que en las
células transfectadas con siD7 la proteina estd presente en forma dispersa a través del
citoplasma, indicando una disrupcién subcelular en la organizacion del aparato de Golgi.
Resultados similares se obtuvieron con el anticuerpo anti-GM130 y en otras lineas celulares
(JEG-3, BeWo y HTR8/Svneo) sugiriendo que StarD7 es importante para el mantenimiento de
la estructura del aparato de Golgi y consecuentemente para su funcion.

Con el fin de estudiar si la funcidn del transporte anterégrado entre RE y el aparato
de Golgi es afectada por el silenciamiento de StarD7, se realizaron tratamientos con
Brefeldina A (BFA). BFA es utilizada para interferir de forma reversible con el transporte
anterégrado (desde RE al Golgi), generando el desensamblado de las proteinas de cubierta
COPI y el colapso del aparato de Golgi. Para ello, células HepG2 transfectadas durante 72 h
con los siRNAs siD7 o siC, se incubaron 1 h con BFA, con posteriores lavados de 30 min, 1 h
30 min y 2 h 30 min (ya que la droga actua en forma reversible). Finalizados estos tiempos, el
aparato de Golgi se analizé mediante inmunofluorescencia con el anticuerpo anti-giantina.
Los resultados indicaron que el tratamiento con BFA produce el desensamble de las
estructuras COPI tanto en las células silenciadas con siC como con siD7. Notese el aumento
en la dispersion de la sefial dada por giantina en las células silenciadas con siD7, indicando
conservacion del transporte retrégrado (Fig. 22).

Se observé que los lavados de 2 h 30 min, posteriores al tratamiento con BFA,

permitieron recuperar la organizacion del aparato de Golgi en las células controles. Por otro
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lado, también se logra recobrar la misma estructura fragmentada inicial del aparato de Golgi
en las células silenciadas con siD7.

La cuantificacién de las células que presentaron el aparato de Golgi fragmentado
indicd, en las células HepG2 silenciadas con siD7, un porcentaje del 54% (rango 50-74%)
antes del tratamiento con BFA y 71% (rango 58-84%) después de los lavados, ambos valores
son significativamente diferente respecto a sus controles (p < 0,01) (Fig. 22 B).

Esto hallazgos sugieren que la ausencia de la proteina StarD7 compromete el
transporte anterdgrado. Estos resultados deben complementarse con ensayos de transporte

de cargos, a fin de poder establecer el mecanismo por el cual ocurre este fendmeno.

Giantina/ Hoechst

siC

siD7

Figura 21. Imdgenes representativas de inmunofluorescencias de giantina en células HepG2
silenciadas con siD7 o siC, durante 72 h. En rojo se muestra la marcacién con anti-giantina, y los
nucleos en azul tefiidos con Hoechst. A la izquierda se observa una imagen representativa de cada
condicién (400X) y a la derecha una zona ampliada, en donde se puede observar claramente la
disrupcion del complejo de Golgi en las células silenciadas. Barra = 20um.
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Figura 22. Imagenes representativas de inmunofluorescencias marcadas con anti-giantina en células
HepG2 silenciadas durante 72 h y tratadas con Brefeldina (BFA) 5 uM. A) Células HepG2 silenciadas
con siD7 o siC, tratadas con Brefeldina (BFA) 5 uM durante 1 h y posteriores lavados (de 30 min, 1 h
30 miny 2 h 30 min) En el panel inferior se observan imagenes ampliadas después de 2 h 30 min de
lavado, obtenidas en siC (I) y en siD7 (l1). B) En la parte superior, se muestran imagenes ampliadas de
células HepG2 transfectadas con siD7, antes y después del tratamiento con BFA y luego de 2 h 30 min
de lavado. En rojo se muestra la marcacidon con anti-giantina y en azul los nucleos tefiidos con
Hoechst (400X, barra= 20 um). Debajo se grafica la cuantificacién de células con el aparato de Golgi
fragmentado respecto a la cantidad total de células (mediana y rango intercuartilos, *p < 0,01
respecto a siC).
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En forma complementaria se analizé la ultraestructura celular mediante microscopia
electrénica. Los ensayos fueron realizados en el Centro de Microscopia de la Facultad de
Ciencias Médicas, con un microscopio electrénico de transmision Zeiss Leo 906-E.

Las imagenes de microscopia electréonica obtenidas en las células silenciadas con siD7
mostraron desorden en el sistema de endomembranas, presentando RE dilatado, con
numerosas mitocondrias perinucleares (muchas de las cuales exhibieron una morfologia
anormal) (Fig. 23 y 24). Ademas, se observé acumulacion intracelular de lipidos y glucégeno
sugiriendo que el impacto del silenciamiento de StarD7 genera en el sistema de

endomembranas alteraciones en el metabolismo y/o transporte de lipidos.

Figura 23. Microscopia electrénica de células HepG2 transfectadas con siD7 o siC como control. Se
muestra dos imagenes representativas de cada situacidén (magnificacion: 10.000X).
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Figura 24. Microscopia electrénica de células HepG2 silenciadas de StarD7. Se observa un buen
desarrollo del reticulo endoplasmico rugoso (RER) con cisternas dilatadas y vesiculas (ve), presencia
de numerosas mitocondrias (mi) de gran tamafio perinucleares y nucleo (Nu) activo con predominio
de eucromatina. En la figura B se observa acumulacion de glucégeno (Glu) y en la figura C un
autofagosoma (A), producto de digestién intracelular (quizds de mitocondrias). Fotos tomadas a
16.700X.

2.3. La disminucidn de la proteina StarD7 produce estrés del reticulo endoplasmico

Como se menciond el RE es el principal sitio de sintesis de proteinas y lipidos,
biogénesis de membranas, metabolismo de xenobidticos y almacenamiento de calcio
celular. En el RE rugoso (RER), las proteinas (incluyendo hormonas, factores de crecimiento,
receptores, entre otras) que estdn siendo sintetizadas en los ribosomas, se pliegan y sufren
modificaciones post-traduccionales. Ademas el RE presenta un entorno oxidativo, critico
para la formacién de uniones disulfuros, entre otras modificaciones (Mandl et al., 2013).

Varios reportes demuestran que la alteracién en el transporte entre el RE y Golgi,
produce acumulacion de proteinas en el RE ocasionando estrés de reticulo. Esto mismo se
produce frente al tratamiento con BFA (Moon et al., 2012), observandose un perfil similar
cuando StarD7 es silenciada.

Como se menciond, la induccién de estrés de RE origina una respuesta a proteinas
mal plegadas (UPR: Unfolded Protein Response), la cual es sensada a través de tres vias de
sefializacidn que involucran la participacion de las proteinas PERK (PKR-like endoplasmic
reticulum kinase), IRE1 (inositol-requiring 1) y ATF6 (activating transcription factor 6) (Fu et
al.,, 2011). Una actividad sostenida de UPR, indica que el estrés del RE no puede ser
suprimido y no se puede re-establecer la homeostasis desencadenando vias de apoptosis

que llevan a la célula a la muerte.
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La UPR conduce a una disminucién de la traduccién de proteinas, degradacién de
proteinas mal plegadas e induccion de chaperonas moleculares como calreticulina,
GRP78/BiP (Glucose-regulated protein) y CHOP (C/EBP homologous protein) (Das et al., 2008;
Haefliger et al., 2011) (Fig. 10). GRP78 es una chaperona, miembro de la familia de HSP70,
que facilita el plegado de proteinas dentro del lumen del RER (Burton et al., 2011).

Para evaluar si el silenciamiento de StarD7 conduce a una respuesta celular “tipo
UPR”, se determind la expresion de las principales proteinas involucradas en este proceso,
mediante ensayos de western blot. Las células HepG2 fueron transfectadas con siC o siD7 y
se obtuvieron extractos proteicos a las 6, 12, 24, 48 y 72 h post-silenciamiento. La Figura 25
muestra los cambios en los niveles de expresidon de las proteinas: IREla, calnexina, PDI
(protein disulfide isomerase), BiP y PERK en funcién del tiempo de silenciamiento
normalizadas con actina. Se observé un aumento temprano de las chaperonas calnexina y
BiP (6 h) en las células silenciadas con siD7 para retornar a valores cercanos al control a las
48 h de silenciamiento. La quinasa PERK presentd bajos niveles a las 6 h post-silenciamiento
con siD7 con un valor maximo a las 12 h de transfeccién con siD7.

En relacion a la proteina sensora de estrés de RE IREla, su expresion comenzé a
incrementar a las 24 h de silenciamiento con siD7 permaneciendo elevada, incluso a las 72h
post-silenciamiento, mientras que los niveles de PDI no mostraron cambios importantes. Se
observé que a las 72 h de silenciamiento, los niveles de BiP, calnexina y PERK disminuyen en
relacién al control.

En conjunto estos resultados sugieren que el silenciamiento de StarD7 genera una

respuesta temprana de las proteinas involucradas en mantener la homeostasis del RE.
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Figura 25. Respuesta de estrés de reticulo endopldsmico. A) Ensayos de western blot realizados con
extractos proteicos de células HepG2 silenciadas durante 6, 12, 24, 48 y 72 h con siD7 o siC. Se
muestran imagenes representativas reveladas en el lector Odyssey. B) Cuantificacién de la intensidad
de fluorescencia de las bandas normalizadas con actina en funcidn del tiempo de silenciamiento de
StarD7, realizado con el programa Image Studio; siendo 1.0 el valor designado para el control (células
transfectadas con siC). C) Niveles relativos de la proteina StarD7 a lo largo de las horas de
silenciamiento. Los datos representan la mediana y el rango intercuartilos (*p < 0,01).
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Como se mostré en la Figura 13, uno de los transcriptos que presentaron un aumento
significativo en las células JEG-3 silenciadas con siD7, fue KDELC1 (ver resultados del
Microarray). Entre las proteinas residentes del RE que contienen este tetrapéptido
conservado (KDEL) en la regidon C-terminal se encuentran entre otras las chaperonas BiP y
PDI. El aumento del transcripto KDELC1 observado inicialmente en las células JEG-3
silenciadas fue confirmado en las lineas celulares HTR8/SVneo y HepG2 silenciadas con siD7
respecto al control (Fig. 26).

Estos resultados refuerzan la hipdtesis de que StarD7 es requerida para mantener la

homeostasis intracelular evitando el estrés de RE.
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Figura 26. Efecto del silenciamiento de StarD7 en la expresion del transcripto KDELC1 en células JEG-
3, HTR8/SVneo y HepG2 transfectadas con siD7 o siC. Se analizé6 mediante RT-PCR en tiempo real, la
expresion de KDELC1. Los graficos representan los niveles relativos del transcripto respecto al control
(normalizados con ciclofilina A). Los resultados se expresan como la mediana y el rango
intercuartilos, *p < 0,01, n=3.

2.4. StarD7 protege a las células del estrés oxidativo

Dado que varios estudios sefialan un “crosstalk” entre la respuesta a estrés de RE y el
estrés oxidativo (Bhandary et al., 2012) se analizaron los niveles de especies reactivas de
oxigeno (ROS) en células silenciadas con siD7. Para tal fin, células HepG2 previamente
silenciadas con siD7 o siC se incubaron con o sin diferentes concentraciones de H>0;
evaluando la generacion de ROS. Se utiliz6 el colorante H2DCFDA (2° 7'-

dichlorodihydrofluorescein diacetate) el cual es permeable a la membrana celular, es
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escindido por las esterasas intracelulares, y se combina con ROS produciendo fluorescencia.
Los resultados mostraron una mayor intensidad de fluorescencia en células silenciadas en
condiciones normales (sin H;0,) respecto al control y un aumento significativo en la
generacion de ROS cuando las células silenciadas con siD7 fueron incubadas con 200 uM de
H20,, durante 24 h, en comparacion con las células control (Fig. 27 A).

Adicionalmente, ensayos de viabilidad celular demostraron que las células HepG2
depletadas de StarD7 fueron mas sensibles al tratamiento con H,0; (Fig. 27 B), concordando
con los resultados anteriores donde la ausencia de StarD7 predispone a una mayor

produccién de ROS y aumento de estrés celular.
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Figura 27. Células HepG2 fueron silenciadas con siD7 o siC durante 48 h, y posteriormente tratadas
con H,0;, o sin H,0; (Ctrol) durante 24 horas. A) La imagen muestra células incubadas en condiciones
normales (sin H,0,) y marcadas con H2DCFDA (verde) (panel superior). La exposicion de las células
transfectadas con siD7 a 200 uM de H,0, durante 24 h genera un aumento de las ROS en
comparacién con las células control (panel inferior). Imagenes a 400X. B) El porcentaje de viabilidad
se determind por el ensayo MTT. Se observéd una reduccién de IC50 en las células HepG2
transfectadas con siD7 y expuestas a H,0, respecto al control (4,29 e-004 M vs 8,89 e-004 M). Las
concentraciones de H,0, utilizadas fueron: 50, 100, 200, 300, 500, 700, 800, 1000 y 1500 puM. Se
grafica media + SEM, n =8, * p <0,01.
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A los fines de establecer si el aumento en la generacién de ROS inducido por el
silenciamiento de StarD7 conduce a una modificacién del “status” de la reserva antioxidante
celular se analizé la expresion de la enzima antioxidante hemo-oxigenasa 1 inducible (HO-1)
en las células JEG-3, BeWo y HTR8/SVneo silenciadas con siD7 (Fig. 28). Los resultados
indican que el ARNm y los niveles de la proteina HO-1 aumentaron significativamente en las

células trofoblasticas silenciadas de StarD7 en comparacién con el control (p < 0,01).
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Figura 28. Expresion de hemo-oxigenasa-1 (HO-1) en células JEG-3, BeWo y HTR8/SVneo
transfectadas durante 72 h con siD7 o siC. A) Se analizé6 mediante PCR en tiempo real, la expresidn
del transcripto de HO-1, el grafico representa los niveles relativos del transcripto respecto al control
(normalizados con ciclofilina A). B) Los niveles de la proteina se midieron por ensayos de western
blot. Arriba se muestran ensayos representativos para cada linea celular y abajo, la cuantificacion
densitométrica de los niveles relativos de la proteina HO-1 respecto al control, normalizados con
tubulina. (Mediana y el rango intercuartilos de tres experimentos independientes *p < 0,01, n=3).

Para concluir esta seccidn, se puede afirmar que el silenciamiento de StarD7:

v" Disminuye la biosintesis de novo de glicerofosfolipidos totales.

v’ Altera la estructura del Golgi, posiblemente interfiriendo con el transporte

anterogrado.
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Produce desorden del sistema de endomembranas, con numerosas mitocondrias con

morfologia anormal.

Origina cambios en la expresion de proteinas y genes que responden a la respuesta

de tipo UPR frente al estrés de RE.

Aumenta la sensibilidad de las células frente a una injuria celular debido a una mayor

cantidad de ROS.

Incrementa los niveles de la enzima hemo oxigenasa-1.
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I11. ESTUDIO DEL SILENCIAMIENTO DE StarD7 EN DIFERENTES
PROCESOS CELULARES

3.1. El silenciamiento de StarD7 disminuye la proliferacion celular

Con el propdsito de analizar el impacto del silenciamiento de StarD7 en el proceso de
proliferacion celular, se evalud la incorporacién de bromodeoxiuridina (BrdU) al ADN de
células que se encuentran en replicacion (en fase S).

La cantidad de BrdU incorporada se midié por inmunofluorescencia utilizando un
anticuerpo anti-bromodeoxiuridina (Fig. 29). Se observé un menor nimero de nucleos en
proliferaciéon (rojo, BrdU-positivas) respecto al total de nucleos tefidos con Hoechst (azul) en
células tratadas con siD7 respecto al control. La cuantificacion del ensayo de proliferacion
expresada como porcentaje mostré una disminucién del 41% en JEG-3, 26% en BeWo y del

37% en HTR8/SVneo silenciadas con siD7 respecto al control, p< 0,01.
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Figura 29. La proliferacion celular se determiné mediante la incorporacién de BrdU (rojo) en células
JEG-3, BeWo y HTR8/SVneo tratadas con siD7 o siC. Los nucleos se tifieron con Hoechst (azul) y se
muestran las imagenes superpuestas (Merge). Las imagenes son representativas de tres
experimentos con resultados consistentes (200X, barra= 20um). En el panel inferior se grafica el
porcentaje de proliferacién obtenido en cada linea celular. Las barras indican la mediana y el rango
intercuartilos, *p < 0,01.
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A los fines de confirmar que el silenciamiento de StarD7 produce una disminucién en
la proliferaciéon se determiné la incorporacién de [5'-3H]-timidina (20 uCi/ml, actividad
especifica: 20 Ci/mmol). Los resultados mostraron una disminucién del 28% + 6% (media +
SEM, p< 0,05) en la incorporacidon de timidina en células JEG-3 silenciadas respecto al

control.

