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ABSTRACT
In previous studies, using the yeast two hybrid system, the physical interaction between the

human protein HMGB1 and the transcription factor YY1 was described, being both proteins
related to carcinogenicprocesses. This method presents about 5% of false positives, therefore
in the present work we have tried to confirm this interaction in the PC-3 tumor prostate cell
line, by the co-immunoprecipitation technique. For the immunoprecipitation the anti-HMGB1
antibody was used, and for detecting the binding partner the anti-YY1 antibody. Negative
results were obtained, which does not discard that both proteins might interact in other

conditions.

Keywords: HMGB1, immunoprecipitation, YY1, prostate cancer, biomarker

RESUMEN
En estudios previos, mediante el sistema del doble hibrido en levaduras, se habia descrito la

interaccion fisica entre la proteina humana HMGB1 y el factor transcripcional YY1, ambas
relacionadas con procesos cancerigenos. Este método presenta alrededor de un 5% de falsos
positivos, porloque en el presente trabajo se ha intentado confirmar dicha interaccién, en la
lineacelularde préstatatumoral PC-3, mediante latécnica de inmunoprecipitacion, utilizando
para la inmunoprecipitacion anticuerpos anti-HMGB1 y para la deteccién de la proteina co-
inmunoprecipitada un anticuerpo anti-YY1. Los resultados obtenidos no fueron positivos, lo

gue no descarta que ambas proteinas puedan interaccionar en otras condiciones.

Palabras clave: HMGB1, inmunoprecipitacion, YY1, cdncer de préstata, biomarcador

RESUMO
En estudos previos, mediante o sistema do dobre hibrido en lévedas, describiouse a

interaccién fisica entre a proteina humana HMGB1 e o factor transcripcional YY1, ambas
relacionadas con procesos cancerixenos. Este método presenta alrededor dun 5% de falsos
positivos, polo que no presente traballo inteutouse confirmar dicha interaccién, na linea
celular de préstata tumoral PC-3, mediante a técnica de inmunoprecipitacion, empregando
para a inmunoprecipitaciéonanticorpos anti-HMGB1 e paraa detecciéon da proteina co-
inmuniprecipitada un anticorpo anti-YY1. Os resultados obtenidos non fueron positivos, o que

non descarta que ambas proteinas interaccionen noutras condicidns.

Palabras clave: HMGB1, inmunoprecipitacion, YY1, cancro de prdstata, biomarcador
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INTRODUCCION

1. CANCER DE PROSTATA
La prostata es una glandula del aparato reproductor masculino encargada de producir

un liquido blanquecino que enriquece el semen y nutre a los espermatozoides con el
fin de otorgarles mayor viabilidad para la fecundacién (Mendoza, 2014). Los
andrégenos, son uno de los factores mas importantes en su crecimiento y desarrollo.
Presenta un epitelio pseudoestratificado formado por tres tipos celulares: luminales,
basales y neuroendrocinas (Scalken y Leenders, 2003). El cdncer de prdstata es el
tumor maligno mas frecuente y el segundo mas letal, tras el de pulmdn, en los
hombres. Es muy comun y afecta a un 15% de los hombres blancos y a un 18% de los
hombres afroamericanos. La mayoria de los diagndsticos de este tipo de tumor se
corresponden con adenocarcinomas acinares que se originan en la glandula prostatica
y expresan el receptor androgénico (Timms, 2008). Hay determinados factores,
propuestos por la Asociacion Espafiola Contra el Cdncer (AECC), que influyen en el
riesgo de padecer cancer de préstata, estos incluyen factores genéticos, cambios
hormonales, inflamacion crénica y diferencias en la dieta. Los métodos actuales de
tratamiento para este tipo de cancer, son la prostectomia radical, la quimioterapia, la
radioterapia o la terapia hormonal, que sirven para controlar eficazmente la
enfermedad (Gnanasekar et al., 2013). El inicio y la progresion del tumor estan
relacionados con diferentes hormonas, especialmente con la testosterona cuyos
niveles y los de su receptor, influyen en el crecimiento y la propagacion del tumor
prostatico. La tasa de mortalidad de la enfermedad ha disminuido en un 4,1% anual
desde 1994, gracias a la deteccion temprana mediante el empleo del test del antigeno
prostatico especifico (PSA) o el tacto rectal. Este test mide la cantidad de antigeno
prostatico especifico que hay en la sangre, cuyo origen y liberacién ocurre desde la
glandula prostdtica. La cantidad de PSA en sangre aumenta con la edad, ya que el
tamano de la prostata lo hace también. Sin embargo, este test no es del todo fiable ya
que, los niveles del antigeno pueden elevarse en sangre, en otros supuestos que no

son la presencia de cancer, como por ejemplo debido a una inflamacién, como seria en
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el caso de la prostatitis. Ademas el 15% de los hombres que presentan unos niveles
“normales” (<4ng/ml sangre), que se relacionarian con un individuo sano, padecen
cancer de préstata y de éstos el 2%, se encuentra en estadio avanzado (Mendoza L.,
2014). Todos estos datos indican que, aunque este test es Uutil, precisa pruebas
diagndsticas complementarias. Por lo tanto, un punto clave en la investigacion del
cancer de prostata se centra en la identificacion de nuevos biomarcadores que puedan
ser utilizados en el diagnéstico, el estudio de la progresion del tumor y/o el

tratamiento.

2. HMGB1
HMGB1, High Mobility Group Box 1, es una proteina compuesta por 215 aminodcidos,

con dos dominios de uniéon a DNA homoélogos, cajas HMG (Caja A y Caja B) y un
dominio C-terminal altamente negativo, que consiste en residuos continuados de
glutamato y aspartato (Tang et al., 2010) (Figura 1). Las cajas HMG le permiten
interaccionar con el surco menor del DNA de una manera dependiente de estructura

(Thomas vy Travers, 2001).

Dominio de unién de Dominio de Dominio de

transactivacion a p53 unién a TLR4 unién a RAGE
r A ) !_H ——

w—{_ oz G c
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L |
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Figura 1: Estructura de HMGB1. C,3,C45 y C106, S€ corresponden con residuos de cisteina sensibles a
redox. Importantes en la actividad de HMBGL1 y puntos clave en ROS. NLS1 y NLS2 son sefiales de

localizacion nuclear que controlan el transporte de HMGB1. www.clincancerres.aacrjournals.org

HMGB1, desempefia un papel importante en varias enfermedades como la

arterioesclerosis, la diabetes, la artritis, la sepsis y el cdncer (Gnanasekar et al., 2013).