3.2. El silenciamiento de StarD7 disminuye la migracion celular

Se analizé el efecto de la reduccién de StarD7 sobre la migracion celular mediante el
ensayo de reparacion de la herida en monocapas de células JEG-3, HepG2 y HTR8/SVneo.
Heridas de tamano similar se introdujeron en las células que habian sido tratadas 72 h con
siD7 o siC. Como se muestra en la Figura 30, las células control migraron mdas rdpido
cubriendo gradualmente el espacio de la herida. Se observa que 8 horas (en la linea
HTR8/SVneo) 6 24 horas (en las lineas JEG-3 y HepG2) después de realizada la herida, la

misma se encontro casi totalmente cerrada en las células transfectadas con siC (control).
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Figura 30. Ensayo de la herida en células JEG-3, HepG2 y HTR8/SVneo tratadas 72 h con siD7 o siC. La
herida se generé mediante un tip fino de pipeta en una monocapa de células confluentes. Se
muestran las fotos representativas de tres experimentos independientes, obtenidas por microscopia
de contraste de fase a las 0, 8 y 24 h (100X, barra= 20um). Se presentan graficamente el porcentaje
del tamano de la herida respecto a la distancia inicial (0 h), *p<0,01 en comparacién con las células
transfectadas con siC. Las barras indican la mediana y el rango intercuartilos de tres experimentos
independientes.
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Por el contrario, las células transfectadas con siD7 mostraron disminucion en la
migracion celular, con una velocidad de cierre de la herida menor, permaneciendo abierta
después de 24 h de cultivo en las células JEG-3 y HepG2 y después de 8 h en las monocapas
de células HTR8/SVneo.

Adicionalmente, se realizaron ensayos en el sistema bicameral de Transwell (Cole
Parmer), utilizando células JEG-3, HTR8/SVneo y HepG2 transfectadas durante 72 h con siD7
o siC. Se utilizaron filtros de policarbonato con un tamafio de poro de 8 um, que permite el
paso de las células que son colocadas en la parte superior del mismo, como se detalla en
Materiales y Métodos. Células transfectadas con siC o siD7, se incubaron durante 48 h
dentro del Transwell permitiendo que atraviesen el filtro hacia la parte inferior. La Figura 31
muestra los resultados de los experimentos con una disminucidn en la migracién del 40% en
JEG-3, 33% en HTR8/SVneo y 50% en células HepG2 silenciadas respecto a células tratadas

con siC.
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Figura 31. Ensayo de migracion de células JEG-3, HTR8/SVneo y HepG2 silenciadas con siD7
analizadas en el sistema de Transwell. En el panel izquierdo se muestran imagenes representativas
de los nucleos tefiidos con Hoechst de las células silenciadas que migraron durante 48 h hacia el
compartimiento inferior del Transwell (200X, barra= 20um). El grafico de barras representa el
porcentaje de migracién; el resultado se expresa como la mediana y el rango intercuartilos de tres
experimentos independientes, *p < 0,01.
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3.3. Las células tratadas con siRNA contra StarD7 presentan mayor adhesion celular

A continuacidn, se investigd si el silenciamiento de StarD7 modifica la adhesién
celular. El ensayo se realizd en células HTR8/SVneo, derivada de CTBs extravellosos
invasivos, como modelo de estudio. La Figura 32 muestra claramente que las células tratadas
con siD7 permanecieron mas adheridas a la superficie de vidrios recubiertos con laminina-1

que las células tratadas con el siC.

259 @ siC
3 siD7

58 2" |
S>3 |
O T 1.54
O == &
52
D O 1.04
Qg
5 2
< E o5

0.0

Figura 32. Ensayo de adhesién de células HTR8/SVneo silenciadas con siD7 o siC. En el panel
izquierdo se muestran los nucleos tefiidos con Hoechst de las células adheridas al vidrio recubierto
con laminina. Las imdagenes obtenidas en el microscopio de fluorescencia son representativas de tres
experimentos independientes realizados por duplicado (100X, barra= 50 um). El grafico de barras
representa la cuantificacién de las células silenciadas con siD7 adheridas respecto al control. Se
expresa la mediana y el rango intercuartilos, *p < 0,01.

3.4. StarD7 regula la diferenciacion de las células trofoblasticas

Trabajos previos del laboratorio sugieren que StarD7 participa en el proceso de
diferenciacién y fusién de CTBs (Angeletti et al., 2008; Angeletti et al., 2011). El proceso de
sincializacién se acompafia de aumento en marcadores bioquimicos de diferenciacién como
BhCG (hormona Gonadotrofina Coridnica-subunidad ) y sincitina-1, y por cambios
morfolégicos, evidenciados por la formacién de células gigantes multinucleadas (Huppertz et
al., 2006). A los fines de establecer la participacion de StarD7 en ambos procesos se
realizaron los ensayos en las lineas celulares fusogénicas JEG-3 y BeWo derivadas de
coriocarcinoma.

Se midieron los niveles de los transcriptos de BhCG y sincitina-1, en JEG-3 y BeWo
transfectadas con siD7 y siC (Fig. 33) a las 48 y 72 h de cultivo. Los resultados muestran un

evidente aumento de estos marcadores cuando StarD7 fue silenciada. El incremento del
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ARNm de BhCG fue mayor en células Bewo que en JEG-3 tratadas con siD7, respecto al

control, incrementando a las 72 h de cultivo 11 veces en BeWo y 2 veces en JEG-3 (p < 0,01).
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Figura 33. Expresion de marcadores de diferenciacion bioquimica en células JEG-3 (izquierda) y BeWo
(derecha) transfectadas con siD7 o siC. Los transcriptos de BhCG (A) y sincitina-1 (B) se cuantificaron
mediante RT-PCR en tiempo real. Se grafican los niveles relativos respecto al siC normalizado con
ciclofilina A. Las barras indican la mediana y el rango intercuartilos, *p < 0,01. (n=5).

Paralelamente se analizé si el aumento del ARNm de BhCG también se acompaio con
un aumento en los niveles de la proteina. Efectivamente, se observd un incremento
significativo en la sintesis de la proteina BhCG en células silenciadas con siD7 (Fig. 34). Al
igual que los niveles de transcripto, el aumento de la proteina BhCG fue mayor en células
BeWo que en JEG-3, con incrementos de 13 y 2 veces, respectivamente, a las 72 h de cultivo
(p < 0,01). Adicionalmente, se observé un aumento en la secrecidn de BhCG en células JEG-3

transfectadas con siD7 en comparacion con las células tratadas con el siC (Fig. 34 E).
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Figura 34. Expresion de marcadores de diferenciaciéon bioquimica en células JEG-3 (A, C, E) y BeWo (B
y D) transfectadas con siD7 o siC. (A y B) Imagen representativa de los niveles proteicos de BhCG y
StarD7 determinados mediante ensayos de western blot. (C y D) Cuantificacion densitométrica
de BhCG relativa al valor del siC normalizado con tubulina de cinco experimentos independientes. (E)
BhCG secretada al medio de cultivo en células JEG-3 cuantificada por ELISA (Siemens Immulite 2000).
Las barras indican la mediana y el rango intercuartilos, *p < 0,01. (n=5).

Se sabe que cultivos primarios de CTBs diferencian espontaneamente in vitro
formando estructuras tipo sinciciales (Loregger et al., 2003). Considerando que JEG-3 vy
BeWo son lineas celulares indiferenciadas, se analizd si el incremento en los marcadores
bioquimicos de diferenciacién se acompafié con la formacién de estructuras tipo sinciciales
en las células tratadas con siRNA contra StarD7. Para tal fin, se realizaron ensayos de
inmunofluorescencia utilizando anticuerpos dirigidos contra la proteina desmoplaquina, la
cual marca la uniédn desmosomal. Los resultados muestran un aumento en el nimero de
células gigantes multinucleadas en células silenciadas con el siRNA contra StarD7, respecto al

control (p < 0,01) (Fig. 35).
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Figura 35. Deteccién por inmunofluorescencia de desmoplaquina (rojo) y la superposicidon con
nucleos tefidos con Hoechst (azul) en células JEG-3 tratadas con siD7 o siC. Se muestran imagenes
representativas de la formacion de estructuras tipo sinciciales (flechas) en células JEG-3 (izquierda) y
BeWo (derecha) tratadas con siD7 (400X, barra= 20um). Debajo se grafica el porcentaje de fusion
correspondiente (nUmero de nucleos en sincicios respecto al total) (n=3). Las barras indican la
mediana y el rango intercuartilos, *p < 0,01.

En resumen en esta parte del trabajo se concluye que el silenciamiento de StarD7:

v’ Disminuye la proliferacion celular.

v’ Retarda la reparacion de la injuria de la monocapa celular (ensayo de wound healing)
y disminuye el porcentaje de células silenciadas que migraron en un ensayo de
transwell. Asimismo, promueve el aumento de la adhesidon en las células

HTR8/SVneo.

v" Incrementa en las células trofoblasticas JEG-3 y BeWo, la expresidn de marcadores de
diferenciacién bioquimica (BhCG y sincitina-1) favoreciendo la formacion de

estructuras tipo sinciciales.
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IV. IDENTIFICACION DE PROTEINAS QUE INTERACCIONAN CON StarD7

Como una aproximacion al conocimiento de la funcion de StarD7, se planted
establecer sus posibles interacciones con otras proteinas intracelulares a través de ensayos
de interaccidn proteina-proteina, los cuales proporcionan una informacion muy valiosa. Para
tal fin, a través de una pasantia en el laboratorio del Dr. Eric Bennett en la Universidad de
California en San Diego- USA (UCSD), se realizd un andlisis de proteinas mediante
cromatografia liquida (LC) acoplada a espectrometros de masa en tdandem (LC-MS-MS),
herramienta usualmente utilizada para llevar a cabo el objetivo planteado. La técnica de LC-
MS-MS utiliza detectores espectrométricos multi-masas que potencialmente permiten medir
un amplio rango de analitos sin limitaciones de masa molecular (Sulyok et al., 2006). Las
principales ventajas incluyen el bajo limite de deteccion, la posibilidad de generar
informacién estructural, requerimientos minimos de preparacidon de las muestras, entre

otras (Steen et al., 2004).

4.1. Lineas celulares estables que sobre-expresan StarD7

Inicialmente se realizaron cultivos de lineas celulares transfectadas establemente con
plasmidos que expresan StarD7 asociado al “epitope” de hemoaglutinina (HA), para lo cual,
se utilizaron las siguientes construcciones creadas en el laboratorio a través del sistema
Gateway (Invitrogen):

- StarD71 HA (pDEST-CTAP): tiene insertado el gen que codifica a la isoforma de
StarD7 precursora, de aproximadamente 43 kDa, unida a HA en la regidn C-terminal.

- StarD71l HA-C (pDEST-CTAP) y StarD7Il HA-N (pDEST-NTAP): tiene insertado el gen
gue codifica a la isoforma de StarD7 madura (de 35 kDa) unida a HA en la regién C-terminal y
N-terminal, respectivamente.

Se utilizaron las lineas celulares epiteliales HEK-293T (Human Embryonic Kidney) y
Hela (Human cervix adenocarcinoma), las cuales se transfectaron establemente a través de
la infeccion lentiviral, (ver Materiales y Métodos). La expresién de la proteina StarD7-HA se
corroboré por western blot e Inmunofluorescencia, utilizando un anticuerpo anti-HA

monoclonal.
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La Figura 36 A muestra un ensayo de western blot en el cual se observaron las bandas
proteicas correspondientes a ambas isoformas de la proteina StarD7 unida al epitope HA:
StarD71 (~43 KDa) y StarD7Il (~35 KDa). Adicionalmente, se realizd el andlisis de la sobre-
expresion de las isoformas de la proteina StarD7 mediante microscopia confocal utilizando el
anticuerpo monoclonal anti-HA. En la Figura 36 B se observa la localizacidn citoplasmatica de
la proteina StarD7-HA, en donde se muestra un perfil reticulo-vesicular con mayor expresion

perinuclear concordante con resultados previos del laboratorio (Angeletti et al., 2008).
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Figura 36. A) Expresion de la proteina StarD7-HA en células Hela (izquierda) y células HEK-293T
(derecha) transfectadas establemente con las construcciones StarD71 HA-C, StarD7Il HA-C, y StarD7II
HA-N. Los extractos celulares (50 pug/carril) fueron analizados mediante western blot. Las membranas
se incubaron con el anticuerpo monoclonal anti-HA. M: marcador de peso molecular.

B) Deteccién por inmunofluorescencia de StarD7. Se muestran imagenes de células Hela
establemente transfectadas con StarD7-HA detectadas por microscopia confocal. Los vidrios se
incubaron con el anticuerpo monoclonal anti-HA (rojo). Se muestran imagenes representativas
ampliadas de células transfectadas con las diferentes construcciones (600X, barra= 5um).
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4.2. Ensayos de inmunoprecipitacion/ LC-MS-MS

A los fines de identificar las posibles proteinas que interaccionan con la proteina
StarD7 mediante LC-MS-MS, se realizaron ensayos de inmunoprecipitacién (IP) con extractos
proteicos de la linea celular HEK-293T establemente transfectadas con las construcciones
que expresan StarD7I/II-HA. Los extractos se incubaron con el anticuerpo monoclonal anti-
HA covalentemente unido a agarosa y la especificidad de la inmunoprecipitacidén se controld

mediante un ensayo de western blot (Fig. 37).
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Figura 37. Ensayo de western blot de los extractos de proteinas inmunoprecipitados con el
anticuerpo monoclonal anti-HA de células HEK-293T transfectadas establemente con las
construcciones: StarD7| HA-C, StarD7Il HA-C, y StarD71l HA-N. Las membranas se incubaron con el
anticuerpo monoclonal anti-HA. M: marcador de peso molecular.

Para realizar el analisis por espectrometria de masa, las proteinas que
interaccionaron con la resina de agarosa-anti-HA se eluyeron con un péptido HA y se
procesaron siguiendo un protocolo estandarizado - ver Materiales y Métodos.

El andlisis de los resultados obtenidos se realizé con el algoritmo CompPASS (PMID:
19615732) para filtrar las proteinas de unidn no especifica a StarD7 y posterior comparacién
de estas corridas a una base de datos que incluye todos los experimentos de IP-MS
realizados en el laboratorio.

Las corridas de LC-MS-MS de cada muestra se compararon en una tabla de datos
(Tabla 11). Para la interpretacién de los datos se debe considerar el estadistico WDN_score
como el de mayor significancia. Cuando a una dada proteina le corresponde un valor de
WDN_score igual o mayor a 1 se considera a esa proteina de “interaccién especifica”. El valor

"Ratio" de la ultima columna indica el nimero de veces que la proteina se identificé en toda
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la base de datos en relacién al background (58 corridas en total, en este caso) y cuanto
mayor sea la relacidn, la proteina es menos especifica.

Del andlisis de los datos (Tabla lll) se desprende que la proteina StarD7 interactua con
ubiquitin ligasas tipo Cullin 3 (Cul3) y proteinas adaptadoras de Cul3 con dominios KLHL, BTB
o KELCH. Estas proteinas estdn altamente conservadas entre las especies y desempeiian
principalmente un papel fundamental en la modificacién postraduccional de proteinas,
como la ubiquitinacién.

Adicionalmente, la Tabla Ill indica que StarD7 interacciona con proteinas GW182
(TNRC6A, B y C) del complejo argonauta, sugiriendo que StarD7 podria ser un componente
de la maquinaria de silenciamiento celular.

Otro resultado arrojado por estos experimentos sefiala a Sec24B como una posible
proteina de interaccién con StarD7. Las proteinas Sec23/Sec24 son las responsables de
capturar el “cargo” en las vesiculas nacientes en el transporte vesicular de moléculas COPII
(Townley et al., 2008) por lo que resulta atrayente validar dicha interaccién ya que se
relaciona a los resultados mostrados anteriormente (Seccion 2, inciso 2).

Estos hallazgos requieren ser validados por otras metodologias y se espera que estos
estudios aporten nuevos elementos que contribuyan a la comprensién de la funcién de

StarD7 en la fisiologia celular, y permitan abrir nuevas estrategias para préoximos estudios.
Como conclusién obtenida a través de los experimentos de LC-MS-MS se desprende
que:
v’ StarD7 interactuaria con proteinas ubiquitin ligasas tipo Cul3 y proteinas adaptadoras

de Cul3 con dominios KLHL, BTB o KELCH.

v/ StarD7 interaccionaria con el complejo argonauta, ya que se encontrd asociada a las

proteinas GW182 (TNRC6A, By C).

v Sec24B podria ser una posible proteina de interaccién con StarD7
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Tabla Ill. Resultados obtenidos mediante LC-MS-MS a partir de extractos proteicos de la linea celular

HEK-293T establemente transfectadas con las construcciones que expresan StarD7I/II-HA. Se
muestran los datos obtenidos para las primeras 20 proteinas. Un valor “WDN_score“mayor o igual a
1 sugiere interaccion especifica (en recuadro).

LtarD?I HA-C
GenelD Symbol Database ID Ave APSM SN Score WSN Score DN Score | WDN Score | 7 score Ratio
56910 STARD?7 sp|Q9NQZ5|STAR7_HUMAN 619 16,77 15,98 24,88 24,88 7,48 1/58
23112 TNRCEB sp|QUPQY | TNR6B_HUMAN 42 4,37 4,16 6,48 6,48 7,49 1/58
26523 EIF2C1 sp|Q9UL1E |AGO1_HUMAN 9 2,02 1,93 3 3 7,49 1/58
90293 KLHL13 sp|Q9P2ZN7|KLH13_HUMAN 5 1,51 144 2,24 2,24 7,44 1/58
8452 CcuL3 sp|Q13618|CUL3_HUMAN 62 1,77 2,64 0,87 2,15 7,46 9/58
57130 ATP13A1 sp|Q9HD20|AT131_HUMAN 1,35 1,28 2 2 7,42 1/58
57542 KLHDCS sp|Q9P2K6 |KLDC5 _HUMAN 4 1,35 1,28 2 2 7,42 1/58
8289 ARID1A sp| 014497 | ARITA_HUMAN 1,17 1,11 1,73 1,73 7,56 1/58
197322 ACSF3 sp|Q4G176|ACSF3_HUMAN 3 1,17 1,11 1,73 1,73 7,56 1/58
27161 EIF2C2 sp|Q9UKV8|AGO2_HUMAN 21 1,54 1,8 1,15 1,71 7,42 4/58
192669 EIF2C3 sp|Q9HIGT |AGO3_HUMAN 9 143 1,45 15 1,7 7,42 2/58
55217 TMLHE sp|Q9NVH6 | TMLH_HUMAN 2 0,95 0,91 1,41 141 7,58 1/58
57690 TNRCEC sp|QIHCIO| TNREC_HUMAN 2 0,95 0,91 141 141 7,58 1/58
80308 FLAD1 sp|Q8NFF5|FAD1_HUMAN 2 0,95 0,91 1,41 141 7,58 1/58
9530 BAG4 sp| 095429 | BAG4_HUMAN 7 1,03 1,05 0,88 1,01 7,35 3/58
56171 DNAH7 sp|QBWXX0|DYH7_HUMAN 1 0,67 0,64 1 1 7,54 1/58
2879 GPX4 sp|P36969 |GPX4_HUMAN 1 0,67 0,64 1 1 7,54 1/58
2017 CTTN sp|Q14247|SRC8_HUMAN 7 1,03 0,98 0,88 0,88 6,66 3/58
10427 SEC24B sp|095487|SC24B_HUMAN 3 0,83 0,79 0,87 0,87 7,15 2/58
EtarD?I[ HA-N
GenelD Symbol Database ID Ave.APSM SN _Score WSN_Score DN_Score | WDN_Score | Z score Ratio
56910 STARD7 sp|Q9NQZ5|STAR7_HUMAN 391 13,33 12,76 19,77 19,77 7,48 1/58
23112 TNRCEB sp|Q9UPQY | TNR6B_HUMAN 31 3,75 3,59 5,57 5,57 7,49 1/58
26523 EIF2C1 sp|QOUL18|AGO1_HUMAN 7 1,78 1,71 2,65 2,65 7,48 1/58
57542 KLHDCS sp|Q9P2K6 | KLDC5_HUMAN 6 1,65 1,58 2,45 2,45 7,47 1/58
8452 CcuL3 sp|Q13618|CUL3_HUMAN 65 1,81 2,73 09 2,22 7,46 9/58
192669 EIF2C3 sp|Q9HIGT |AGO3_HUMAN 8 1,35 1,35 1,41 1,56 74 2/58
57130 ATP13A1 sp|Q9HD20|AT131_HUMAN 2 0,95 0,91 1,41 141 7,58 1/58
2273 FHL1 sp|Q13642 | FHL1_HUMAN 2 0,95 0,91 141 141 7,58 1/58
56171 DNAH7 sp|Q8WXX0|DYH7_HUMAN 2 0,95 0,91 1,41 141 7,58 1/58
27161 EIF2C2 sp|QQUKVB|AGO2_HUMAN 15 1,31 1,45 0,97 13 7,33 4/58
57639 CCDC146 sp|Q8IYEO|CC146_ HUMAN 1 0,67 0,65 1 1 7,54 1/58
8289 ARID1A sp|014497|ARIIA_HUMAN 1 0,67 0,65 1 1 7,54 1/58
10427 SEC24B sp| 095487 |SC24B_HUMAN 4 0,95 0,91 1 1 7,24 2/58
9472 AKAPE sp| Q13023 | AKAPE_HUMAN 1 0,67 0,65 1 1 7,54 1/58
6601 SMARCC2 sp|Q8TAQ2 | SMRC2_HUMAN 1 0,67 0,65 1 1 7,54 1/58
137902 PXDNL sp|A1KZ92 |[PXDNL_ HUMAN 1 0,67 0,65 1 1 7,54 1/58
2017 CTTN sp|Q14247|SRC8_HUMAN 5 0,87 0,83 0,75 0,75 6,04 3/58
9530 BAG4 sp| 095429 | BAGA_HUMAN 5 0,87 0,83 0,75 0,75 7,18 3/58
1399 CRKL sp|P46109| CRKL HUMAN 2 0,67 0,65 0,71 071 6,72 2/58

80



DISCUSION




DISCUSION

StarD7 pertenece a la superfamilia de proteinas de transferencia de lipidos
relacionadas a la proteina StAR (Steroidogenic acute regulatory protein), las cuales se
caracterizan por poseer un dominio globular denominado dominio START, que esta
implicado en la unién de lipidos/esteroles (Tsujishita et al., 2000). Las mismas participan en
funciones importantes como el metabolismo, transporte y seializacidn intracelular de
lipidos, asociadas a patologias tales como fertilidad, ateroesclerosis, enfermedades
autoinmunes y cancer, constituyendo potenciales blancos de drogas terapéuticas (Alpy et al.,
2014).

El transcripto de StarD7 fue inicialmente identificado en nuestro laboratorio
mediante el analisis de expresion diferencial de genes, y se encontraba sobre-expresado en
la linea celular de coriocarcinoma JEG-3 en comparacion a muestras de tejidos trofoblasticos
normales o tumores benignos. Es un gen ubicuo, con elevados niveles de expresidn en varias
lineas celulares epiteliales (Durand et al., 2004). Genes ortdlogos a StarD7 humano se han
anotado en las bases de datos GenBank y Ensembl en diferentes genomas, lo que sugiere
una funcidn fisiolégica importante. Recientemente, se ha reportado una proteina similar a
StarD7 humana en Plasmodium falciparum que participaria en la interaccion con el huésped
(van Oaij et al., 2013).

A partir de la informacién acumulada en relacidn a las caracteristicas estructurales de
la proteina transportadora de lipidos StarD7 y de su promotor (ver seccién de introduccion:
“La proteina StarD7”) se propuso en este trabajo de tesis investigar el efecto de la deplecién
de StarD7 en diferentes aspectos celulares y moleculares, con el fin de conocer la funcién de
la proteina StarD7. Los resultados obtenidos a lo largo de esta tesis se discuten a

continuacion:

. Efecto del silenciamiento de StarD7 en la expresion de genes

La estrategia del silenciamiento a través de ARN de interferencia (siRNA), permitio
reducir significativamente la expresidén enddgena de StarD7 e identificar a nivel celular las
consecuencias funcionales.

En primer lugar, se demostr6 mediante un ensayo de microarreglos de

oligonucleétidos realizado en células JEG-3, una alteracién en la expresion de 89
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transcriptos, de los cuales fueron seleccionados y validados los siguientes: Cnx43, TWIST1,
MBD2, TGFBRII, ABCG2, THSD7A, SMURF2, KDELC1 y NID1 en su mayoria por encontrarse
asociados al sefialamiento Wnt/p-catenina al igual que StarD7 (Dong et al., 2007; Phesse et
al., 2008; Samarzija et al., 2009; Wu et al., 2009; Spee et al., 2010).

Dado que ABCG2 participa en una multiplicidad de eventos celulares fue
seleccionado para los estudios subsiguientes.

ABCG2 codifica para un transportador de xenobiéticos/lipidos también denominado
BCRP (Breast Cancer Resistance Protein). Esta proteina es un miembro de la superfamilia de
transportadores de eflujo de uniéon a ATP situada en la membrana apical de las células
epiteliales de tejidos humanos normales, en particular altamente expresada en aquellos con
funcién de barrera tales como placenta, testiculo, higado, intestino, rifidn, cerebro, entre
otros (Stacy et al.,, 2013). ABCG2 interviene en el transporte de un gran numero de
moléculas como urato, acido félico, hormonas esteroideas, porfirinas, fosfolipidos y el grupo
hemo (Kerr et al., 2011; Nakanishi et al., 2012).

La funcién biolégica primaria de ABCG2 es proteger al organismo de xenobidticos,
toéxicos, farmacos o cancerigenos, formando una barrera de defensa importante, asi como
una fuente de resistencia a los medicamentos utilizados en el tratamiento de tumores
malignos, por ejemplo MTX (Noguchi et al., 2009; Nakanishi et al., 2012; Stacy et al., 2013).
ABCG2 se sobre-expresa en tumores, lineas celulares tumorales y en una subpoblacién de
células madres que presentan resistencia a farmacos quimioterapéuticos y toxicos
xenobidticos denominada side population cells (Hu et al., 2008; Song et al., 2010). Esta
mayor expresion se correlaciond con un mal prondstico en una gran variedad de tumores
(Nakanishi y Ross, 2012).

Los resultados de este trabajo de tesis indicaron que el silenciamiento de StarD7
afecté negativamente la expresion de ABCG2 en lineas celulares derivadas de placenta,
higado, colon y pulmédn, la cual se acompaiid con cambios en el fenotipo de resistencia a
MTX. Asi, las células silenciadas acumularon mayor cantidad de la droga anti-neoplasica
siendo mas susceptibles al tratamiento, con una disminucién en la sobrevida celular. Estos
resultados son concordantes con los obtenidos por otros autores en células BeWo (Ee et al.,
2004), HepG2 (Li et al., 2012), A549 (Chen et al., 2010), cancer de mama (Ee et al., 2004; Li et
al., 2005; Lv et al.,, 2007; Li et al., 2008; Li et al., 2012), una linea celular de carcinoma

gastrico humano (Priebsch et al., 2006) y HEK293 (Hori et al., 2005) quienes demostraron
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que la disminucidon de BCRP, mediante el tratamiento con siRNA, revierte la multirresistencia
a drogas. Contrariamente, se observé que la sobre-expresion de la proteina StarD7 en
células HepG2 aumentd los niveles proteicos de ABCG2, indicando que existe una

correlacién positiva entre los niveles de ambas proteinas.

Il. Efecto del silenciamiento de StarD7 en la homeostasis intracelular

Como se menciond, el transporte de lipidos y proteinas entre organelas es un
proceso esencial en la organizacion de los diferentes compartimentos celulares. Diversos
estudios indican que defectos en la cantidad, calidad y/o distribucién de los lipidos
intracelulares se asocian a una gran numero de enfermedades humanas, tales como
enfermedades cardiovasculares, obesidad, defectos metabdlicos, preeclampsia, Alzheimer y
cancer (Prinz, 2010; Bexiga et al., 2013).

Estudios previos del laboratorio demostraron que StarD7 forma monocapas estables
por adsorcion en la interfase aire-buffer (Angeletti et al., 2004) indicando que StarD7 puede
ser retenida en la interfase de la membrana lipidica, donde sufre una reorganizacion
dependiente de lipidos (Angeletti et al., 2004). El mecanismo de interaccion de StarD7 con la
membrana lipidica ha sido dilucidado mediante diferentes aproximaciones experimentales
sugiriendo que StarD7 favorece el transporte de lipidos entre membranas mediante
procesos de hemifusion (Angeletti et al., 2011). Por otro lado, Horibata y Sugimoto
informaron que StarD7 media la entrega de PC a la mitocondria (Horibata et al., 2010). Mas
recientemente, Haberkant y col. demostraron, mediante ensayos de interaccién in vivo de
lipidos fotoactivables con proteinas, que StarD7 sdlo interactuaria con PC (Haberkant et al.,
2013).

En consonancia con estos reportes que indican la participacion de StarD7 en el
transporte intracelular de lipidos, en este trabajo se demostré que el silenciamiento de
StarD7 produjo una reduccién en la biosintesis de fosfolipidos totales sin afectar la relacién
entre los principales fosfolipidos celulares. Por lo tanto, es posible hipotetizar que la
disminucion de la biosintesis de fosfolipidos observada sea compatible con un mecanismo
compensatorio destinado a reducir su acumulacién, como resultado de una disminucion en

su transporte entre organelas.
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La reduccion en la cantidad de fosfolipidos totales se acompafié con una clara
ruptura de la estructura del aparato de Golgi, visualizada con el anticuerpo anti-giantina. El
agregado de BFA a células silenciadas con siD7 produjo una mayor dispersién de la sefial
dada por la proteina giantina, residente del Golgi, recuperando después de los lavados la
morfologia inicial del aparato de Golgi. Estos resultados indican que el transporte retégrado
estd preservado, mientras que existe dificultad para realizar el transporte anterdgrado.
Resultados similares han sido reportados para otras LTPs como PITP y NIR2, cuya
disminucion produce fragmentacion del complejo de Golgi comprometiendo, en este caso, el
transporte retrégrado mediado por COPI (Litvak et al., 2002; Carvou et al., 2010). Estos
hallazgos estan avalados por estudios que indican que la deplecidon de fosfolipidos, en
especial PC, afecta el tréfico de proteinas desde el RE al complejo de Golgi (Testerink et al.,
2009; Sarri et al., 2011). Igualmente, la inhibicién de la sintesis de PC resulta en una
perturbacion de la estructura del RE, provocando una acumulacién de lipid droplets (Lagace
et al,, 2013).

Estos resultados estan en consonancia con las observaciones realizadas mediante
microscopia electrénica que revelan que las células HepG2 tratadas con siRNA contra StarD7
muestran RE dilatado, desorden en el sistema de endomembranas y numerosas
mitocondrias perinucleares, en su mayoria con morfologia anormal. Ademas, se observéd
acumulacién intracelular de lipidos y glucégeno, indicando una estrecha asociacién entre la
alteracion en el metabolismo lipidico y la disminucidn de la expresion de StarD7.

Las alteraciones morfolégicas y ultraestructurales descriptas anteriormente son la
resultante de una respuesta de estrés de RE. Se sabe que las alteraciones en el metabolismo
de fosfolipidos, cambios en el estado redox y en los niveles de calcio intraluminal, la
incapacidad para modificar post-traduccionalmente las proteinas, entre otros disturbios en
la homeostasis intracelular, conducen a la activacién de una respuesta de estrés de RE,
denominada Unfolded Protein Response (UPR) (Fu et al., 2011). Consistente con estos datos,
las células tratadas con siRNA contra StarD7, activaron una respuesta UPR, evidenciada por
cambios en la expresién de las proteinas involucradas en sensar y sefializar esta respuesta:
IRElo, calnexina, PDI (protein disulfide isomerase), BiP/GRP78 y PERK. Se observé un
aumento de las chaperonas calnexina y BiP/GRP78 en forma temprana (6 h) para retornar a
valores normales entre las 24 y 48 h de silenciamiento, mientras que la quinasa PERK

presentd un valor maximo a las 12 h de transfeccién con siD7. En relacidon a IREla su
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expresion aumento a las 24 h de silenciamiento permaneciendo elevada a las 72 h post-
silenciamiento, mientras que los niveles de PDI no mostraron importantes cambios en todos
los tiempos ensayados. A las 72 h post-silenciamiento se observé disminucion en los niveles
de todas las proteinas excepto IRE1a.

Coincidentemente con estos datos, el ensayo de Microarray y posterior validacion
mediante gRT-PCR revelé un aumento del transcripto KDELC-1 en las células silenciadas de
StarD7. Interesantemente, este gen codifica para una proteina residente en el lumen del RE
denominada EP58 (Kimata et al., 2000) que pertenece a la familia de proteinas que se unen
al receptor KDEL del aparato de Golgi, originando un complejo ligando-receptor que retorna
la proteina al RE. Proteinas residentes del RE como BiP y PDI contienen KDEL en la regién C-
terminal (Yamamoto et al., 2003).

En resumen, los resultados experimentales obtenidos sugieren que el silenciamiento
de StarD7 genera una respuesta UPR, que intenta resolver el estrés de RE producido. Sin
embargo, se advierte que de continuar el silenciamiento de StarD7 la célula podria ir a
apoptosis y subsiguiente muerte celular. Al respecto, ensayos preliminares indicarian que a
las 72 h post-silenciamiento no hubo modificacién de PARP clivado ni caspasa 3, proteinas

marcadoras de apoptosis celular (datos no mostrados).

Varios estudios sefialan una estrecha relacion entre la respuesta a estrés de RE y el
estrés oxidativo (Higa et al., 2012). El estrés oxidativo y la generacién de ROS son
componentes integrales del estrés de RE y no son sélo consecuencias. Los principales
componentes enzimaticos para la produccién de ROS durante la induccién UPR son PDI,
ERO-1 (endoplasmic reticulum oxidoreductin) y los complejos de NADPH oxidasa
(especialmente Nox4) (Bhandary et al., 2012).

Las células tienen niveles basales de ROS necesarios para el funcionamiento y
sefializacion normal, los cuales aumentan después de la exposicion a agentes toéxicos, a
contaminantes ambientales o durante las reacciones enzimaticas. El potencial de membrana
mitocondrial interna produce el anién superdxido que se convierte en perdxido de
hidrégeno (H20z) por la superdxido dismutasa mitocondrial y difunde hacia el citoplasma. El
H,0, forma, a través de la reacciéon de Fenton, el radical hidroxilo altamente reactivo. El
anioén radical superdxido también genera otros metabolitos toxicos como el peroxinitrito, el

acido hipocloroso y oxigeno molecular.
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En condiciones fisiolégicas basales los mecanismos de defensa antioxidantes
enzimdticos endégenos (hemo-oxigenasa, superéxido dismutasa, glutatién peroxidasa,
catalasa y tiorredoxina reductasa), asi como no enzimaticos (por ejemplo, vitaminas) evitan
la acumulacién de ROS. Ademads, varios sistemas como NAD*/NADH, NADP*/NADPH y
glutation oxidado/reducido (GSSG/GSH) regulan la homeostasis redox (Bhandary et al.,
2012). En relacién a este punto, se demostré que el estrés del RE generado por el
silenciamiento de StarD7 se acompafid con una mayor producciéon de ROS basal. Asimismo,
cuando las células silenciadas fueron tratadas con 200 puM de H;0;, se observd un
incremento en la generacidon de ROS. Consecuentemente la viabilidad celular disminuyé con
una mayor susceptibilidad a la injuria, revelando que la ausencia de StarD7 predispone a una
mayor produccién de ROS y aumento de estrés celular. Ademas, se demostré que el
silenciamiento de StarD7 conlleva a un aumento en los niveles de la enzima antioxidante HO-
1, la cual presenta propiedades vasodilatadoras, anti-inflamatorias, anti-apoptdticas y otras
caracteristicas citoprotectoras, la cual intentaria neutralizar las ROS generadas (Levytska et
al., 2013).