Se ha demostrado que, esta proteina, puede localizarse en el nucleo, en el citoplasma

o secretarse. Su localizacién y sus modificaciones post-traducionales (acetilaciones,
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fosforilaciones u oxidaciones) estan relacionadas con su funcién. En el nucleo participa
en la replicacién, recombinacidn, transcripcion y reparacion del DNA. Su unién al DNA
facilita la unién de otras proteinas implicadas en la remodelaciéon de la cromatina
(Bonaldi et al., 2002) o de factores transcripcionales como p53 o Ragl (Bianchi y
Agresti, 2005), o puede actuar directamente como represor del proceso de
transcripcidén, uniéndose a la proteina TBP e inhibiendo el ensamblaje del complejo de
reinicio de la transcripcion. En el citosol se relaciona con procesos de autofagia y
apoptosis, donde juega un papel importante como molécula de sefalizacion
extranuclear (Tang et al., 2010). Ademas, HMGB1 puede ser también secretada de
manera extracelular, por células del sistema inmunitario, pero también por células
necroticas o alteradas durante el proceso de estrés oxidativo (Ellerman et al., 2007),
convirtiéndose en una molécula de sefial extracelular, que se une a numerosos
receptores de superficie, principalmente a TLRs (Toll-Like Receptors) y RAGE (Receptor
for Advanced Glycation End products) (Barreiro-Alonso A. et al., 2016), siendo RAGE
uno de los receptores de HMGB1, mayormente implicados en el desarrollo vy

progresion tumoral (Gnanasekar et al., 2013).

3. RELACION DE HMGB1 CON EL CANCER
Las caracteristicas del cdncer comprenden, al menos, seis alteraciones fisioldgicas

celulares (Figura 2) que se adquieren durante el desarrollo de tumores en humanos, y
gue han sido asociadas, de una u otra forma, con niveles de abundancia y localizacion
de HMGB1 (Hanahan y Weinberg, 2000). En la mayoria de los canceres estudiados se
han encontrado altos niveles de esta proteina y con un grado de acetilacidon mayor que

el detectado en células sanas (Alexandrova y Beltchev, 1987).
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Figura 2: Alteraciones fisioldgicas que se adquieren durante el desarrollo del tumor

Ademads, esta proteina, presenta dos vias de actuacién que estdn en proceso de
estudio. Por un lado se ha visto que estd implicado en progresion de diversos tipos de

cancer mientras que por otro, juega un papel antitumoral.

En el primer caso, contribuye al desarrollo de la enfermedad, en el que tienen lugarlas
alteraciones descritas, que implican la progresidon tumoral, la angiogénesis y la
metastasis. Esto ocurre por ejemplo en el cancer de préstata, en el de ovario o colon

(Ellerman et al., 2007).

Por otro lado en el cdncer de pulmén, se ha descrito un funcionamiento diferente, en
el que promueve la apoptosis o muerte celular programada, evitando la proliferacién
celular y la metastasis, e incluso favorece la recuperacion celular (Ellerman et al.,

2007).

Se ha descrito que HMGB1, esta altamente expresado en las células de cdncer de
préstata. Curiosamente, su presencia se relaciona con clinicas avanzadas de la
enfermedad. Kuniyasu y sus colaboradores, realizaron un estudio en 2003 en el que
encontraron que HMGB1 no se expresaba en pacientes que no presentaban metdstasis

4
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mientras que en los que existia un avance maligno de la enfermedad, esta proteina se
expresaba en el 63% de las células del estroma. HMGB1 tiene un papel importante en
la progresién del cancer de préstata, y el papel principal del desarrollo, se centra en la
interaccion de HMGB1 con el receptor de andrégenos y el receptor RAGE. El eje
HMGB1-RAGE es crucial en la carcinogénesis inducida por inflamacion. (Gnanasekar et

al., 2003).

4. RELACION DE HMGB1 E YY1
HMGB1 adquiere diversas funciones en relacién al tipo de cancer con el que se

relacione, y se ha sugerido que estas diferencias podrian deberse, al menos en parte, a
la interaccidn con distintas proteinas, lo cual es importante para observar lo que esta
ocurriendo a nivel celular y poder determinar nuevos biomarcadores y tratamientos

gue sean menos invasivos y mas especificos.

En estudios previos, que formaron parte de mi proyecto de fin de grado, se empleé el
sistema del doble hibrido, para estudiar las interacciones de HMGB1. Este sistema,
permite testar interacciones entre proteinas utilizando levaduras y se basa en que dos
proteinas que se expresan de forma separada, una el cebo y otra la presa, se fusionan
con el dominio de unién a DNA y el dominio de activacién de Gal4, respectivamente,
de forma que cuando hay una interaccidn fisica entre la presa y el cebo, Gal4 se
restituye, recupera su funcionalidad y provoca la transcripcion de varios genes
reporteros independientes (James et al., 1996). El cebo empleado en este caso fue
HMGB1 vy la presa una libreria de cDNA de tejido de prdstata tumoral. El experimento
permitio identificar catorce proteinas interactuantes, pero ninguna de ellas se habia

descrito previamente como interactuante de HMGB1 (Tabla 1).
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Tabla 1: Genes obtenidos en el experimento del doble hibrido y comprobacidon de la existencia de

interacciones previas con HMGB1, utilizando BioGRID

i INTERACCION
GEN DESCRIPCION
CON HMGB1
MRVI1 Murine Retrovirus Integration Site 1 Homolog NO
ZNF428 Dedo de zinc NO
TAF3 Factor de transcripcion 3 asociado al gen TBP NO
MAP1B Proteina de asociacién a microtubulos NO
WNK4 Protein-quinasa NO
FOS Fosfoproteina NO
RSF1 Factor de remodelacidn y separacion NO
SRFS3 Factor de corte y empalme NO
UBE2N Enzima E2N conjugada a ubiquitina NO
PTPN2 Proteina tirosina fosfatasa NO
GOLM1 Proteina de la membrana de Golgi NO
MIEN1 Potenciador de migracién e invasién celular NO
ERBB2 Receptor tirosin-quinasa NO
YY1l Factor de transcripcion NO

Los estudios mediante la técnica de doble hibrido son muy utiles, pero presentan
alrededor de un 5% de falsos positivos, por lo que es necesario la comprobacion de las
interacciones mediante otras metodologias. Tras realizar estudios bibliograficos, se
selecciond YY1 para dicha comprobacidon debido a su relacidon con el cdncer de

prostata.