Estos resultados estan de acuerdo con los datos reportados por Deuring y col. que
muestran, en biopsias de colon de pacientes con enfermedad de Crohn, una correlacién
negativa entre los niveles de ABCG2 y GRP78 sugiriendo que la inflamacién dependiente de
la activacion de la UPR es la responsable de la supresién de la funcion de ABCG2 (Deuring et
al.,, 2012). En este sentido, los reportes de Shen y col. indican que ABCG2 ejerce un rol
protectivo contra el estrés oxidativo disminuyendo la generaciéon de ROS, mejorando la
capacidad antioxidante, regulando el nivel de hemo intracelular, e inhibiendo la respuesta
inflamatoria en células neuronales (Shen et al., 2010).

El mecanismo especifico por el cual la deplecion de StarD7 impacta en la expresion de
ABCG2 es desconocido al presente. Sin embargo, puede estar relacionado a las alteraciones
en la morfologia de las mitocondrias y el RE. De hecho, se sabe que la proteina ABCG2 forma
homodimeros en el RE, por lo tanto es necesario un plegamiento correcto para su
funcionalidad (Nakagawa et al., 2009; Wakabayashi-Nakao et al., 2009). Por otra parte, un
informe reciente muestra que hepatocitos deficientes en ABCG2 poseen mayor cantidad de
mitocondrias fragmentadas acompafiadas por interrupcion en la dinamica y funcién
mitocondrial (Lin et al., 2013) apoyando los cambios ultraestructurales observados en células

HepG2 tratadas con siRNA contra StarD7.
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Adicionalmente, este estudio revela por primera vez que la pérdida de la proteina
StarD7 sensibiliza las células a los farmacos quimioterapéuticos, lo cual es compatible con las
observaciones experimentales que demuestran que la expresion de StarD7 estd involucrada
en mantener la expresion de ABCG2, protegiendo asi a las células del dafio inducido por ROS.
Estos hallazgos sugieren que la inhibicion de la expresion de StarD7 puede ser una estrategia

adecuada contra la resistencia de las células cancerosas a la quimioterapia.

En resumen, los datos discutidos hasta aqui permiten concluir que la proteina StarD7
es requerida para mantener la homeostasis intracelular, ya que su disminucién ocasiona
disminucion en la expresion de un conjunto de transcriptos, entre ellos ABCG2, reduccion de
la biosintesis de novo de glicerofosfolipidos, alteracidn de las estructuras subcelulares,

produciendo aumento de ROS e induciendo una respuesta de estrés de RE.

Il Estudio del silenciamiento de StarD7 en diferentes procesos celulares

En esta parte del trabajo se demostré que el silenciamiento de StarD7 afecta los
siguientes procesos celulares: proliferacidon, migracién, adhesién y diferenciacidon. A través
de ensayos de incorporacion de BrdU y H3-timidina, se observé una significativa disminucidn
en la proliferacidon en las células transfectadas con siD7 respecto al control. Ademas, se
demostré mediante ensayos de wound healing y de transwell, en lineas celulares
trofoblasticas y de hepatoma humano, una reduccién significativa en la migracién celular
cuando se silencié la expresion de StarD7. Asimismo, se establecié una mayor adherencia a
laminina en las células HTR8/SVneo depletadas de StarD7.

El impacto del silenciamiento de StarD7 en la diferenciacion celular, se analizdé en
células de CTB velloso (CTBv). Los CTBv mononucleados proliferan, se diferencian y fusionan
formando el STB, una capa continua y multinucleada, no proliferativa con funcién de barrera
placentaria (Huppertz et al., 2006). Durante el proceso de diferenciacion del CTBv son
necesarios multiples factores tales como las proteinas fusogénicas de membrana sincitina-1
y 2, conexina-43, caderina 11, la hormona gonadotrofina coriénica (hCG) y la hormona
lactégeno placentaria humana, las proteinas PSG (Pregnancy specific glycoproteins)
(Camolotto et al., 2010), actividad de metaloproteinasas y desintegrinas 12, factores de
crecimiento (EGF, VEGF, TGFB-1) asi como la externalizacion de PS en la membrana
plasmatica, la activacion de la caspasa 8 (Huppertz et al., 2008), y de varios factores y vias de
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sefializacion, entre ellas las proteinas Wnt (Knofler et al., 2013; Nayeem et al., 2014). Los
resultados obtenidos en relacién a este punto indicaron que la deplecién de StarD7 produjo
fusion celular y expresion de marcadores bioquimicos de diferenciacidn en las células JEG-3 y
BeWo, lineas celulares derivadas de trofoblasto comunmente utilizadas para estudiar
diferenciacién y fusidon celular. Se demostrd incrementos en la expresién del ARNm, asi
como en la sintesis y secrecidn de la proteina BhCG, e induccién concomitante de los niveles
endogenos del ARNm de sincitina-1, dos marcadores conocidos de sincicializacidn. Este
efecto se correlaciond con la aparicién de células gigantes multinucleadas visualizadas
mediante microscopia, evidenciando diferenciacion morfolégica.

Evseenko y col demostraron que la reduccidn de la expresion de ABCG2 en células
BeWo por siRNA resulté en un incremento en la externalizacion de PS con acumulacién de
ceramida. Estos efectos fueron acompaiiados con una disminucién de los ARNms de BhCG y
sincitina cuando las células fueron inducidas a diferenciar por el tratamiento con forskolin
(Evseenko et al., 2007), resultados que aparecen de alguna manera en contradiccidon con los
datos presentes. Aunque en ambos estudios hubo una disminucién en los niveles de ABCG2,
es importante destacar que en el presente trabajo la disminucién de ABCG2 se logré después
de la deplecion de la expresidon de StarD7. Ademas, las discrepancias observadas podrian
entenderse teniendo en cuenta que el estudio de Evseenko se realizé en células BeWo
inducidas a diferenciar mientras que en el presente estudio se emplearon células BeWo vy
JEG-3 sin diferenciar. Ademads, ambas lineas celulares poseen varias caracteristicas diferentes
tales como la actividad proliferativa, grado de diferenciacién, la motilidad celular, la
migracion y la expresion de genes relacionados a estrés oxidativo (Al-Nasiry et al., 2006;
Burleigh et al., 2007; Prouillac et al., 2010).

Como se menciond, se observd que el silenciamiento de StarD7 induce, en las lineas
celulares de origen trofoblastico: fusion celular, aumento en la expresiéon de BhCG/sincitina-
1 y disminucidn de la proliferacién. En contraste, en el contexto de las células normales, los
CTBv sufren sincicializacién espontanea in vitro, incrementando la expresion del mRNA y
proteina de StarD7 (Angeletti et al., 2008). Estos datos sugieren que es necesario un nivel
adecuado de StarD7 para la fisiologia normal de la célula. Hay varios informes que apoyan
esta hipdtesis. En primer lugar, el transcripto StarD7 fue identificado originalmente
incrementado en la linea celular derivada de coriocarcinoma JEG-3 con respecto a sus

contrapartes no malignas: mola hidatiforme completa y el tejido trofobldstico normal
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(Angeletti et al., 2008). El transcripto StarD7 fue uno de los 147 genes asociados
especificamente a las células del tumor colorrectal (Wiese et al., 2007). Ademas, también se
ha reportado induccién de StarD7 en la leucemia linfocitica crénica B (Jelinek et al., 2003) y
en varias lineas celulares de cadncer (Wiese et al.,, 2007; Flores-Martin et al.,, 2013).
Curiosamente, lkeda y col encontraron que miR-193b inhibe la proliferacién de células de
cancer pancredtico correlacionado con la expresion de la transcripcién de StarD7 blanco,
efecto asociado a inhibicién en la proliferacion celular (lkeda et al., 2011). Finalmente, se
demostré que el promotor del gen StarD7 es activado por la sefializacién Wnt/B-catenina
(Rena et al., 2009), una via que promueve la proliferacién y con frecuencia se altera en las
células cancerosas.

Estas consideraciones y el aumento de la sintesis y secreciéon de BhCG inducida por el
silenciamiento de StarD7 observada estdn en consonancia con el hecho de que varias
alteraciones en la funcion del STB se han asociado a la alta produccién y secrecion de BhCG
(Vaitukaitis et al., 1976; Hsu et al.,, 1994; Kharfi et al., 2005). Por lo tanto, es posible
hipotetizar que la desregulacién de la expresion de StarD7 podria resultar en una alteracién
en la funcién y/o diferenciacién del trofoblasto conduciendo a un mayor riesgo de trastornos

placentarios.

Se desconoce el mecanismo especifico por el cual el silenciamiento de StarD7
impacta sobre la migracién celular y la proliferacién celular. Sin embargo, puede estar
relacionado a la reduccién de la expresion de ABCG2. De hecho, varios informes vinculan las
alteraciones en la expresion de ABCG2 con cambios en la migracion, invasion y proliferacion
celular. En este sentido se reportd que la sobreexpresiéon de ABCG2 se correlaciona con
mayor migracion e invasidn en una variedad de diferentes tipos de tumores (Okamoto et al.,
2009; Tsai et al., 2011; Yin et al., 2011). Por el contrario, la inhibicion de ABCG2 resulto en
una falla en la migracion y formacion microvascular de células endoteliales humanas
(Higashikuni et al., 2010) y también en la inhibicién de la proliferacién en lineas celulares de
cancer (Chen et al., 2010). Ademas, se informd que hsa-miR-520H disminuye la expresién de
ABCG2 conduciendo a las células de céncer pancredtico a una inhibicién de la migracion e

invasién y en los niveles de las side popullation cells (Wang et al., 2010).

Aparte de su funcién en la proteccién celular y el transporte de drogas, ABCG2 vy

algunas otras proteinas ABC han sido implicadas en regular la asimetria de fosfolipidos
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mediante el transporte de lipidos estructurales dentro de las membranas plasmatica
(Woehlecke et al., 2003; van Meer et al., 2006; Takabe et al.,, 2008; Samadi et al., 2011).
Ademas, ABCG2 y ABCC1 participan en la secrecién de S1P (Samadi et al., 2011). Por otro
lado, se sabe que la actividad de ABCG2 es regulada por caveolina-1 a través de
interacciones proteina-proteina y también por interacciones con micro-dominios de
colesterol en la membrana plasmatica (Telbisz et al., 2007; Herzog et al., 2010), resaltando la
importancia del contenido, metabolismo y distribucién de los lipidos celulares en la funcién
de ABCG2.

La activacion del metabolismo de los lipidos es un evento temprano en la
carcinogénesis y una caracteristica central de muchos canceres (Hilvo et al., 2011; Santolla et
al., 2012; Zhu et al., 2014). Por consiguiente, varias enzimas y factores de transcripcion que
controlan la homeostasis lipidica y la lipogénesis se sobreexpresan en cancer.
Recientemente, se ha reportado que la funcién y el metabolismo de los fosfoinositoles son
controlados durante la tumorigénesis por una proteina de transferencia especifica
(Fayngerts et al., 2014). Adicionalmente, experimentos de silenciamiento de multiples genes
que regulan el metabolismo de lipidos condujo a una reduccién en los perfiles lipidédmicos y
viabilidad de las células de cdncer de mama (Hilvo et al., 2011). Consistente con esta
informacién, el silenciamiento de StarD7 condujo a la disminucién en la sintesis de los
fosfolipidos en células JEG-3 (Flores-Martin et al.,, 2012). Aunque no se encontraron
modificaciones en el porcentaje de distribucidon de las principales especies de lipidos
individuales en las células depletadas de StarD7 no se puede descartar un cambio en la
cantidad de otros compuestos minoritarios o alteraciones en la localizacién subcelular de
fosfolipidos particulares.

PC, el principal fosfolipido intracelular, se metaboliza a acido fosfatidico que a su vez
se convierte en 4cido lisofosfatidico (LPA). LPA también puede conducir a la activacién de
esfingosina quinasa-1, que biotransforma esfingosina a S1P. LPA y S1P son seiales de
supervivencia que promueven la proliferacién, migracién y angiogénesis (Samadi et al.,
2011). En este sentido, ha sido reportada una disminucion en la concentracién intracelular
de esfingosina y esfingosina quinasa-1 durante la sincicializacidon del trofoblasto (Johnstone
et al., 2005; Singh et al., 2012). Ademas, la adicién de S1P a cultivos de CTB condujo a una

reduccion en la secrecién de hCG (Johnstone et al., 2005).
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En este escenario, aunque no medimos el nivel intracelular de S1P, es posible
considerar que la disminucion de la biosintesis de fosfolipidos Ilevé a una disminucién en la
concentracion de S1P que a su vez estimula el proceso de sincicializacion y la regulaciéon
negativa de la proliferacién y migracién celular. Esta hipdtesis y nuestros datos estan en
consonancia con la disminucion en la incorporacién de glicerol radiactivo en la biosintesis de
novo de triacilglicerol y fosfolipidos durante la diferenciacién de cultivos de CTBs (Johnstone

et al., 2005).

En resumen, este estudio revela que la pérdida de la proteina StarD7 en células
trofoblasticas altera el nivel del transportador multidroga ABCG2, la migracién celular, la
proliferaciéon celular y la expresion de marcadores de diferenciacion proporcionando

evidencias para un nuevo rol de StarD7 en fisiologia celular de la placenta.

Iv. Identificacion de proteinas asociadas a StarD7

Las interacciones proteina-proteina son eventos esenciales para las funciones
celulares. Identificar alteraciones de las interacciones proteicas celulares normales es vital
para entender el proceso de la enfermedad y disefiar estrategias para controlarlas. Un
avance importante en la investigacion protedmica es el descubrimiento de interacciones
proteina-proteina que controlan eventos moleculares que contribuyen a las funciones
celulares criticas y a enfermedades humanas. Hay numerosos métodos para investigar las
interacciones proteina-proteina. Cada una de las aproximaciones tiene sus fortalezas vy
debilidades, particularmente con respecto a la sensibilidad y especificidad del método.

En esta seccién del trabajo se realizaron ensayos de inmunoprecipitacién seguido de
espectrometria de masa LC-MS-MS, como parte de una pasantia realizada en el laboratorio
del Dr. Eric Bennett de la Universidad de California en San Diego, USA (UCSD). Para lo cual, se
realizaron cultivos de lineas celulares HEK-293T transfectadas establemente con pldsmidos
gue expresan StarD7l y StarD7Il asociadas al epitope HA.

La técnica LC-MS-MS arrojé como resultado que la proteina StarD7 interactia con
ubiquitin ligasas tipo Cullin-3 (Cul3) y proteinas adaptadoras de Cul3 con dominios KLHL, BTB
o KELCH. Cullins son proteinas encargadas de la ubiquitinacion, implicadas en procesos tales

como la regulacion del ciclo celular y de la homeostasis redox, relacionadas con

92



DISCUSION

enfermedades degenerativas (Anderica-Romero et al., 2013; Metzger et al.,, 2013) y
regulando el transporte intracelular (Hubner et al., 2012).

Otra importante interaccién de StarD7 sugerida a partir de estos ensayos, fue con las
proteinas que forman el complejo de la maquinaria de silenciamiento celular,
particularmente se la encontrd asociada a las proteinas GW182 (TNRC6A, B y C). Al respecto,
se sabe que los miRNAs regulan cientos de procesos celulares, jugando un papel esencial en
la célula (Braun et al., 2012). miRNAs han sido implicados en diferentes procesos bioldgicos
como proliferacion celular, diferenciacién, metabolismo, embriogénesis, inflamacién,
muerte celular programada y envejecimiento (Bushati et al., 2007). Ademas, una sola
molécula de miRNA puede regular la expresion de los multiples ARNms, que a menudo
participan en la misma via, y un sélo ARNm puede ser regulado por multiples miRNAs.
Recientemente se reportd que la maquinaria de biogénesis de miRNAs estd regulada por el
estrés del RE a través de una intrincada red de sefalamiento confiriendo especificidad y
selectividad a la UPR en forma dependiente del tejido o del estrés (Maurel et al., 2013). Esta
informacién podria explicar la interaccion sugerida por los ensayos de LC/MS/MS.

Recientemente, se ha reportado a StarD7 como una de las 25 nuevas proteinas que
interactian con la enzima O-GIcNAc transferase (OGT) (Deng et al.,, 2014). Esta enzima
participa en la O-glicosilacion de proteinas agregando N-acetil glucosamina. Este estudio
sugiere que la proteina OGT puede jugar un rol importante en el transporte/localizacion de
las proteinas y en la regulacidn transcripcional, apoyando los hallazgos obtenidos en este
trabajo.