5. YY1 Y EL CANCER DE PROSTATA
YY1 (Yin Yang 1), es un factor de transcripcion, perteneciente a la clase GLI-Kriippel de

proteinas de dedo de zinc, omnipresente y multifuncional que puede actuar como
elemento iniciador, represor o activador transcripcional. La transcripcion del gen

puede producir ocho transcritos diferentes (a, b, ¢, d, e, f, g y h), que son generados
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por splicing alternativo, codificando ocho isoformas distintas, de la propia proteina
(Zaravinos y Spandidos, 2010). Este factor, estda altamente conservado, mostrando un
98,6% de similitud entre humanos y ratones (Zhu et al., 1993). En el 2009, Deng y
colaboradores, publicaron un articulo en el que estudiaban la interacciéon entre el
receptor de andrégenos e YY1 en células prostaticas y observaron, a través de estudios
de proteinas in vitro e inmunoprecipitacién, que existia una interacciéon proteina-
proteina entre este receptor e YY1. El receptor androgénico, tiene un papel regulador
en el desarrollo de la préstata y su interaccidon con YY1 optimiza la funcién de este
ultimo como regulador transcripcional. Estos investigadores observaron que, niveles
moderados de YY1 son necesarios para un correcto funcionamiento del receptor
androgénico, pero cuando YY1 se sobreexpresa, interacciona con este receptor y con
otros cofactores que, posteriormente interfieren con la formacién del complejo de
transcripcidn, silenciando la actividad del receptor de androgenos. Diversos estudios
han observado elevados niveles de YY1 en tejidos y lineas celulares de cancer de
préstata. Ademds la existencia de elevados niveles de YY1, se correlaciona con la
progresion tumoral y estos niveles son mas elevados en tumores intermediarios o
avanzados (Grado Gleason 3-5), lo que abre una puerta a su uso como biomarcador de
prognosis (Seligson et al., 2005; Kashyap y Bonavida, 2014). Otro punto interesante en
el estudio de YY1, es su relacion con la resistencia que presentan algunos tipos de
cancer, incluido el de prdstata, al tratamiento con ciertos farmacos; asi se ha
demostrado que derivados del déxido nitrico, como el detanonoato, inhiben, entre
otros, a YY1 mediante su nitrosilacidn, provocando un aumento de la apoptosis celular

(Kashyap y Bonavida, 2014).

Por otro lado, YY1 también puede desempefiar funciones antitumorales. Se ha
demostrado que una isoforma truncada de YY1, que no posee los primeros 119
aminoacidos, pierde la funcion de regulador transcripcional, pero es capaz de unirse al
DNA y formar un bucle, en respuesta a estimulos apoptdticos como estaurosporina o
el factor de necrosis tumoral, promoviendo la apoptosis (Krippner-Heidenreich et al.,

2005).
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OBJETIVO

Evaluar la interacciéon del factor de transcripcion YY1 y la proteina HMGB1, mediante
ensayos de inmunoprecipitacion y Western blot, utilizando anticuerpos frente a YY1y

HMGB1, empleando la linea de préstata tumoral PC-3.
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MATERIALES Y METODOS

1. LINEA CELULAR

Se utilizé la linea celular PC-3 (ATCC® CRL-1435™). Una linea celular epitelial de un
adenocarcinoma prostatico humano, metastasico y de grado IV, obtenido en 1979 de

un hombre de origen caucasico.

2. CULTIVO CELULAR
Las células se cultivaron en el medio RPMI 1640 (Gibco), suplementado con un 10%

suero bovino fetal (FBS), previamente inactivado por calor y un 1% de
penincilina/streptomicina.

La inoculacion de las células y sus respectivos pases se llevaron a cabo bajo estrictas
condiciones de esterilidad en una camara de flujo laminar. Para el crecimiento celular
se incubaron las placas en un incubador a 372C con 5% de COa.

Las células PC-3, crecen adherentes a las placas de cultivo en monocapa, por lo que
cuando éstas alcanzaron alrededor de un 80% de confluencia se levantaron. Para ello
primero se lavaron con DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline) (Gibco), 5 ml por
cada placa p100 y después se trataron con 1 ml de tripsina-EDTA (al 0,25% tripsina) y
se incubaron a 37°C durante dos minutos. Tras este tiempo, se comprobd que las
células estaban libres, no adheridas y se repartieron en placas con medio fresco. Para
el proceso de congelacién de las células, se empled un medio constituido por FBS con
un 10% de dimetilsulféxido (DMSO). Las células se lavaron con DPBS y se tripsinizaron.
Una vez levantadas, se inactivd la tripsina (1 ml de Tripsina por cada 4 ml de medio) y
se centrifugaron las células: 5 min a 1000 rpm (Centrifuge 5804 R, rotor A-4-44,
eppendorf). Posteriormente, se les quité el sobrenadante y se resuspendieron en 1 ml
de medio de congelacién y guardaron a -802C. Este proceso tiene que ocurrir
lentamente, por lo que los viales de células se introdujeron en un recipiente de
congelacién, Mr. Frosty™ (5100-0001, Thermo Scientific), antes de introducirlo en el

arcon de -80°C.
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3. OBTENCION DE LISADOS CELULARES - EXTRACCION DE PROTEINAS
Los extractos de proteinas se obtuvieron a partir de 5 placas p150, de un cultivo de

PC-3 con un 80% de confluencia. Inicialmente se lavaron las células de las placas de dos
a tres veces con PBS de lavado (10mM Na;HPQOg4, 1,8mM KH,PQOy4, 2,7mM KCl y 137mM
NaCl). Posteriormente, se levantaron de la placa con un raspador y PBS y se
centrifugaron durante 5 min a 1000 rpm (Centrifuge 5804 R, rotor A-4-44, eppendorf).
Para lisar la muestra obtenida, se emplearon 3 ml de tampdn de lisis (50mM Tris HCL
pH 8, 150mM NaCl, 0,1% NP40, 1mM EDTA, 2mM MgCl,) al que previamente se le
anadieron inhibidores de proteasas, Pierce™ Protease Inhibitor Tablets, EDTA Free
(88266, Thermo Scientific) y se incubd la muestra en hielo 10 min. La ruptura de las
células se llevd a cabo en un homogenizador de vidrio (Kontes Glass Co.). Una vez
obtenido el homogenizado, se afiadié benzonasa para eliminar los acidos nucleicos
presentes en la muestra, para ello se incubd el homogenizado en hielo durante 30 min.
Por ultimo, se centrifugd durante 15 min a 13000 rpm (Centrifuge 5804 R, rotor F45-

30-11, eppendorf) y se recogid en el sobrenadante.

4. CUANTIFICACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE BRADFORD
Se realizé una cuantificacién de proteinas totales mediante el método de Bradford,

(Bradford, 1976). Para la cuantificacién del extracto, se realizd una recta patrén de
BSA, partiendo de una solucion a 2 mg/ml y se prepararon a distintas concentraciones:
0.125, 0.250, 0,5, 0,750 y 1 mg/ml. El Bradford (BioRAD) se utilizé a una dilucion 1/5 en
agua bidestilada. Se prepard una dilucién 1/10 de la muestra, para determinar la
concentracion de proteinas presentes. Tanto a la muestra como a las diluciones de BSA
se les afiadid 1 ml de la dilucién 1/5 de Bradford, se dejé actuar 5 min y se midio la
absorbancia a 595 nm. Tras obtener los datos necesarios, se hizo una recta patrén de

la que se extrapold el valor de concentracion de la muestra.

5. INMUNOPRECIPITACION
Para llevar a cabo la inmunoprecipitacién, inicialmente se realizé el acoplamiento de
las Dynabeads™ Protein G (10765583, Invitrogen) con el correspondiente anticuerpo

frente a HMGB1, HMG-1 (W-18) (sc-74085, Santa Cruz) y Anti-HMGB1 antibody ChiIP
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Grade (ab18256, abcam), a la vez se prepararon las inmunoprecipitaciones control
para cada anticuerpo contra HMGB1. Dado que el anticuerpo de HMGB1 de abcam
estaba hecho en conejo, se realizd una inmunoprecipitacién control empleando una
inmunoglobulina G isotipo control de conejo, Rabbit IgG Isotype Control (10500C,
Thermo Fisher), por otro lado como el anticuerpo de Santa Cruz estaba hecho en
ratén, se empled como control una inmunoglobulina G de ratéon, Normal Mouse IgG
(12-371, Millipore). Para realizar los acoplamientos, se utilizaron 25ul de las
Dynabeads™ Protein G, por cada inmunoprecipitacion y se lavaron con PBS al 0,01%
Tween. Posteriormente, se elimind el PBS y se adicionaron 5ul del correspondiente
anticuerpo, y 95ul del PBS al 0,01% Tween y se incubd en el roller durante 15 min a
temperatura ambiente. Tras este procedimiento, se lavaron de nuevo las Dynabeads™
Protein G, con 200ul del PBS al 0,1% Tween tras lo cual se incubaron con el lisado
(aproximadamente, 1 mg de proteina total por cada inmunoprecipitacidon), en rotacidn,
a 42C durante 18-24 horas. Una vez transcurrido este periodo de tiempo, se tomo el
sobrenadante (Flow trought) y se lavaron las Dynabeads™ Protein G, 3 veces con
tampon de lisis. Para eluir HMGB1 con las proteinas interactuantes, se afiadieron 30ul
de 2x tampdn LB (1M Tris-HCI pH 6.8, 10% SDS, glicerol, B-mercaptoetanol, 1% azul de
bromofenol y H,04) y se desnaturalizaron 10 min a 952C. Al finalizar este proceso se
separaron los 30pl de las Dynabeads™ Protein G empleando el un iman (magnet). Para
analizar los resultados de la inmunoprecipitacidon, se realizaron los pertinentes
Western blot empleando el anticuerpo de HMGB1 e YY1 para evaluar la presencia de

estas proteinas.

6. SDS-PAGE Y WESTERN BLOT
Los extractos totales se desnaturalizaron empleando un tampdn de carga (200mM Tris

HCl pH 6.8, 400mM DTT, 8% SDS, 0,4% Azul de Bromofenol, 40% glicerol) y se
calentaron durante 5 min a 952C. Posteriormente las muestras se cargaron en un gel
de poliacrilamida desnaturalizante al 10% (Separador: H,04, 1.5M Tris-HCI pH 8,8 45%
acrilamida, 20% SDS, 10% APS, TEMED; Concentrador: H,04, 1.5M Tris-HCI pH 6,8 45%
acrilamida, 20% SDS, 10% APS, TEMED). La electroforesis se llevd a cabo a voltaje

11
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constante, primero a 80 V durante 20 min y después 1 hora a 180-190 V, en tampdn de
electroforesis (25mM Tris, 192mM glicina, 0,1% SDS).

Una vez finalizada la electroforesis, los geles se transfirieron a una membrana de PVDF
(GE Healthcare), la cual habia sido permeabilizada con metanol y lavada con agua
bidestilada y tampdn de transferencia. La transferencia se realizé a amperaje
constante, 200 mA durante 1 hora, en tampdn de transferencia (25mM Tris, 192mM
glicina, 20% metanol). A continuacién, la membrana se bloqued en leche desnatada al
10% en PBS 0,1% Tween durante 10 min a temperatura ambiente y se incubé con el
correspondiente anticuerpo primario, bien Anti-HMGB1 antibody ChIP Grade
(ab18256, abcam), o bien Anti-YY1 antibody (ab109228, abcam), en una dilucién
1/1000, en leche desnatada al 5% con PBS 0,1% Tween. Tras lavar la membrana 3
veces con PBS al 0,1% Tween, ésta, se incubd con el anticuerpo secundario, Protein G
HRP conjugate (18161, Millipore) en una dilucién 1/5000, y posteriormente se lavé tres
veces, durante 10 min, con PBS al 0,1% Tween. Por ultimo, se realizé la deteccion por
quimioluminiscencia, empleando el kit Amershan™ ECL™ Prime Western Blotting
Detection Reagent (RPN2232, GE Healthcare) siguiendo el protocolo de la casa
comercial, y la membrana se revelé empleando el sistema ChemiDoc™ MP, Imaging
System de BioRAD, a temperatura ambiente. Durante el revelado, la membrana se fue

escaneando empleando el programa Image Lab Software de BioRAD.