Si bien estos hallazgos requieren ser validados por otras metodologias, posiciona a la
proteina StarD7 cumpliendo nuevos roles, e interaccionando con importantes factores que
regulan la maquinaria celular. Ademads, permitiria entender por qué la deplecién de la
expresion de StarD7 impacta en la expresion de numerosos genes modificando eventos tan
fundamentales para la actividad celular como proliferacién, migracion y diferenciacién

celular.
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En sintesis, en el presente trabajo de tesis se concluye que la proteina transportadora
de lipidos contribuye a mantener la homeostasis intracelular participando en los procesos
fisioldgicos fundamentales para la vida celular como proliferacién, migracién, adhesion y
diferenciacién. Estos hallazgos fueron confirmados en diferentes lineas epiteliales tanto de
origen trofoblastico como no trofoblastico sugiriendo que StarD7 tiene un rol funcional
conservado.

Ademas, los resultados obtenidos avalan la idea de que la expresion de la proteina
StarD7 debe mantenerse en niveles estrictamente adecuados para preservar la fisiologia
normal de la célula ya que su reduccion ocasiona alteracion de estructuras subcelulares
como RE y mitocondrias, produciendo aumento de ROS e induciendo una respuesta de
estrés de RE. Estas alteraciones se acompafan con reduccién en la biosintesis de novo de
glicerofosfolipidos y disminucidn en la expresidon de un conjunto de transcriptos, entre ellos
ABCG2, todos ellos impactando en los procesos de proliferacién, migracion, adhesion y
diferenciacién celular. Por el contrario, el incremento de StarD7 ha sido reportado en un
gran nimero de estudios utilizando diferentes modelos de cancer (Flores-Martin et al., 2013;
Nayeem et al., 2014).

Finalmente, los datos obtenidos mediante LC/MS/MS sugieren que proteinas que
participan en los complejos de ubiquitinacién y silenciamiento celular interaccionarian con
StarD7, indicando la posible participacidén de StarD7 en estos procesos.

En conjunto estos hallazgos permiten hipotetizar que StarD7 es un factor de
sobrevida celular, sugiriendo que la inhibicion de su expresién puede ser una estrategia
adecuada contra la resistencia de las células cancerosas a la quimioterapia.

Avances futuros contribuirdn a determinar los mecanismos moleculares que
gobiernan la participacién de StarD7 en los procesos descriptos asi como su papel en el
desarrollo de la gestacion, de enfermedades trofobldsticas gestacionales y de la
tumorigénesis.

El siguiente esquema resume los principales resultados obtenidos durante el

desarrollo de este trabajo de tesis (Fig. 38).
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Figura 38. Representacion grafica del efecto de la deplecidn de StarD7. A) El silenciamiento de la
proteina transportadora de fosfatidilcolina (PC) StarD7 genera tempranamente (entre las 6-24 h
post-silenciamiento) estrés del RE iniciando una respuesta de proteinas mal plegadas (UPR). La UPR
es mediada por tres proteinas transmembranas residentes en el RE que sensan el estrés de RE (PERK,
IRE1la y ATF6 (ver explicacién Introduccién pag. 41). Las tres proteinas transmembranas residentes
del RE sensan el estrés del RE a través de BiP/Grp78. B) Efecto de la deplecién de StarD7 entre las 48
y 72 h de tratamiento. El estrés del RE mediado por el silenciamiento de StarD7 conduce a dilatacion
del RE, alteracion morfoldgica de las mitocondrias, fragmentacién del aparato de Golgi, generacion
de especies reactivas del oxigeno (ROS), aumento de hemo oxigenasa-1 (HO-1), reduccién en la
biosintesis de fosfolipidos, disminucién en la proliferacion y migraciéon celular, aumento en la
adhesién y diferenciacién celular. Esta respuesta se acompafié con alteracién global en la expresién
de transcriptos: ABCG2, THSD7, TWIST1, MBD2, TGFRB2, Smurf, Nidogenl, KDELC1, Sincitina-1,
BhCG. En circulos se representan las respuestas observadas frente a un estresor como H,;0; y frente
al tratamiento con la droga anti-neoplasica mitoxantrona (MTX). (?: indica posibles alteraciones no
medidas).
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METODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR

Construccidn de plasmidos recombinantes

Para el clonado de las construcciones StarD7I/II-HA se utilizé el sistema Gateway
Technology (Invitrogen), es una tecnologia universal para clonar secuencias de ADN para el
analisis funcional y de expresion en multiples sistemas. Esta tecnologia utiliza el sistema de
recombinacién lambda el cual facilita la transferencia de secuencias de ADN heterdlogo
(flanqueado por sitios att modificados) entre vectores (Hartley et al., 2000). Dos reacciones
de recombinacién constituyen la base de este sistema: La enzima Gateway® LR Clonase®
cataliza la recombinacidn “in vitro” entre un clon “entry” (conteniendo el gen de interés
flanqueado por los sitios attL) y un vector de destino (conteniendo los sitios attR) para
generar un clon de expresion. La enzima Gateway® BP Clonase® cataliza la recombinacién
“in vitro” entre un producto de PCR conteniendo los sitios attB (o un vector de expresion
conteniendo los sitios attB) y un vector donor (conteniendo los sitios attP) para generar un
vector “entry” conteniendo los sitios attL. La Figura 39 muestra un esquema de las

reacciones BP y LR.

attB att B att P att P att L att L attR att R

e R ] : Clonasa BP + (0 cm | ]
producto de PCR vector — clon insertado sub-producto
flanqueado-attB o donor
clon de expresion
attB

att L att L att R att R att B att B att P att P

Clonasa LR
clon insertado vector destino — clon de sub-producto

expresion

Figura 39. Esquema de las reacciones de recombinaciéon que constituyen la base del sistema
Gateway® Technology (Invitrogen): Reacciones BP (arriba) y LR (abajo).

Estas construcciones se obtuvieron durante la pasantia realizada en el laboratorio del
Dr. Eric Bennett en la Universidad de California en San Diego- USA (UCSD). En el laboratorio
se disponia de los vectores p-ENTR conteniendo la secuencia que codifica a la proteina
StarD7Il (isoforma madura) y el vector p-DONR conteniendo la secuencia que codifica a la
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proteina precursora StarD7I (conteniendo un coddn stop al final de la secuencia). A los fines
de poder disponer de ambas secuencias unidas a un epitope de histidina (HA) para realizar
con ellos lineas celulares estables que sobre-expresen StarD7I-HA y StarD71I-HA se realiz6 la
siguiente estrategia:

Reaccién LR: en un tubo eppendorf se agregd: 1 ul de buffer LR 5X, 1 pl de la enzima
Clonasa LR, 1 ul del plasmido pDEST-C (para clonar StarD71) o pDEST-N (para clonar StarD7ll),
1 pl de StarD7I-pDONR o StarD7II-pENTR y1 ul de H;0, la mezcla se incubé 1 h a
temperatura ambiente (TA).Como se menciond, StarD7Il contenia un codon stop al final de
la secuencia, por lo que el epitope HA debid agregarse en la region N-terminal (pDEST-N).

Para transformar las bacterias E. coli competentes, se colocd toda la mezcla de
reaccién junto con 50 ul de bacterias en un tubo en hielo 5 min, luego se calenté a 42°C 1
min y se volvié a dejar en hielo 1 min. Se agregd 1 ml de LB (medio de cultivo bacteriano
Luria-Bertani) y se incubé 1 h con agitacion a 372C. La mezcla de transformacién se
centrifugd y un volumen menor se sembré en placas de Petri conteniendo LB-carbamazepina
(100 pg/ml). Las placas se incubaron toda la noche a 372C. Al otro dia, se eligieron 2-3
colonias y se dejaron crecer durante la noche en 5 ml de LB-carbamazepina (100ug/ml). Por
ultimo, se purificaron los plasmidos utilizando el kit miniprep de Qiagen y se realizaron
digestiones con enzimas de restriccidn que cortan tanto dentro del gen de interés, como en
el esqueleto del plasmido, para confirmar la recombinaciéon adecuada en el vector pDEST.
Para tal fin, utilizando el programa Serial Cloner 2.6, se eligieron las enzimas: EcoRl y BamHI

Para obtener la construccién StarD71l con el epitope HA en la region C-terminal, se
construyeron primers para mutar el codén stop de StarD7 en el plasmido p-ENTR, a través de
un reaccion de PCR. Se utilizd la enzima KOD polimerasa (Novagen). El protocolo de
amplificacién incluyd: 1 ciclo de desnaturalizacién inicial a 952C por 2 min, seguido por 30
ciclos de 20 seg a 959C, 20 seg a 459C, 20 seg a 702C y un ciclo de 180 seg a 702C. Los
productos de amplificacion se corrieron en geles de agarosa y se visualizaron utilizando SYBR
safe. La banda del tamafio deseado (aprox. 900 pb) se corté del gel y se purificé mediante el
kit de Qiagen.

El fragmento de ADN purificado, producto de la PCR, se insertd en el vector p-DONR,
mediante la reaccién BP agregando: 2 ul de buffer BP 5X, 1 pl de la enzima Clonasa BP, 2 ul
del fragmento purificado, 1 pl del vector pDONR y 4 ul de H;0, la mezcla se incubd toda la

noche a temperatura ambiente (TA) y una alicuota de esta mezcla se utilizé para transformar
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bacterias E. coli competentes. Posteriormente, el plasmido se purificd y se utilizé para
realizar la reaccién LR, obteniendo el vector StarD7II-HA (pDEST-C). Para confirmar la
construccion correcta, se realizaron digestiones enzimdticas y el plasmido de interés fue
finalmente secuenciado. Los vectores obtenidos fueron:

- StarD71 HA-C (pDEST-CTAP): conteniendo la isoforma de StarD7 precursora unida a HA en la
region C-terminal.

-StarD7Il HA-C (pDEST-CTAP) y StarD71l HA-N (pDEST-NTAP): conteniendo la isoforma de
StarD7 madura (de menor tamafio molecular) unida a HA en la regién C-terminal y N-

terminal, respectivamente.

Purificacion de ARN total de células eucariotas en cultivo

Las células crecidas en placas de 6 pocillos se lavaron dos veces con PBS 1X (solucion
salina de fosfatos) y se recogieron en 0,75 ml de TRIZOL (Invitrogen). A la suspension de
células se le agregd 0,15 ml de cloroformo y luego de 15 min de reposo a TA, se centrifugd
15 min a 12000 x g, (42C). La fase superior se transfirié a un nuevo tubo y el ARN se precipitd
con 0,37 ml de isopropanol 10 min a TA. El pellet obtenido se centrifugd a 12000 x g 10 min
(49C) y se lavé con etanol 75% v/v. EI ARN precipitado se seco a TA y se resuspendié en agua
libre de ARNasas (GIBCO). La cuantificacion del ARN se obtuvo mediante la lectura de la
absorbancia a 260 nm, sabiendo que 1 DOso equivale a 40 ug/ml de ARN. La pureza se
evalué mediante la relacion de absorbancias obtenida a 260 nm versus a 280 nm leidas en el
espectrofotémetro Shimadzu (UV/vis) o lector de multiplacas Biotek, considerandose valores
aceptables entre 1,8 y 2. Finalmente las muestras se conservaron a —802C hasta su

utilizacién.

Reaccion de Transcriptasa Reversa

La sintesis de ADNc se realizé a partir de 1 ug de ARN purificado en un volumen final
de 20 pl. Alicuotas conteniendo 1 pug de ARN se incubaron con 1 U/ul de RNasin (Promega),
inhibidor de ARNasas, 2 ul de buffer de reaccidon 1X (Tris-HCl -pH 8,3- 50 mM, KCI 75 mM,
MgCl, 3 mM), 12,5 pmoles/ul de una mezcla de hexadesoxinucleédtidos de secuencias al azar

(iniciadores de la transcriptasa reversa), DTT (10 mM) y H,0. La mezcla se incubd a 652C
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durante 15 min para destruir estructuras secundarias. Posteriormente se agregaron dNTPs 1
mM vy la enzima M-MLV transcriptasa reversa 10 U/ul (Invitrogen) y se incubd 10 min a 252C

y luego 50 min a 379C. Finalmente se inactivé la reaccién incubando a 952C durante 3 min.

Semi-cuantificacion del ADNc mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Los fragmentos de ADNc sintetizados por la reaccidn de la transcriptasa reversa se
amplificaron por PCR. El nimero de ciclos utilizados se optimizé para que la amplificacién de
los transcriptos se encontrase en el rango lineal. Los productos de amplificacién se corrieron
en geles de agarosa y se visualizaron utilizando SYBR safe.

El protocolo de amplificacion para GAPDH (Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa)
incluyé: 1 ciclo de desnaturalizacién inicial a 9592C por 3 min, seguido por 22-24 ciclos
(dependiendo de la abundancia del transcripto a amplificar) de 30 seg a 952C, 30 seg a 609C,
30 seg a 72°C y un ciclo de 10 min a 72°C. La secuencia (5°- 3") de oligonucledtidos
empleados para amplificar GAPDH es: sense, GGT GAA GGT CGG AGTC AAC G antisense: GAT
CTC GCT CCT GGA AGA TGG.

PCR en tiempo real

Los transcriptos se cuantificaron por la técnica de PCR en tiempo real (ABI 7500,
Applied Biosystems) con el software de deteccidén v1.4. Los experimentos se realizaron
usando SYBRGreen PCR Master Mix 1x (Applied Biosystems) y los primers se agregaron a un
volumen final de 15 pl. Las condiciones de ciclado incluyeron un ciclo de 10 min a 959C,
seguido de 40 ciclos de 15 seg a 952C y 1 min a 602C. La especificidad se verificd por el
analisis de las curvas de melting. Cada muestra se analizdé por triplicado y los niveles de
transcriptos se normalizaron con ciclofilina A, calculando los niveles de expresién relativa
con el método 2722, L3 eficiencia de amplificacidn de los productos de PCR fue cercana al
98%. Las secuencias de los oligonucleétidos empleados para amplificar cada transcripto y la

concentracion de los mismos se muestran en la Tabla IV del anexo.
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Preparacidn de extractos proteicos totales para ensayos de western blot

Para obtener los lisados celulares totales, se colocaron en placas de 6 pocillos 2x10°
células/pocillo conteniendo 2 ml de medio de cultivo. Las células a recoger se lavaron 2
veces con PBS 1X, se suspendieron en 150 ul de buffer Laemmli (Tris-HCI60 mM pH 6,8,
glicerol 10%, dodecilsulfato sddico 2%, 2-mercaptoetanol 1% y azul de bromofenol 0,002%) y
se sonicaron 20 segundos a 40% de amplitud. Los lisados celulares se hirvieron durante 5
min a 959C y se centrifugaron a 10.000 x g a 42C durante 10 min. Todas las muestras se

conservaron a -802C hasta su analisis.

Medicion de la sintesis de novo de glicerofosfolipidos

La incorporacién de 3H-glicerol en los fosfolipidos se evalud en células transfectadas
con siRNA contra StarD7 o scrambled después de 48 h de transfeccidn incubdandolas con [2-
3H] -glicerol (2 Ci/pocillo; actividad especifica: 200 mCi/mmol) durante 3 h. Posteriormente,
las células se lavaron dos veces con PBS frio 1X, se resuspendieron en 1 ml de agua y se
precipitaron con el mismo volumen de 3cido tricloroacético (TCA) 10% y acido fosfotlngstico
(APT) 1%. Después de la centrifugacion (800 xg, 15 min), la fracciéon sobrenadante se
descarté. Los sedimentos se lavaron tres veces con TCA 5% - APT 0,5% y una vez con agua,
mediante resuspensién y centrifugaciones sucesivas. Los fosfolipidos se extrajeron con
cloroformo/metanol (2:1 v/v), y se determind la radiactividad en un contador de centelleo
liquido. El contenido de proteinas en las preparaciones celulares se estimé por la técnica de
Bradford, utilizando albdmina de suero bovino como estandar. Los fosfolipidos individuales
se separaron mediante cromatografia en capa fina utilizando silica gel 60G. Se utilizaron
estdndares a fin de visualizar mediante vapores de yodo las correspondientes especies de
lipidos individuales marcadas, se levantaron de la placa de silice y la radiactividad en cada

uno de los lipidos se cuantificé en un contador de centelleo liquido.

Microarreglos de oligonucleétidos

El ensayo se realizdé en forma comparativa utilizando ARN de células JEG-3 tratadas

durante 48 h con 200 nM de siD7 y siC. Se utilizé el servicio técnico del Laboratorio de
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Diagnodstico Molecular de Virginia Commonwealth University (USA), en donde se procesaron
y analizaron las muestras mediante el uso de plataformas de oligonucledtidos de ADN
(Affymetrix). La identificacion de la expresion de los genes alterados en ambas condiciones

se evalué mediante el método de significancia (S-score).
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METODOS DE BIOLOGIA CELULAR

Cultivo de lineas celulares eucariotas

Las lineas celulares epiteliales utilizadas en este trabajo de tesis fueron las siguientes:
- Células trofobldsticas JEG-3 y BeWo (ATCC) derivadas de coriocarcinoma humano con
caracteristicas fusogénicas.

- Células HTR8/SVneo derivadas de CTBs humano de origen extravelloso invasivo provistas
por el Dr. Charles Graham, Queen’s University, Canada.
- Otras células epiteliales: HepG2 (hepatoblastoma humano), HT-29 (adenocarcinoma
colorectal humano), A549 (carcinoma pulmonar humano), HEK-293T (Human Embryonic
Kidney) y HeLa (Human cervix adenocarcinoma)(ATCC).