7. REULTILIZACION DE LAS MEMBRANAS: STRIPPING

Para la reutilizacion de las membranas, primero es necesario eliminar la unién de los
anticuerpos. Para ello, se incubd la membrana con el tampdn de stripping (1M Tris-HCL
pH 6,8, 20% SDS, B-mercaptoetanol) en un bafio durante 30 min a 502°C.
Posteriormente se realizaron una serie de lavados a temperatura ambiente, primero 3
veces con agua bidestilada durante 10 min y luego 5 veces en PBS 0,1% Tween durante
10 min. Se bloqued de nuevo la membrana con leche al 10% en PBS 0,1% Tween
durante 10 min a temperatura ambiente y se incubéd con los anticuerpos

correspondientes para evaluar la presencia de otra proteina.
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RESULTADOS

1. EVALUACION DE LA EXPRESION DE HMGB1 E YY1 EN LA LINEA
TUMORAL PC-3

En primer lugar se comprobd la expresiéon de HMGB1 e YY1 en la linea tumoral PC-3 y
la conveniencia de los anticuerpos elegidos realizando un lisado de proteinas vy
Western blot, como se ha descrito previamente en materiales y métodos. Para
determinar el volumen de lisado de proteinas de PC-3 que se emplearia para la
realizacion del Western blot, se realizd una curva patréon con BSA (descrito en el
apartado 4 de materiales y métodos) y se cuantificd la muestra, cargdndose asi dos
volumenes correspondientes a valores de 20 y de 40 ug de proteina total. Se empleo
un marcador de peso molecular, NZY Colour Protein Marker Il (MB09002, NZYtech),

para determinar el tamafio las proteinas de interés.

100 kDa

75 kDa

63 kDa

35 kDa

25 kDa

Figura 3: Membranas de comprobacion de la expresiéon de HMGB1 (A)y de YY1 (B). Carriles 1(A) y 1(B)

con 20 pg de proteina total. Carriles 2(A) y 2(B) con 40 ug de proteina total.
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En ambas membranas, (Figura 3) pudieron observarse las bandas en los pesos
moleculares que se correspondian a las proteinas de interés. HMGB1 a 29 kDa y en el
caso de YY1, en torno a los 60 kDa (segun se describe en fichas técnicas de los

anticuerpos empleados, (abcam).

Tras la realizacion de este Western blot inicial, se pudo proceder a la evaluacion de la
interaccion de la proteina humana, HMGB1, con el factor transcripcional, YY1, ya que
ambas proteinas, estaban presentes en la linea tumoral empleada y los anticuerpos

eran capaces de detectarlas.

2. INMUNOPRECIPITACION DE HMGB1 CON EL ANTICUERPO: Anti-
HMGB1 antibody ChIP Grade (abcam)

Para poder determinar si HMGB1 inmunoprecipitaba, se realiz6 un Western blot
empleando el anticuerpo Anti-HMGB1 antibody ChIP Grade (abcam) y como control,
una inmunoglobulina G isotipo control de conejo, Rabbit IgG Isotype Control (Thermo

Fisher) y los resultados se muestran en la figura 4.

75 kDa

63 kDa

48 kDa

35 kDa

25 kDa

Figura 4: Western blot de la inmunoprecipitacion de HMGB1, empleando los anticuerpos Anti-HMGB1
antibody ChIP Grade y Rabbit IgG Isotype Control. Carriles, 1:Lisado total, 2:IP-HMGB1, 3:IP-Rabbity
4:FT-HMGB1. (IP: Inmunoprecipitacion. FT: Eluido de la columna). Con un cuadrado se ha resaltado la

posicién de HMGB1.
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El analisis de esta membrana, permite concluir que HMGB1 si que inmunoprecipita, ya
gue en el carril 2 puede observarse una banda en el peso que se corresponde con esta
proteina, aunque bastante tenue. Podemos visualizar abundantes cantidades de la
misma en el carril 1, que se corresponde con el lisado total y por desgracia, también en
el 4, que se corresponde con el volumen eluido de la inmunoprecipitacién, lo que
indica que parte de HMGB1 se estd perdiendo, ya que no todo estd
inmunoprecipitando. Por otro lado, en el carril 3, el control, no se observa la banda de
HMGB1, evidenciando que la banda que observamos en el carril 2, es especifica de la

inmunoprecipitacion con el anticuerpo anti-HMGBI1.

Las bandas superior e inferior que se observan en los carriles de las
inmunoprecipitaciones, carril 2 y carril 3, se corresponden con la cadena ligera (banda

inferior) y la cadena pesada (banda superior) del anticuerpo.

3. COMPARACION DE LA INMUNOPRECIPITACION EMPLEANDO LOS
ANTICUERPOS DE HMGB1: HMG-1 (W-18) (Santa Cruz) Y Anti-HMGB1
antibody ChIP Grade (abcam)

Como se puede observar en la figura 4, la banda que corresponde al
inmunoprecipitado de HMGB1 es bastante tenue, por lo que se procedié a la
repeticion del experimento, realizando dos Western blot pero utilizando anticuerpos
diferentes para intentar mejorar los resultados. En un experimento, se empled el
anticuerpo Anti-HMGB1 antibody ChIP Grade (abcam), y Rabbit IgG Isotype Control
(ThermoFisher) (Figura 5) y en otro, se utilizaron los anticuerpos HMG-1 (W-18) (Santa

Cruz) y Normal Mouse IgG (Millipore) (Figura 6).
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Figura 5: Western blot con los anticuerpos Anti-HMGB1 antibody ChIP Grade (abcam) y Rabbit IgG
Isotype Control (ThermoFisher). Carriles, 1:Lisado total, 2:IP-HMGB1, 3:IP-Rabbit, 4:FT-HMGB1 y 5:FT-
Rabbit. (IP: Inmunoprecipitacion, FT: Eluido de la columna).Con un cuadrado seha resaltado la posicion

de HMGB1.

Mediante el uso de estos anticuerpos, se pudo recomprobar la inmunoprecipitacién de
HMGB1, que se habia realizado previamente, observdndose los mismos resultados, lo
cual ha servido como una segunda comprobaciéon del empleo del anticuerpo de

HMGB1 de la casa comercial abcam.

- e
63 kDa L a—
Y
48 kDa -
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Figura 6: Western blot con los anticuerpos HMG-1 (W-18) (Santa Cruz) y Normal Mouse IgG
(Millipore).Carriles, 1:Lisado total, 2:IP-HMGB1, 3:IP-Mouse, 4:FT-HMGB1 y 5:FT-Mouse.

(IP: Inmunoprecipitacién, FT: Eluido de la columna). Con un cuadrado se ha resaltado HMGB1
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En la segunda membrana, Figura 6, se puede observar que la cantidad de HMGB1
inmunoprecipitada, es ligeramente inferior a la de la membrana anterior (figura 5)
empleando el anticuerpo de abcam. La primera membrana se escaned pasados 7,3
segundos, mientras que ésta tuvo que escanearse a 32,2 segundos, para poder

visualizar la banda correspondiente a HMGB1. Por este motivo, se decidid utilizar el

anticuerpo de la casa comercial abcam para los experimentos posteriores.

4. REUTILIZACION DE LA MEMBRANA DE Anti-HMGB1 antibody ChIP
Grade (abcam), STRIPPING, PARA REVELARLA CON EL ANTICUERPO
Anti-YY1 antibody (abcam).

Teniendo en cuenta los experimentos anteriores se decidié utilizar la membrana de la
figura 4, en la que la inmunoprecipitacion se habia realizado con el anticuerpo Anti-
HMGB1 antibody ChIP Grade (abcam) y el revelado con el mismo anticuerpo, para
comprobar si junto a HMGB1 inmunoprecipitaba YY1, lo que requeria revelar la
membrana con el anticuerpo para esta proteina.

Para poder realizar este segundo revelado, se decidié eliminar la hibridacion previa con
el anticuerpo Anti-HMGB1. Para ello, se traté la membrana siguiendo el protocolo de
stripping, descrito en el apartado nimero 7 de materiales y métodos, eliminando el
anticuerpo anti-HMGB1 y posteriormente se rehibridd con el anticuerpo Anti-YY1

antibody (abcam).
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Figura 7: Western blot, revelado con el anticuerpo de YY1, Anti-YY1 antibody (abcam). Carril 1: Lisado
total, 2: IP-HMGB1, 3:IP-Rabbity 4: FT-HMGB1. (IP: Inmunoprecipitacién, FT: Eluido de la columna).

Con un cuadrado se ha resaltado la posicién de YY1

En el primer carril, correspondiente con el lisado, y en el cuarto, correspondiente con
el eluido de la inmunoprecipitacién, se puede observar una banda entre 75 y 63 kDa,
que se corresponde con la proteina YY1, que estd presente en esta linea empleada, la
PC-3. Para que la interaccion entre las proteinas de interés fuera positiva en esta
membrana, debiera de observarse en el segundo carril, el correspondiente con la
inmunoprecipitacion de HMGB1, una banda a la misma altura, pero esto no se
produjo. En resumen, en esta membrana no se ha podido visualizar YY1 en la
inmunoprecipitacion. Estos resultados negativos, podrian atribuirse a que la utilizacion
del protocolo de stripping para la reutilizacion de membranas, es agresivo y puede
generar pérdidas de proteinas en la membrana, por lo que se procedid a intentar

validar esta interaccidon con otro experimento.

No obstante, debe considerarse que el proceso de stripping no ha sido muy eficiente
ya que en la parte inferior de la membrana (figura 4) se sigue visualizando la sefial

correspondiente a HMGB1.
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5. COMPROBACION DE LA INTERACCION POR INMUNOPRECIPITACION
DE YY1 MEDIANTE EL EMPLEO DE LOS ANTICUERPOS: Anti-HMGB1
antibody ChIP Grade (abcam) Y HMG-1 (W-18) (Santa Cruz)

Para intentar comprobar la interacciéon de HMGB1 e YY1 por inmunoprecipitacion y ya
que el proceso de stripping podia dafiar la membrana, se procedié a la realizacién de
dos nuevos experimentos de inmunoprecipitacion, uno empleando los anticuerpos
Anti-HMGB1 antibody ChIP Grade (abcam), y Rabbit IgG Isotype Control
(ThermoFisher) (Figura 8) y en el otro HMG-1 (W-18) (Santa Cruz) y Normal Mouse IgG
(Millipore) (Figura 9). En ambos casos, las membranas se revelaron directamente con

el anticuerpo, Anti-YY1 antibody (abcam).

P —
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Figura 8: Western blot con los anticuerpos Anti-HMGBI1 antibody ChIP Grade (abcam), y Rabbit IgG
Isotype Control (ThermoFisher) y revelado directo con YY1. Carril 1:Lisado, 2:IP-HMGB1, 3:IP-Rabbit,
4:FT-HMGB1 y 5:FT-Rabbit. (IP: Inmunoprecipitacion, FT: Eluido de la columna). Con un cuadrado se ha

resaltado la posicién de YY1

En la imagen de la figura 8, se puede observar la banda correspondiente a YY1 en el
lisado total, carril 1, aunque muy tenue y en el carril 4. En el carril 3 correspondiente a

la inmunoprecipitacion también se observa una banda de tamafio similar, pero que
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también aparece en el control negativo, el carril 3, lo que indica que es una banda

inespecifica.

48 kDa .

35 kDa

- N

25 kDa

Figura 9: Western blot con los anticuerpos HMG-1 (W-18) (Santa Cruz) y Normal Mouse IgG (Millipore) y
revelado directo con YY1. Carriles, 1:Lisado, 2:IP-HMGB1, 3:IP-Mouse, 4:FT-HMGB1 y 5:FT-Mouse.

(IP: Inmunoprecipitacioén, FT: Eluido de la columna).Con un cuadradoseha resaltado la posicion de YY1

En la figura 9, con el empleo del anticuerpo de Santa Cruz, podemos observar el mismo

resultado.