Las células JEG-3, HepG2, HT-29, A549, HEK-293T y Hela se cultivaron a 372C en una
atmodsfera de 5% de CO, en DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium), mientras que las
células BeWo y HTR8/SVneo se cultivaron en DMEM/F12. Ambos medios de cultivo fueron
suplementados con suero fetal bovino 10% (v/v) y antibidticos: penicilina 100 ug/ml —
estreptomicina 100 pg/ml (Invitrogen).

Cuando las células llegaron a una confluencia de 80-90% se tripsinizaron para ser
repicadas o congeladas. Para repicar, las células se lavaron 2 veces con PBS 1X y
posteriormente se trataron con 1 ml de tripsina 0,2% (p/v) 2 min a 372C. Una vez
desprendidas las células, se agregd 1 ml de medio suplementado con suero fetal bovino
(SFB) al 10%. Posteriormente las células se dividieron de acuerdo al nimero de placas que se

necesitaba o se congelaron gradualmente a — 802C en dimetilsulfoxido (DMSO).

Preparacion de lineas celulares estables usando transfeccion e infeccidén lentiviral

Realizado en el laboratorio del Dr. Eric Bennett de la Universidad de California en San Diego-
USA (UCSD).

i! NOTA: Todas las tareas se deben realizar en una cabina de Bioseguridad Tipo 2, en una
instalacidon apropiada, usando guardapolvo, guantes y gafas en todo momento. Todos los
residuos se deben desechar en un recipiente conteniendo lavandina 10%. Los residuos
solidos se deben recoger en una bolsa de riesgo bioldgico dentro de la campana y cerrarla

antes de colocarla en la bolsa de riesgo bioldgico principal. Dos dias después de la infeccion
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con el virus, ya no son necesarios estos cuidados y se pueden reanudar los procedimientos

habituales.
Dia 0: Plaqueo de las células.

Las células HEK-293T se cultivaron en 2-2,5 ml de medio de cultivo por pocillo, en una
placa de 6 pocillos. Se colocé la cantidad de células necesarias para obtener una confluencia
de 50-60% cuando se transfectan al dia siguiente. Algunos reactivos de transfeccion
requieren el uso de un medio libre de antibidticos, pero esto no es necesario, con Mirus

TransIT-293T.
Dia 1: Transfeccion en placa de 6 pocillos.

Se colocd en un tubo la mezcla de transfeccién: 200 ul de Opti-MEM (Invitrogen) y 9
ul del reactivo Mirus TransIT-293 y se dejé a TA 5 min, se agité suavemente. En otro tubo se
agrego la mezcla de los cuatro “helper plasmids”: fago RC CMV, fago Hdm VSVG, fago Hdm
Tatlb y fago Hdm GAG-POL (0,5 ul de cada uno, concentracion: 1 ug/ul). Posteriormente se
agrego 1 ug del pldsmido de interés (StarD7-pDEST). Ambos tubos se mezclaron y se incubd
por 20 min. Toda la mezcla se afiadié a un pocillo que contenia 1 ml de medio fresco.

El dia previo a la infeccion se colocaron las células blanco: HEK-293T o Hela, (que van a ser
infectadas) en una placa de 6 pocillos, para tener 50-60% de confluencia en el dia de la

infeccidn.
Dia 2: Cosecha del virus (se puede almacenar a 42C durante algunos dias) e infeccidn.

El virus se recogio después de 24 h (o puede ser 48 h) de la transfeccion. Se sacé el
sobrenadante y se lo filtré a través de un filtro estéril de 0,45 um, en un tubo de 15 ml que
contenia polibreno a una concentracion final de 8 ug/ml (Stock: 6 mg/ml en PBS). Este medio
viral se agregd a las células blanco plagueadas el dia anterior, completando con 1 ml de

medio fresco.
Dia 3: Cambio de medio.

Veinticuatro horas después de la infeccidn, se reemplazé el medio sin la seleccién de

antibidticos y se dejo un dia mas para que las células se recuperen.

Dia 4: Pasaje a una placa de 10 cm
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Las células contenidas en la placa de 6 pocillos se tripsinizaron y se pasaron a una
placa de 10 cm, para que continlen creciendo hasta una confluencia de aproximadamente
80%. Una vez alcanzada esta confluencia, se comienza la selecciéon con puromicina 1 pg/ml
(diluir el stock de 10 mg/ml, 1:10.000), renovando el medio todos los dias. Como control de
seleccion se agregd una placa con células que no fueron infectadas, las cuales deben morir.
Las células que incorporaron el pldsmido de interés crecieron normalmente, se pudieron

repicar, congelar y / o recoger para los diferentes ensayos.

Transfeccion transiente con plasmidos de expresion

Se transfectaron células HepG2 con plasmidos que expresan las proteinas
recombinantes: StarD7c-myc y StarD7GFP (creadas en el laboratorio), junto con sus vectores
vacios pCDNA/TO/c-myc y pGFPC1, segun el protocolo del reactivo Lipofectamina 3000
(Invitrogen).

La mezcla de transfeccidn conteniendo los siguientes reactivos: 4 pl de Lipofectamina
3000, 2,5 pg de ADN plasmidico y 5 pl del reactivo P3000 (Invitrogen) en 125 pl de Opti-
MEM se incubd durante 20 minutos. Posteriormente se completé a 1 ml con Opti-MEM
suplementado con suero 10% vy antibidticos, y se agregd a las células previamente
plaqueadas (60% de confluencia) o en suspensién (5x10° células). Después de 24 h, el medio

es cambiado por DMEM suplementado.

Silenciamiento de StarD7 endégena

El ARN de interferencia (RNAi) es un fendmeno de silenciamiento de genes altamente
especifico y natural que se encuentra presente en varios organismos. Este puede ser
desencadenado por diversas fuentes de moléculas de ARN, incluyendo virus de ARN,
transposones, ARN pequefios enddgenos doble cadena no codificante (miRNAs) o ARN
exdgenamente introducidos conocidos como siRNAs.

Las moléculas de ARN largas de doble cadena (dsRNA) dan origen al RNAi al ser
cortadas por la actividad RNasa tipo Il de la enzima Dicer en 21-23 nucleétidos (siRNAs) (Fig.
40). La cadena antisentido del siRNA llamada hebra guia, ya que sirve como guia

determinando la secuencia especifica de silenciamiento génico, mientras que la cadena
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sentido se conoce como hebra pasajera. La hebra guia del siRNA se incorpora en un
complejo ARN-proteina de multiples componentes, denominado RISC (RNA-induced silencing
complex) el cual silencia la expresidon génica mediante la escision del ARNm diana. Cuando
existe perfecta complementariedad entre la secuencia de la cadena guia y la cadena diana,
cerca del sitio de escisidon, el ARNm diana se degrada. A diferencia de los siRNAs, los miRNAs
por lo general no escinden el ARNm de un gen diana, pero suprimen la traduccién del ARNm

(Rana, 2007).
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Figura 40. La via de silenciamiento inducida por siRNAs comienza con la escision de ARN largo de
doble cadena (dsRNA) por el complejo de la enzima Dicer. Estos siRNAs se incorporan a la proteina
Argonauta 2 (AGO2) formando el complejo de silenciamiento AGO2-RISC. La hebra guia siRNA
reconoce sitios diana para dirigir la degradacién del ARNm (llevada a cabo por el dominio catalitico
de AGO2). La via de silenciamiento inducida por microRNAs comienza con la sintesis de los
transcriptos enddgenamente codificados de microRNAs primarios (pri-miRNAs) por la ARN
polimerasa Il (Pol Il) los que son procesados por el complejo enzimatico Drosha para producir
miRNAs precursores (pre-miRNAs). Estos precursores se exportan al citoplasma por Exportin 5 vy
posteriormente se unen al complejo formado por la enzima Dicer, que procesa el pre-miRNA en el
complejo AGO2-RISC. EIl miRNA maduro reconoce sitios diana (tipicamente en el 3'-UTR) en el ARNm,
conduciéndolo a su degradacion. Alternativamente la traduccién de los ARNm puede ser inhibida por
retencidon de éstos en organelas conocidas como “P-bodies”. Extraido de Fougerolles et al., 2007.
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En el presente trabajo de tesis se utilizd siRNA (small interfering RNA) como una
herramienta para silenciar post-transcripcionalmente la expresidon del gen StarD7. Para tal
fin se obtuvieron dos diferentes siRNAs dirigidos contra la secuencia del transcripto de
StarD7 (siD7.1 y siD7.2) como se muestra en la Figura 41. Los oligonucledtidos tienen la
siguiente secuencia: siRNA1 sentido, 5°GGU AUA GUG UGG AUC AGG ATT3’ correspondiente
a la posicion 1026-1046 y siRNA2 sentido, 5°GCA CCC ACC UUU ACC AGU ATT3’
correspondiente a la posicion 803-824 (Genbank AF270647) (Fig. 36 ). Se utiliz6 como

control negativo siRNA scrambled (SilencerNegative™) (AppliedBiosystems/Ambion).

A3
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Figura 41. siRNAs (small interfering RNA) dirigidos contra la secuencia del transcripto de StarD7
(siD7.1 y siD7.2). Se representa linealmente el ARNm de StarD7, indicando con flechas los sitios en
donde hibridan los oligonucleéticos sintetizados.

Procedimiento experimental:

Transfeccion con Lipofectamina 2000: El dia previo a la transfeccion, las células se
recogieron mediante tripsinizacién, se contaron en cdmara de Neubauer y se colocaron
2x10° células/pocillo en placas de 6 pocillos, en medio suplementado. Después de 24 h, las
células que consiguieron una confluencia de 30-40% se transfectaron con 50 a 200 nM de
siD7.1 o siD7.2 para silenciar la expresiéon enddégena de StarD7, o como control negativo
siRNA scrambled, utilizando Lipofectamina 2000 (Invitrogen). Se incubaron por separado
durante 5 minutos, los siguientes volumenes indicados por pocillo:

v 5 ul de Lipo2000 en 250 pl de Opti-MEM.

v 5ul de siD7 (provenientes de una dilucion 20 pmol/ul) para obtener una
concentracion final de 100 nM 6 2 pl de siRNA scrambled (proveniente de una
dilucién 50 uM) en 250 pl de Opti-MEM.

Luego se mezclaron e incubaron nuevamente durante 20 minutos a TA. Finalizado
este tiempo, se afiadid la mezcla a las células, previo lavado con PBS 1X, y se cultivaron a
37°C en atmdsfera de CO; (5% v/v). A las 6 h postransfeccion se afiadié 2 ml de medio

suplementado y se cultivaron durante 24, 48 6 72 h, renovando el medio cada 24 h.

109



MATERIALES Y METODOS

Transfeccion con RNAiMax: La transfeccidn se realizé en solucidn, segun el protocolo

del fabricante (Invitrogen). Brevemente, la mezcla de transfeccién conteniendo los
siguientes reactivos: 4 pl de RNAiMax y 50 nM de siD7 o siC en 125 pl de Opti-MEM se
incubd durante 20 minutos. Por otro lado, las células previamente recogidas con tripsina, se
centrifugaron, se resuspendieron en Opti-MEM suplementado y se contaron en la cdmara de
Neubauer. Las células (3 x10° células/pocillo en placas de 6 pocillos) se resuspendieron en
un volumen final de 750 pl de Opti-MEM suplementado, se mezclaron con los reactivos de
transfeccidn, se plaquearon y se cultivaron durante 24, 48 6 72 h, renovando el medio cada

24 h.

Viabilidad celular/Citotoxicidad

La viabilidad celular se evalud usando el colorante metabdlico MTT (bromuro de 5-
dimetildiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio). El reactivo MTT por accidn de las enzimas
deshidrogenasas mitocondriales se reduce a azul de formazan en las células vivas. Las células
previamente transfectadas con siD7 o siC se sembraron en placas de 96 pocillos, colocando
1x10* células/pocillo y los ensayos se realizaron por cuadruplicado. Luego de 48 h de
silenciamiento, las células se trataron con concentraciones crecientes de mitoxantrona,
droga anti-neoplasica, sustrato del transportador ABCG2, o con H;0, durante 24 h.
Posteriormente, se afiadid una solucion de MTT (5 mg/ml) al medio de cultivo (1:10) y las
células se incubaron durante 2,5 h a 379C. Finalizado este tiempo, se retiré el medio y el
colorante precipitado se disolvié en 100 pl de DMSO. La absorbancia se leyé a 540 nm, y los

resultados se expresaron como porcentaje de viabilidad respecto al control.

Ensayo de acumulacién/eflujo de mitoxantrona

Las células transfectadas con siD7 o siC se crecieron en placas de cultivo celular de 96
pocillos (por cuadruplicado). Después de 72 h el medio se cambié por DMEM libre de rojo de
fenol conteniendo MTX. En la fase de acumulacion las células se incubaron 1 h a 372C con 5
6 20 mM de MTX. La captacion se detuvo eliminando el medio y lavando las células con PBS
1X (3 veces) y luego se incubaron por 3 h sin MTX. En la fase de eflujo, las células se

incubaron con 1 6 5 uM de MTX por 1 h, lavando las células con PBS 1X (3 veces) luego se
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incubaron por 5 h sin MTX. La sefial de fluorescencia intracelular se midié en el equipo lector
Odyssey CIx y los datos se analizaron con el programa Image Studio. Para el ensayo de
acumulacién de mitoxantrona, se midié la seial de fluorescencia intracelular después de 3 h
de lavado; mientras que para el ensayo de eflujo de mitoxantrona se midié la sefial de
fluorescencia en diferentes momentos del lavado. Adicionalmente se utilizdé un citémetro de
flujo FACSCanto Il equipado con un ldser de diodo rojo 635 nm y 670 nm de paso de banda

laser para detectar la fluorescencia de MTX.

Deteccidon de especies reactivas del oxigeno

La produccién de ROS intracelular se detecté utilizando la sonda fluorescente 2',7'-
diacetato de diclorofluoresceina (H2DCFDA). Las células silenciadas durante 48 h, se
cultivaron en cubreobjetos durante 24 h en presencia o no de HO0,. Luego, las células se
incubaron con 10 uM de H2DCFDA durante 30 min a 372C, en medio DMEM libre de rojo de
fenol. Finalizado ese tiempo, se lavaron 3 veces, con PBS 1X y los vidrios se visualizaron bajo

microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse TE 2000U (Nikon Corporation, Japdn).

Migracion celular

Ensayo de reparacion de la herida (wound healing)

La migracioén celular se midié determinando la capacidad de las células de moverse
hacia un espacio acelular. Para tal fin, se utilizaron monocapas confluentes de células
transfectadas con siD7 o siC y cultivadas durante 72 h. Transcurrido ese tiempo se realizo
sobre la monocapa una herida con un tip estéril de punta fina, la monocapa se lavé con PBS
1X para sacar las células que se desprendieron y se colocé medio suplementado. Se
realizaron ensayos por duplicado y 3 heridas por pocillo. Se obtuvieron imagenes mediante
microscopio invertido con contraste de fase (100X, Nikon Eclipse TE 2000U) a las 0, 8 y 24 h.
Los resultados se expresaron como el porcentaje de la distancia de la herida remanente

respecto a la distancia inicial.
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Ensayo en transwell

Alternativamente, se llevaron a cabo ensayos de migracién utilizando un sistema
bicameral de transwell (Cole Parmer), el cual contenia inserto filtros de policarbonato con un
tamafio de poro de 8 um. Células transfectadas durante 48 h con siD7 o siC, se tripsinizaron,
se contaron colocando en la parte superior del transwell 2x10* células resuspendidas en 250
pl de medio suplementado. A su vez, en la parte inferior de la placa se colocé 500 pl de
medio suplementado y se cultivaron 48 h a 372C en atmdsfera de CO2 (5% v/v). Finalizado
ese tiempo, las células que no migraron se removieron suavemente del compartimiento
superior con un hisopo de algoddn. Las células que migraron atravesando el filtro hacia la
parte inferior del mismo se fijaron con metanol frio (20 minutos) y se tifieron con Hoechst
33258 (tincidon nuclear).

La tincion de los nucleos se observd en microscopio invertido (Nikon Eclipse TE
2000U), tomando fotos de 7 campos al azar a 200X de ensayos duplicados. El resultado de

tres experimentos se informd como porcentaje de migracidn relativa respecto al control.

Proliferacion celular

Ensayo de incorporacion de bromodeoxiuridina

Se evalud la proliferacidn celular mediante la incorporacion de bromodeoxiuridina
(BrdU) al ADN de células en divisién (en la fase S). Células silenciadas con siD7 o siC y
cultivadas sobre cubreobjetos durante 72 h se expusieron a BrdU (20 uM Sigma) por 8 h.
Finalizado ese tiempo, se lavaron tres veces con PBS 1X, se fijaron 10 min en 3% de
paraformaldehido, y se lavaron tres veces con PBS 1X. Las células se permeabilizaron
durante 10 minutos con Triton X-100 0,1% en PBS, se lavaron con PBS conteniendo Tween-
20 0,2% (PBS-T), se trataron con HCl 2 N a 372C durante 30 min para desnaturalizar el ADN,
se lavaron dos veces (5 minutos/vez) con NaB4O70,1 M (pH 8,5) para neutralizar, y luego tres
veces con PBS-T. Posteriormente se trataron con PBS-T conteniendo albumina de suero
bovino (BSA) 2% y se incubaron con el anticuerpo monoclonal anti-BrdU (SIGMA) a una
dilucién 1:100 en PBS-T con BSA 1%, durante 1 h a 3729C. Luego, las células se lavaron tres
veces (5 minutos/vez) con PBS-T y se incubaron 1 h a 372C con anti-IgG de raton conjugado
con Alexa Fluor 594 diluido 1:1000 en PBS-T con BSA 1%, posteriormente se tifieron con

Hoechst 33258 (tincion nuclear). Las células se lavaron tres veces (5 minutos/vez) con PBS-T
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y los cubreobjetos se montaron en porta objetos en medio acuoso de montar (FluorSave,
Calbiochem). Finalmente se tomaron 7 fotos al azar a 200X, por condicién, en el microscopio
invertido (Nikon Eclipse TE 2000U) y se cuantificé el porcentaje de nucleos en proliferacion

(en rojo) respecto al numero de nucleos totales (en azul).