DISCUSION

En estudios iniciales, empleando el sistema del doble hibrido, se habia observado la
existencia de interacciones fisicas entre HMGB1 y otras proteinas, entre las que se
incluia YY1 (Feijéo-Bujan, 2016). La interaccion fisica de HMGB1 y YY1 no se habia
descrito con anterioridad y se consideré muy interesante debido a la relacién de YY1
con el cancer de prdstata, ya no sdlo por su implicacién en el desarrollo de la
enfermedad (Deng et al., 2009), sino también por su papel inductor de resistencia a
farmacos para tratar este tipo de cancer (Kashyap y Bonavida, 2014). Por todo ello, se
procedid al intento de validacién de la interaccion entre YY1 y HMGB1, mediante

experimentos de inmunoprecipitacion, cuyos resultados, no han podido confirmar lo
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planteado. Esto no implica que no exista una interaccion entre ambas proteinas, si no
gue, mediante este método, en esta linea celular y en estas condiciones, no ha sido
posible comprobarla. Podria intentar validarse utilizando otra linea celular o
modificando los experimentos de inmunoprecipitacién, como por ejemplo utilizar
resinas de agarosa, en vez de particulas magnéticas, para fijar el anticuerpo o realizar
croslinking para fijar las interacciones fisicas entre proteinas. Otra posibilidad seria
variar el tipo de metodologia, realizando por ejemplo, un FRET (Férster Resonance
Energy Transfer), que se basa en fusionar las proteinas de estudio a proteinas
fluorescentes, una de las cuales emite luz de una longitud de onda determinada, que
es capaz de excitar a la otra y esta emite fluorescencia sdlo si ambas proteinas estan a
una distancia menor de 10 nm. (Takanishi et al., 2006).

Aunque no se ha podido comprobar la interaccidn fisica de YY1 y HMGB1, si se sabe
gue ambas interaccionan con otras proteinas como el receptor de andrégenos (AR) y
miembros la familia de proteinas HOXB, relacionadas con el cancer de préstata. El
promotor de HOXB13 tiene sitios de unidn para el factor transcripcional YY1 y Seligson
y colaboradores (2005) demostraron su coinmunoprecipitacion en células tumorales
de préstata donde dicha interaccioén, favorece la progresién de la enfermedad. Por
otro lado, el receptor de andrégenos es critico para la proliferacion y supervivencia de
las células tumorales de préstata e YY1 interactia con el extremo C-terminal de dicho
receptor androgénico (Deng et al., 2009).

Por dltimo, también existen interacciones comprobadas entre YY1 y otras de las
proteinas interactuantes de HMGB1, determinadas por el sistema del doble hibrido,
como la que ocurre con la proteina Fos. Esta es una proteina oncogénica relacionada
fundamentalmente con el cdncer de ovario donde desregula diversas proteinas pro-
apoptoticas (Yin et al., 2016), pero también parece desempeiiar un papel en la

proliferacion de células tumorales en el cancer de préstata (Ojea-Calvo et al., 2004).

21



Comprobacion de una interaccion fisicade HMGBL1 con su diana

S | saciniDE DA CORURA Masterde Biologia Molecular, Celulary Genética

Ana FeijéoBujan

CONCLUSION
The use of the double hybrid system, Matchmaker™ Gold Yeast Two-Hybrid System de

Clontech®, in yeast, had detected the physical interaction of the human proteins
HMGB1 and YY1, two proteins related with prostate cancer, so in order to confirm this
interaction using a different technique, immunoprecipitation using protein lysates
from the PC-3 tumor cell line, and anti-HMGB1 antibodies for immunoprecipitation
and anti-YY1 antibodies for visualization were done. Unfortunately no positive results
were obtained, which only indicates that the interaction cannot be verified by this

technique in these conditions and this cell line.

CONCLUSION
Mediante la utilizacion del sistema del doble hibrido Matchmaker™ Gold Yeast Two-

Hybrid System de Clontech®, en levaduras, se habia detectado la interaccion fisica de
las proteinas humanas HMGB1 y YY1, dos proteinas relacionadas con el cancer de
préstata, por lo que se intentd confirmar dicha interaccion mediante una técnica
distinta, la inmunoprecititacién utilizando lisados proteicos de la linea celular tumoral
PC-3, y anticuerpos anti-HMGB1 para la inmunoprecipitacion y anticuerpos anti-YY1
para la visualizacion. Por desgracia no se obtuvieron resultados positivos, lo que
Unicamente indica que no se puede comprobar la interacciéon mediante esta técnica,

en estas condiciones y esta linea celular.

CONCLUSION
Mediante a utilizacion do sistema do dobre hibrido, Matchmaker™ Gold Yeast Two-

Hybrid System de Clontech®, en lévedas, detectarase a interaccién fisica da proteina
humanas HMGB1 e o factor transcripcional YY1, duas proteinas relacionadas co cancro
de préstata, polo que intentouse confirmar dicha interaccion mediante unha técnica
distinta, a inmunoprecipitacion utilizando lisados proteicos la linea celular tumoral de
préstata, PC-3, e anticorpos anti-HMGB1 para a inmunoprecipitacién e anticorpos anti-
YY1 para a visualizaciéon. Por desgracia, non se obtiveron resultados positivos, o que
Unicamente indica que non se pode comprobar a interaccion mediante esta técnica,

nestas condicidns e nesta linea celular.

22



Comprobacion de una interaccion fisicade HMGBL1 con su diana

S | saciniDE DA CORURA Masterde Biologia Molecular, Celulary Genética

Ana FeijéoBujan

BIBLIOGRAFIA
Alexandrova E.A. & Beltchev B.G. (1987). Differences between HMG1 proteins

isolated from normal and tumour cells. Biochimica et Biophysica ACTA 915: 399-405.

Barreiro-Alonso A., Lamas-Maceiras M., Rodriguez-Belmonte E., Vizoso-Vazquez
A, Quinddés M. & Cerdan M.E. (2016). High mobility group B proteins, their partners
and other redox sensors in ovarian and prostate cancer. Oxidative Medicine and

Celular Longevity 1-17.

Bianchi M.E. & Agresti A. (2005). HMG proteins: dynamic players in gene
regulation and differentiation. Current Opinion in Genetics & Development 15: 496-

506.

Bonaldi T., Laengst G., Strohner R., Becker, P.B. & Bianchi, M.E. (2002). The DNA
chaperone HMGB1 facilitates ACF/CHRAC-dependent nucleosome sliding. The EMBO
Journal 21: 6865-6873.