Ensayo de incorporacién de 3H-timidina

Se evalud la incorporacion de [5'-3H]-timidina en células transfectadas por 72 h con
siD7 o siC. Finalizado ese tiempo, las células se tripsinizaron, se contaron y se sembraron por
quintuplicado (1,5x10* células/pocillo) en una placa de 96 pocillos cultivaindolas durante 72
h. Transcurrido ese tiempo se adicioné [5'-3H] timidina (20 uCi/ml, actividad especifica: 20
Ci/mmol) y las células se cultivaron por 18 h. Luego, las células se lavaron con PBS 1X, se
agregd 100 ul de tripsina para resuspenderlas y se las recogidé en un cosechador
semiautomatico sobre papel de fibra de vidrio (Whatman 934-4H, WhatmanPaper LTD). El
papel se dejd secar toda la noche y la radioactividad de las muestras se midié en un contador

de centelleo liquido Beckman.

Adhesion celular

Los ensayos de adhesion se realizaron como se describe (Tauber et al., 2010), con
modificaciones menores. Cubreobjetos se recubrieron con laminina (10 mg/ml, Sigma)
durante toda la noche a 42C, en PBS 1X, se lavaron dos veces con PBS, y se bloquearon
durante 1 h con BSA 1 % (Sigma) en PBS.

Células HTR8/SVneo transfectadas con siD7 o siC y cultivadas durante 72 h, se
tripsinizaron y se colocaron en placas de 24 pocillos conteniendo los cubreobjetos, 2x10*
células por pocillo, en medio suplementado. Después de 30 min de incubacién a 372C se
descarté el medio y las placas se lavaron con PBS para eliminar las células no adherentes,
mientras que las adheridas se fijaron con metanol frio durante 10 min. Las células adheridas
a los cubreobjetos se tifieron con Hoechst 33258 y se cuantificaron observando diez campos

al azar a 100X en microscopio invertido (Nikon Eclipse TE 2000U).
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Tratamiento con brefeldina A

BFA es un metabolito fungico utilizado para interferir de forma reversible con el
transporte anterogrado desde el RE al aparato de Golgi. Si bien tiene una amplia gama de
actividad antibidtica, es utilizado principalmente como una herramienta de investigacién
bioldgica para el estudio del transporte de proteinas. El principal blanco de BFA es el factor
de ADP-ribosilacion, que es responsable de la asociacién de las proteinas de cubierta COPI a
la membrana del Golgi. El tratamiento conduce a una rapida acumulacién de las proteinas
dentro del RE y el colapso del aparato de Golgi, inhibiendo la secrecién de proteinas.

El ensayo se realizé en células transfectadas con siD7 o siC y cultivadas sobre
cubreobjetos en placa de 6 pocillos (5 vidrios/pocillo) durante 72 h. Antes del agregado de
BFA se recogié un vidrio de cada pocillo como control (condicidn: sin BFA). Luego se incubd
con BFA (concentracion final: 5 pg/ml) 1 h a 37°C. Finalizado ese tiempo, se recogid otro
cubreobjeto de cada pocillo (condicion: BFA 1h). Las células se lavaron con PBS 1X y se
agregd medio suplementado, recogiendo los 3 cubreobjetos restantes de cada pocillo a los
30 min, 1 h 30 min y 2 h 30 min del lavado. Los cubreobjetos conteniendo las células fueron
fijados e incubados con el anticuerpo anti-giantina o GM-130 segun el protocolo del ensayo

de inmunofluorescencia.

Microscopia electrénica

Células HepG2 y JEG-3 sin tratar y transfectadas con siD7 o siC (como control de
tratamiento) y cultivadas durante 72 h, fueron lavadas con PBS 1X, tripsinizadas y colocadas
en un tubo eppendorf, manteniendo siempre en frio. Se realizaron 3 lavados con PBS 1X, se
centrifugaron a 1000 rpm 5 min y el pellet de cada condicidn se sumergié en la solucién de
fijado.

Para la obtencidn de fotos se contraté el servicio que brinda el Centro de Microscopia
de la Facultad de Ciencias Médicas, donde funciona un microscopio electrénico de
transmisidn Zeiss Leo 906-E. Posteriormente las imagenes fueron analizadas con la ayuda de

la Dra. Ana De Paul especialista en el tema.
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METODOS INMUNOQUIMICOS

Deteccién inmunoldgica de proteinas transferidas a soporte sélido: western blot

Las proteinas se separaron en geles de poliacrilamida-dodecilsulfato de sodio (PAGE-
SDS) al 10 %, durante 60 min a 150 V. La alicuota a sembrar de los extractos proteicos
suspendidos en buffer de Laemmli, fue previamente hervida y centrifugada. Una vez
terminada la corrida electroforética, las proteinas se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa (Amersham Bioscience) mediante transferencia humeda durante 60 min a 100
V, usando como buffer de transferencia (Tris-HCl 48 mM, glicina 39 mM, SDS 0,0375% p/v,
metanol 20% v/v, pH 9,2). Posteriormente, la membrana se tifid con rojo Ponceau y se
enjuagdé con abundante agua destilada. El perfil proteico obtenido se registr6 mediante un
sistema de fotocopiado, lo que permite analizar la calidad y cantidad de las proteinas
separadas en cada carril (no dejar nunca que la membrana se seque). Finalmente, la
membrana se decoloré mediante lavados con TBS 1X (Tris-HCl 20 mM, NaCl 150 mM pH 7,8),
y se bloqued con leche descremada 5% diluida en TBS que contenia Tween-20 0,2% (TBS-T),
toda la noche a 42C 6 1 h a TA con agitacién. Posteriormente, la membrana se incubd con el
anticuerpo primario durante 1 h a TA, o toda la noche a 42C con agitacién suave. Se
emplearon los anticuerpos primarios diluidos en TBS o en leche 5% - TBS-T, segun la Tabla V
del Anexo. Luego de la incubacién con el anticuerpo primario, la membrana se lavd 2 veces a
TA durante 5 min con TBS-T, y una vez 5 min con TBS. Finalmente, la membrana se incubd
con la solucién del anticuerpo dependiendo el sistema de deteccidn a realizar:

-Deteccién por quimioluminiscencia: Anticuerpo secundario conjugado con
peroxidasa, dilucién 1/5000 en TBS, anti-IgG de conejo o anti-IgG de raton (Amersham
Biosciences) durante 1 h a TA con agitacion suave. Luego de lavar la membrana de
nitrocelulosa se la incubdé durante 2 min con el reactivo de electroquimiluminiscencia
(SuperSignal West Pico; Pierce) y se expuso a placa radiografica durante 1-10 min. La sefial
revelada se cuantificé utilizando un software de analisis de imagenes (GelPro Analyser).

- Deteccion por fluorescencia: Anticuerpo secundario conjugado (IRDye LI-COR)
dilucion 1/15000 en TBS, anti-IgG de conejo o anti-IgG de ratén durante 1 h a TA con
agitacién suave. Lavar 2 veces durante 5 min con TBS-T, y 2 veces 5 min con TBS. La sefial se

observéd y analizd en el equipo lector Odyssey Clx a través del programa Image Studio.
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Inmunofluorescencia de células

Antes de iniciar los cultivos, se colocaron en las placas cubreobjetos estériles.
Finalizado el tiempo de cultivo,, los cubreobjetos con las células adheridas, se lavaron con
PBS 1X 3 veces y se fijaron, dependiendo del anticuerpo a utilizar, en paraformaldehido 3% a
TA durante 10 min o en metanol frio 20 min. Luego, se lavaron con PBS 1X (3 veces) y se
incubaron con CI(NH4) 10 mM durante 10 min (para inhibir la pérdida de la fluorescencia). Se
permeabilizaron las membranas celulares con Triton X-100 (0,01% v/v en PBS) durante 7 min
y se lavd con PBS-T (3 veces). Posteriormente, los cubreobjetos se incubaron con suero de
cabra 2,5% v/v (Sigma-Aldrich) en PBS-T, y luego con gelatina de piel de pescado 0,4% p/v en
PBS-T, durante 15 min a TA en cada incubacién. Los anticuerpos primarios se centrifugaron
10 min a 12.000 rpm y se diluyeron en gelatina de piel de pescado 0,4% p/v. Se utilizé una
dilucién 1/50 del anticuerpo policlonal de conejo anti-StarD7ct (0.5 pg/ml); una diluciéon
1/200 del anticuerpo monoclonal de ratén anti-desmoplaquina (SIGMA); dilucion 1/40 del
anticuerpo monoclonal de ratdn anti-ABCG2; diluciéon 1/100 del anticuerpo monoclonal de
raton anti-GM130; dilucion 1/800 del anticuerpo monoclonal de ratén anti-Giantina. Se
incubaron durante 1 h a 372C en cadmara humeda. Posteriormente, se lavaron 5 veces con
PBS-T (5min/vez) y los vidrios se incubaron con el anticuerpo secundario anti IgG de ratén
(rojo, Alexa Fluor 594, Molecular Probes) o anti IgG de conejo (verde, Alexa Fluor 488,
Molecular Probes) en suero de cabra 2,5% en PBS-T con una dilucidn final de los anticuerpos
en 1/360, durante 1 h a 372C en camara himeda. Se lavaron 5 veces, (5 min/vez) con PBS-Ty
se tifieron los nucleos con Hoechst 33258 (tincion nuclear) durante 15 min a TA y se lavaron
5 veces con PBS-T (5 min/vez). Finalmente, los vidrios se sumergieron en agua destilada, se
secaron bien escurriéndoles el exceso de liquido y se colocaron invertidos sobre un
portaobjetos en en medio acuoso de montar (FluorSave, Calbiochem). El analisis de las
imagenes de inmunofluorescencia se realizd en el microscopio invertido a 40X (NIKON
Eclipse TE 2000U) o microscopio confocal Olympus FLuoviewFV300 (Olympus LatinAmerica,
Miami, FL).
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Analisis de fusion celular

Células JEG-3 y BeWo silenciadas con siD7 o siC y cultivadas sobre cubreobjetos
durante 72 h, se lavaron con PBS 1X y se siguid el protocolo de inmunofluorescencia
utilizando anti-desmoplaquina como marcador de las uniones desmosomales (rojo) y los
nucleos se tifieron con Hoechst (azul). Se conté el numero de nucleos en sincicios y el
numero total de nucleos en veinte campos elegidos aleatoriamente. El porcentaje de los
nucleos en los sincicios se determind como: (nimero de nucleos en los sincicios/nimero
total de nudcleos) x 100. Cada experimento se realizé al menos tres veces de forma

independiente por duplicado.

Medicion de la secrecion de BhCG

La cantidad de BhCG secretada al medio de cultivo se cuantificé mediante un ensayo
inmunométricoquimioluminiscente con un limite de detecciéon de 1,0 mUIl/ml (Siemens
IMMULITE 2000). Los ensayos se realizaron utilizando los medios de cultivo de células JEG-3

tratadas con siD7 o siC y cultivadas durante 48 6 72 h.

Inmunoprecipitacion y preparado de las muestras para espectrometria de masas
Realizado en el laboratorio del Dr. Eric Bennett de la Universidad de California en San Diego-

USA (UCSD) (Bennett et al., 2007).

Inmunoprecipitacion

Células HEK-293T establemente transfectadas con plasmidos que expresan StarD7
I/II-HA, se cultivaron en 4 placas de 15 cm para cada condicidn, se lavaron con PBS 1X, se
desprendieron de la placa con 4 ml de tripsina-EDTA (incubando 5 min a TA) y se recogieron
en un tubo de 50 ml, conteniendo 20 ml de DMEM frio suplementado. Las células se
centrifugaron 3 min a 2500 rpm, se lavaron con PBS 1X y se centrifugaron nuevamente,
recogiendo el pellet en 3 ml del buffer no desnaturalizante MCLB (Tris-HCI 50 mM pH 7.8,
NaCl 150 mM, NP40 0,5%, mas el agregado de inhibidores de proteasas, Roche). Los lisados
celulares, mantenidos en hielo, se dividieron en tubos eppendorf de 1,5 ml, se sonicaron

durante 20 seg y se centrifugaron 10 min a 13000 rpm a 42C. Luego, se filtraron en una
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columna con filtro 0,45mm (Millipore # UFC4 OHV 00) mediante centrifugacién a 4000 rpm
durante 5 min a 4°C.

Se utilizaron 60 pl de la suspension de perlas de agarosa covalentemente unidas al
anticuerpo anti-HA monoclonal (SIGMA) para cada condiciéon. Las perlas se lavaron 4 veces
con 1 ml del buffer MCLB frio cada vez, centrifugando 1 min a 3000 rpm a 49C, se
resuspendieron en el mismo buffer y se agregaron a los lisados celulares contenidos en
tubos eppendorf. Se incubaron toda la noche a 42C, con agitacién rotacional continua. Una
vez que se completd la unidn de la proteina StarD7-HA a las perlas de agarosa, los tubos se
centrifugaron y los sobrenadantes se removieron (guardar como control del lisado no unido)
dejando siempre un volumen de 100 pl (sélo para asegurarse de que no se retiran ninguna
de las perlas). Luego los volumenes se juntaron en un solo tubo y se realizaron 4 lavados con
1 ml del buffer MCLB frio cada vez, centrifugando 1 min a 3000 rpm a 42C. Posteriormente,
se realizd el cambio de buffer para eliminar el detergente, lavando como se indicé
anteriormente, con PBS 1X frio.

La elucién de la proteina unida al anticuerpo anti-HA se realiz6 con 50 pl del péptido
HA en PBS 1X (250 mg/ml) 3 veces, incubando 30 min/vez a TA, obteniendo un volumen final
de 150 pl. Se recomienda el uso de tips punta fina (P3111) para extraer todo el liquido sin
levantar ninguna perla. El ensayo puede ser controlado mediante un ensayo de western blot

utilizando el 10% de la elucion.

Precipitacion con TCA

Las muestras proteicas que se analizaron por espectrometria de masa se precipitaron
con TCA vy se digirieron con tripsina. Para esto,a cada tubo eppendorf conteniendo las
proteinas disueltas en PBS 1X, se les agregé un volumen de TCA al 100% (concentracion final
20%) se agitd, se colocd en hielo durante 30 min y luego se centrifugd 30 min a 4°C a
maxima revolucion. Se descarté el sobrenadante, dejando unos 50 pl de la solucién en el
tubo (ya que no se ve ningun pellet). Se lavé con 500 pl de TCA 10% frio y se centrifugd 15
min a 42C a maxima revolucidn, posteriormente se lavd 3 veces con 1 ml de acetona
(almacenada a -202C), y nuevamente se centrifugd 10 min a 42C a maxima velocidad. En el
lavado final de acetona se dejo 20 ul de solucién en el tubo. Por ultimo, la muestra se

centrifugd en un Speedvac (o se puede secar al aire a TA), quedando solo el pellet que puede
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no ser visualizado y que puede almacenarse a -202C (corto plazo) o -802C (a largo plazo) si se

desea.

Digestidn con tripsina y paso a través de una membrana C18

Se prepard una solucidn de tripsina a una concentracién de 25 ng/ul en 50 mM de
bicarbonato de amonio pH 8.0 /10% de acetonitrilo (la tripsina se encuentra a 500 ng/ul),
por lo que para cada reaccién de digestidn se utilizo 1 pl de tripsina en 20 pl de bicarbonato
de amonio 50 mM pH 8.0/10% de acetonitrilo. (Si la mezcla de digestidn es acida la tripsina
no funcionard). Se incubd la muestra durante 4 h o toda la noche a 372C. Después de la
digestion se afiadio 20 ul de 4cido féormico 5%/acetonitrilo al 5% y se incubd a TA durante 10
min. Esto inactiva la tripsina y acidifica la solucién para asegurar la purificacién adecuada de
los péptidos en los pasos posteriores. La muestra se secé en un evaporador centrifugo
(speedvac). El pellet se resuspendié en 20 ul de acido férmico 5%/acetonitrilo al 5%.

Por otro lado, se prepararon minifiltros, mediante la colocacién de 3 membranas C18
(Empore™ SPE Extraction Disks) incrustadas en la punta de tips de punta ancha (P1000)
contenidos en tubos eppendorf de 1,5 ml. Se afiadié 40 pl de metanol 100% y se centrifugo a
3000 rpm durante 30 segundos (antes de centrifugar en cada paso se debe asegurar que no
haya burbujas de aire entre el liquido y la resina en la punta del tip). No todo el metanol
pasé a través del tip, se dejé en metanol 5 min, luego se centrifugd el resto a 3000 rpm
durante 1 min (no debe haber volumen de liquido por encima de la resina). El metanol del
tubo que pasé a través de la membrana se descartd. Después, se afadio 20 ul de acido
férmico 50%/acetonitrilo al 5% y se centrifugd procediendo de igual forma. Posteriormente,
se afiadié 20 pl de 4cido formico 5%/acetonitrilo al 5% y se centrifugd (2 veces).

Se agregd cada muestra conteniendo los péptidos digeridos (20 pl) a la punta de tips
conteniendo las membranas y se centrifugé durante 2 minutos a 1500 rpm. Se centrifugd de
nuevo durante 2 minutos a 2000 rpm (comprobando si hay liquido por encima de la punta
del tip). Si se requiere otra centrifugacion, hacerlo a 1 min a 2500 rpm y se puede repetir
durante 30 segundos a 3000 rpm (debe haber sélo un pequeiio volumen de liquido por
encima de la resina, y la resina no debe estar seca). Se recogié este sobrenadante y se
guardo. Para lavar, se adiciond 30 ul de acido formico 5% y se centrifugd a 3000 rpm durante

1 min (debe pasar todo el liquido).
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Para eluir, se afadié al tip 30 ul de acido férmico 75%/acetonitrilo al 5% (en un tubo
nuevo) y se centrifugd durante 2 minutos a 1500 rpm. Se centrifugd de nuevo durante 2
minutos a 2000 rpm. Igualmente si otro centrifugado fuera necesario, hacerlo a 2500 rpm a
1 min y se puede repetir durante 30 segundos a 3000 rpm. En esta etapa, se debe pasar todo
el liqguido a través de la punta del tip de manera que la resina se seque (se recomienda
guardar el tip con la membrana hasta que las muestras se analicen en el espectrometro de
masas).

La muestra se secé en un evaporador centrifuga (Speedvac). Luego, se afiadié 10 pl
de acido formico 5%/acetonitrilo al 5% y se colocd el total del volumen en un vial de

espectrometria de masas. Se puede congelar hasta el momento de ejecutar el ensayo.
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ANALISIS DE LOS DATOS

® Los datos de cada experimento fueron agrupados en paramétricos y no
paramétricos para su analisis y grafico. En los experimentos que se obtenia un n 2 4, se
utilizé el test Kolmogorov-Smirnov para identificar la distribucién que presentaban los
datos, mientras que los datos de los ensayos por triplicado (n=3), fueron considerados
por definicion no paramétricos.

® Los datos no paramétricos fueron representados en los graficos por la
mediana y el rango intercuartil. Los datos que presentaron distribucién Normal fueron
graficados por su media + SEM.

@ Las diferencias significativas para las condiciones del control y del ensayo
fueron identificadas mediante la prueba t-test no paramétrica de Wilcoxon apareada o
desapareada de Mann-Whitney U-test.

® Se realizd Kruskal-Wallis y pos-test Dunn para obtener una comparacion
multiple de poblaciones de muestras independientes.

@ Se realizé6 ANOVA de dos vias y pos-test Bonferroni en los gréaficos de puntos
(ensayos de viabilidad y la cinética del silenciamiento midiendo estrés de RE) para una
comparacion de muestras independientes.

® Se tomd como valor de significancia p < 0,01 6 p £0,05, segun los datos.
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ANEXO

Tabla Il. Genes diferencialmente expresados en células JEG-3 tratadas durante 48 h con 200
nM de siD7.1 o siC. Los genes se agruparon de acuerdo a su funcién celular resaltando los

transcriptos validados por RT-PCR en tiempo real.

Gen Simbolo del Vecesde Valorp
Gen Cambio

StAR-related lipid transfer (START) domain containing 7 STARD7 -2,5 9,10e10
PROCESOS CELULARES

Gap junction protein, alpha 1, 43kDa/Connexin 43 GJA1/Cn43 -1,9 1,27 e
Thrombospondin, type I, domain containing 7A THSD7A -1,7 4,25 e04
TRADUCCION Y TRANSCRIPCION

Factores de transcripcion y Reguladores de la Transcripcion

Transcription factor 3 (E2A immunoglobulin enhancer binding TCF3 15 4,72 g%
factors E12/E47)

Kruppel-like factor 11 KLF11 1,6 1,90 3
Far upstream element (FUSE) binding protein 1 FUBP1 1,6 8,32 e
Putative nucleic acid binding protein RY-1 RY1 1,6 1,14 3
DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 3, Y-linked DDX3Y 1,7 2,41 g%
Zinc finger protein 204 ZNF204 1,7 2,18 e
Vestigial like 1 (Drosophila) VGLL1 -1,5 2,47 e
Runt-related transcription factor 1 (acute myeloid leukemia 1; RUNX1 -15 2,36 €02
amll oncogene)
Twist homolog 1 (acrocephalosyndactyly 3; Saethre-Chotzen TWIST1 -1,5 1,53 e
syndrome) (Drosophila)
Proteinas asociadas al ADN

DNA fragmentation factor, 40kDa, beta polypeptide (caspase- DFFB 1,7 1,80 e 3
activated DNase)

Polymerase (RNA) Il (DNA directed) polypeptide E (80kD) POLR3E 1,7 6,16 e
Methyl-CpG binding domain protein 2 MBD2 -3,0 7,00 e
Procesamiento y transporte del ARN

M-phase phosphoprotein 9 MPHOSPH9 15 4,27 04
G-rich RNA sequence binding factor 1 GRSF1 1,7 3,44 04
La ribonucleoprotein domain family, member 1 LARP1 -1,8 5,62 08
Splicing factor 1 SF1 -1,8 3,95 03
Nucleoporin like 1 NUPL1 -1,7 4,47 04
Formin homology 2 domain containing 3 FHOD3 -1,6 1,32 2
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Gen Simbolodel Vecesde Valorp
Gen Cambio

Proteinas Ribosomales
Ribosomal protein L15 /// similar to ribosomal protein L15 LOC646672 -15 1,83 g2
Ribosomal protein L31 RPL31 -15 1,02 g3
ENZIMAS
Metabolismo de Carbohidratos
Glucosidase | GCs1 1,5 4,14 04
Sorbitol dehydrogenase SORD 15 1,80 3
Metabolismo de Lipidos
Apolipoprotein M APOM -1,6 2,67 02
Abhydrolase domain containing 6 ABHD6 -1,5 1,10 3
Metabolismo de aminodcidos
Indoleamine-pyrrole 2,3 dioxygenase INDO -1,6 3,03 02
Estrés oxidativo
Protein disulfide isomerase family A, member 2 PDIA2 1,5 1,09 e 03
Aldehyde dehydrogenase 9 family, member Al ALDH9A1 1,6 2,52 04
Carboxylesterase 1 (monocyte/macrophage serine esterase 1) CES1 -1,6 4,47 e02
Aldo-keto reductase family 1, member C3 (3-alpha AKR1C3 -1,6 6,86 04
hydroxysteroid dehydrogenase, type Il)
Steroid-5-alpha-reductase, alpha polypeptide 1 (3-oxo-5 alpha- SRD5A1 -15 2,93 e
Steroid delta 4-dehydrogenase alpha 1)
P450 (cytochrome) oxidoreductase POR -1,5 1,05 g2
ATPasas y proteinas relacionadas
ATPase, Class V, type 10B ATP10B -1,7 4,87 03
Otras enzimas
Nudix (nucleoside diphosphate linked moiety X)-type motif 15 NUDT15 2,1 4,85 e04
Heparan sulfate 2-O-sulfotransferase 1 HS2ST1 1,6 1,45 e 3
VIAS DE SENALAMIENTO
Proteinas quinasas y factores relacionados
Calmodulin 1 (phosphorylase kinase, delta) CALM1 15 3,51 e04
RAS guanyl releasing protein 2 (calcium and DAG-regulated) RASGRP2 2,1 1,30 e
TYRO3 protein tyrosine kinase TYRO3 -1,5 3,91 02
TRAF2 and NCK interacting kinase TNIK -1,5 1,34 2
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Gen Simbolodel Vecesde Valorp
Gen Cambio

Misshapen-like kinase 1 (zebrafish) MINK1 -1,5 3,00 e02
Otras vias de sefialamiento
Trefoil factor 1 TFF1 1,5 1,35 e03
Nicalin homolog (zebrafish) NCLN 1,5 4,79 e
Ankyrin repeat domain 28 ANKRD28 1,6 7,87 e%
Ankyrin repeat domain 46 ANKRD46 1,9 3,32 e
Programmed cell death 4 (neoplastic transformation inhibitor) PDCD4 -1,6 1,78 2
Phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1 PMAIP1 -1,6 1,47 e?

PROTEINAS ESTRUCTURALES Y DEL CITOESQUELETO

Collagen, type I, alpha 1 COL1A1 15 1,37 g3
Nidogen 1 NID1 1,8 2,70 04
Osteomodulin OMD 1,8 3,69 e
Glypican 4 GPC4 -1,5 1,09 e 02

TRAFICO DE VESICULAS

Microtubule-actin crosslinking factor 1 MACF1 15 1,10 e©3
KDEL (Lys-Asp-Glu-Leu) containing 1 KDELC1 15 2,06 e
Kinesin light chain 1 KLC1 15 3,87 e
Choroideremia-like (Rab escort protein 2) CHML -1,7 5,14 05
RAB GTPase activating protein 1-like RABGAP1L -1,5 2,50 e

RECEPTORES, TRANSPORTADORES Y CARRIERS

Receptores de membrana

Epithelial membrane protein 2 EMP2 15 7,20 %5
Transforming growth factor, beta receptor 1l (70/80kDa) TGFBR2 -1,5 7,26 %3
Transportadores y carriers

S65olute carrier family 16, member 3 (monocarboxylic acid SLC16A3 15 2,0e04
transporter 4)

Solute carrier family 7 (cationic amino acid transporter, y+ SLC7A7 -1,6 9,11 %5
system), member 7

Potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 13 KCNJ13 -1,5 2,22 02
Solute carrier family 16, member 4 (monocarboxylic acid SLC16A4 -1,5 1,59 e
transporter 5)

ATP-binding cassette, sub-family G (WHITE), member 2 ABCG2 -1,5 1,15 e
SAR1 gene homolog B (S. cerevisiae) SAR1B 1,6 6,32 e
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Gen Simbolodel Vecesde Valorp
Gen Cambio

CATABOLISMO DE PROTEINAS
Enzimas que conjugan ubiquitina
Proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, non-ATPase, @ PSMD12 1,6 1,56 e
12
SMAD specific E3 ubiquitin protein ligase 2 SMURF2 1,7 6,60 e?
Ubiquitin specific peptidase 52 USP52 -15 4,12 02
Proteinas relacionadas al proteosoma
Chromosome 3 open reading frame 63 C3orf63 15 2,16 03
Chromosome 6 open reading frame 32 C6orf32 -1,5 3,45 04
Proteasas
Alanyl (membrane) aminopeptidase (aminopeptidase N, ANPEP 15 2,07 e
Aminopeptidase M, microsomal aminopeptidase, CD13, p150)
Caspase 8, apoptosis-related cysteine peptidase CASPS8 15 2,11 03
Membrane metallo-endopeptidase MME -1,8 1,69 e 3
Chymotrypsin-like CTRL -1,5 4,00 e
RESPUESTA IMMUNE, CITOQUINAS Y PROTEINAS RELACIONADAS
Interleukin enhancer binding factor 3, 90kDa ILF3 15 1,77 e©3
Caspase recruitment domain family, member 10 CARD10 15 9,76 04
Pre-B-cell colony enhancing factor 1 PBEF1 15 1,67 03
Interleukin 6 signal transducer (gp130, oncostatin M receptor) IL6ST 1,6 7,02 04
Pre-B-cell leukemia homeobox 1 PBX1 1,8 1,79 02
Interferon, alpha-inducible protein 6 IFI6 -15 4,48 04
Complement component 4A (Rodgers blood group) /// C4A/ll C4B -15 2,07 02
Complement component 4B (Childo blood group)
OTROS
HEG homolog 1 (zebrafish) HEG1 15 3,96 e
WD repeat domain 43 WDR43 1,5 2,07 03
Transmembrane protein 5 TMEMb5 15 3,13 e%
Epithelial membrane protein 2 EMP2 15 7,20 %
LSM14A, SCD6 homolog A (S. cerevisiae) LSM14A 1,6 1,24 3
Coagulation factor V (proaccelerin, labile factor) F5 -15 4,18 02
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Tabla IV. Se listan los primers utilizados en la amplificacion por Real Time PCR, sus
respectivas secuencias y la concentracién final en el tubo de reaccién.

Gen Secuencia (5- 3") nM

q S : GCTACTGCCCCACCATGACC
B-hCG (B-subunit human ense 300

chorionic gonadotropin) Antisense: ATGGACTCGAAGCGCACATC

ABCG2 (ATP-binding cassette, Sense: CAATGGGATCATGAAACCTG 20

sub-family G member 2) Antisense: CATTTATCAGAACATCTCCAGA

Sense: GTCAACCCCACCGTGTTCTT

o oo 200
Ciclofilina A Antisense: CTGCTGTCTTTGGGACCTTGT

Sense: ACTTGCCTTTTCATTTTACTTC-

, 250
Cnx43 (Connexin 43) Antisense: CCTGGGCACCACTCTTTT

Sense: AGGCCAAGACTGCGTTCC

_ ; _ 150
HO-1(Hemo Oxigenasa-1) ..o GCAGAATCTTGCACTTTGTTGCT
KDELCL (Lys-Asp-Glu-Leu  S2"S€ ATGGGCCGGGTAAGTCTGGA oo
containing 1) Antisense: CGAGTCTCTCTTTGCGGCTGT
MBD2 (Methyl-CpG binding | °"¢: AACCCTGCTGTTTGGCTTAAC o0

domain protein 2) Antisense: CGTACTTGCTGTACTCGCTCTTC

Sense:CTGGAGGACGGGGATGACTTA
; ) 250
NID1 (Nidogen-1) Antisense: CGGGGGTTCACTCGTAGCAA

Sense: GCAACCACGAACGGACATC

Lo 150
Sincitina-1 Antisense: GTATCCAAGACTCCACTCCAGC

SMURF2 (SMAD specific E3 Sense: TAGCCCTGGCAGACCTCTT 200
ubiquitin protein ligase 2) Antisense: CTTGTTGCGTTGTCCTCTGT

StarD7 (StAR-related lipid Sense: GGTAATCAAGCTGGAGGTGATTG -
transfer domain protein 7) Antisense: GAGTACATTGGATAAGGAAAATGGGT

THSD7A (Throm bospon din Sense: ATGATCAGCAAGGGAAAAAAG 500
type | domain containing 7A)  Antisense: TCATAACAGGCAGGCTCTTC
. S : GCTCCAATATCCTCGTGAAG
TGFBRII (Transforming growth ense 200
factor beta receptor I, ) Antisense: CACTGCATTACAGCGAGATG

Sense: CCGGAGACCTAGATGTCAT

. 200
TWIST1 (Twist homolog 1) |\ . \co. CTGTTTCTTTGAATTTGGATT
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Tabla V. Caracteristicas generales de los anticuerpos primarios empleados en los ensayos de
western blot y detalles experimentales.

Proteina/PM Anticuerpo primario Dilucién Incubacion
B-hCG (fS-subunit human Anticuerpo policlonal de 1/1000 en TBS Toda la
chorionic gonadotropin), conejo (Dako Denmark) noche a 4°C

27 kDa
ABCG2 (ATP-binding Anticuerpo monoclonal de 1/300 en TBS Toda la
cassette, sub-familyG ratén (clon BXP-21, Santa noche a 4°C
member2), 72 kDa Cruz)
. Anticuerpo monoclonal de 1/3000 en TBS lhaTA
Actina,42 kDa rat%n (SIGMA) /
BiP/GRP78 (78 kDa Anticuerpo policlonal de 1/1000 en Toda la
glucose-regulated conejo (Cell Signaling) albumina 5% -TBST | noche a 4°C
protein), 78 kDa
. Anticuerpo policlonal de 1/1000 en Toda la
el Lok conejo ?Cerl Signaling) album/ina 5% - TBST | noche a 4°C
GFP (green fluorescent Anticuerpo policlonal de 1/1000 en TBS Toda la
protein), 27 kDa conejo (sc-8334, Santa Cruz) noche a 4°C
HO-1 (Hemo Oxigenasa- Anticuerpo policlonal de 1/200 en leche 5% Toda la
1), 32 kDa conejo (sc-10789, Santa Cruz) - TBST noche a 4°C
IRE1 (inositol-requiring Anticuerpo policlonal de 1/1000 en Todala
1), 130 kDa conejo (Cell Signaling) albimina 5% - TBST | noche a 4°C
PDI (protein disulfide Anticuerpo policlonal de 1/1000 en Toda la
isomerase) 57 kDa conejo (Cell Signaling) albimina 5%-TBST | noche a 4°C
PERK (PKR-like Anticuerpo policlonal de 1/500 en albimina Toda la
endoplasmic reticulum conejo (Cell Signaling) 5%-TBST noche a 4°C
kinase), 140 kDa
StarD7 (StAR-related Anticuerpo policlonal de 1/500 en TBS 1haTA
lipid transfer domain conejo (0,5 pg/ml)
protein 7), 35 kDa
. Anticuerpo monoclonal (clon 1/3000 en TBS lhaTA
a-tubulina, 55 kba DM1A)pde raton (SIGI\/I(A) /
c-myc, 67 kDa Anticuerpo monoclonal 1/1000 en TBS Toda la
(clon 9E10, Santa Cruz) noche a 4°C
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