Bradford, M.M. (1976). A dye binding assay for protein. Analytical Biochemistry
72:248-254.
Deng Z., Wan M., Cao P., Rao A., Cramer A.D. & Sui G. (2009). Yin Yang 1

Regulates the transcriptional activity of androgen receptor. Oncogene 28: 3746-3757.

Ellerman J.E., Brown C.K., de Vera M., Zeh H.J.,, Billiar T., Rubartelli A. & Lotze
M.T. (2007). Masquerader: high mobility group box-1 and cancer. Clinical Cancer
Research 13: 2836—2848.

Feijéo-Bujan A. (2016). Analisis de las interacciones fisicas de HMGB1 por el

sistema del doble hibrido, Trabajo Fin de Grado, Biologia, Universidade da Corufia.

Gnanasekar M., Kalyanasundaram R., Zheng G., Chen A., Bosland M.C. &
Kajdacsy-Balla A. (2013). HMGB1: A promising therapeutic target of prostate cancer.

Prostate Cancer. 1-8.



Comprobacion de una interaccion fisicade HMGBL1 con su diana

S | saciniDE DA CORURA Masterde Biologia Molecular, Celulary Genética

Ana FeijéoBujan
Hanahan D. & Weinberg R.A. (2011). Hallmarks of cancer: the next generation.
Cell 144: 646-664.

James P., Halladay J. & Craig E.A. (1996). Genomic libraries and a host strain

designed for highly efficient two-hybrid selection in yeast. Genetics 144: 1425-1436.

Kashyap V. &Bonavida B. (2014). Role of YY1 in the pathogenesis of prostate
cancer and correlation with bioinformatics data sets of gene expression. Genes &

Cancer 5: 71-83.

Krippner-Heidenreich A., Walsemann G., Beyrouthy M.J., Speckgens S., Kraft R.,
Thole H., Talanian R.V., Hurt M.M. & Lisher B. (2005). Caspase-Dependent Regulation
and Subcellular Redistribution of the Transcriptional Modulator YY1 during Apoptosis.
Molecular and Celular biology 25: 3704-3714.

Kuniyasu H., Chihara Y., Kondo H., Ohmori H. & Ukai R. (2003). Amphoterin
induction in prostatic stromal cells by androgen deprivation with metastasic prostate

cancer. Oncology Reports 10: 1863-1868.

Mendoza L. (2014). Cancer de prdstata: informacién actualizada sobre el
cancer de préstata y sobre las opciones terapéuticas, pp: 1-6. AuthorHouse,

Bloomington.

Ojea-Calvo A., Mosteiro-Cervifio M.J, Dominguez-Freire F., Alonso-Rodrigo A.,
Rodriguez-Iglesias B., Benavente-Delgado J., Barros-Rodriguez J.M. & Gonzalez-Pifieiro
A. (2004). Factores prondsticos del cancer de prdstata: utilidad de la expresién del ki67

en las biopsias preoperatorias. Urologia 57: 805-816.

Scalken J.A. & Van Leenders G. (2003). Celular and molecular biology of the
prostate: stem cell biology. Urology 62: 11-20.

Seligson D., Horvath S., Huerta-Yepez S., Hanna S., Garban H., Roberts A,, Shi T.,
Liu X., Chia D., Goodglick L. &Bonavida B. (2005). Expression of transcription factor Yin

Yang 1 in prostate cancer. International Journal of Oncology. 27: 131-141.



Comprobacion de una interaccion fisicade HMGBL1 con su diana

S | saciniDE DA CORURA Masterde Biologia Molecular, Celulary Genética

Ana FeijéoBujan

Takanishi C.L., Bykova E.A.,, Cheng W. & Zheng J. (2006). GFP-based FRET

analysis in live cells. Brain Research 1091: 132-139.

Tang D., Kang R., Cheh C.W,, Livesey K.M., Liang X., Schapiro N.E., Benschop R.,
Sparvero L.J., Amoscato A.A., Tracey K.J., Zeh H.J. &Lotze M.T. (2010). HMGB1 release

and redox regulates autophagy and apoptosis in cancer cells. Oncogene 29: 5299-5310.

Thomas J.0. & Travers A.A. (2001). HMG1 and 2, and related "architectural"

DNA-binding proteins. Trends in Biochemical Sciences 26: 219.

Timms B.G. (2008). Prostate development: a historical perspective.

Differentiation 76: 565-577.

Yin J.G., Liu X.Y., Wang B., Wang D.Y., Wei M., Fang H. & Xiang M. (2016). Gene

expression profiling analysis of ovarian cancer. Oncology Letters 12: 405-412.

Zaravinos A. & Spandidos D.A. (2010). Yin Yang 1 expression in humar tumors.

Cell Cycle 9: 512-522.

Zhu W., Lossie A.C.,, Camper S.A. & Gumucio D.L. (1993). Chromosomal
localization of the transcription factor YY1 in the mouse and human. Mamalian

Genome 5: 234-236.

Zhu W., Olson S.Y. & Garban H.J. (2011). Transcription regulator Yin-Yang 1:

From silence to cancer. Criticall Reviews in Oncogenesis 16: 227-2381.



Comprobacion de una interaccion fisicade HMGBL1 con su diana

S | s acnADE DA CORURA Masterde Biologia Molecular, Celulary Genética

Ana FeijéoBujan

ABREVIATURAS

Mg: Microgramos

ul: Microlitro

AR: Receptor androgénico
BSA: Seroalbumina bovina
cDNA: DNA complementario
DMSO: Dimetilsulfoxido
DNA: Acido desoxirribonucleico
DPBS: Tampodn fosfato salino de Dubelcco
DTT: Ditiotreitol

FBS: Suero bovino fetal

FT: Eluido de la columna
H,04: Agua destilada

HCI: Acido clorhidrico

IP: Inmunoprecipitacién
KDA: Kilodaltons

LB: Tampdn de carga

M: Molar

mg: Miligramo

min: minuto

ml: Mililitro

Mm: Milimolar

NaCl,: Cloruro de sodio

ng: Nanogramo

nm: Nanometro

oC: Grados centrigrados
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PBS: Tampdn fosfato salino

PSA: Antigeno prostatico especifico
PVDF: Fluoruro de polivinilideno
rpm: Revoluciones por minuto

SDS: Sodiododecilsulfato

Tris: Tris(hidroximetil)aminometano

Mdsterde Biologia Molecular, Celulary Genética

Ana FeijéoBujan



