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El cAncer de mama

En la actualidad el cancer es uno de los problemas
clinicos de mayor relevancia. En Europa se
diagnosticaron el pasado afio 2004 méas de 2.9 millones de
casos de cancer y hubo 1.7 millones de muertes
relacionadas con enfermedades oncolégicas. De entre todos
los canceres, uno de los de mayor importancia social y
econOmica, es el de mama. Esto es asi fundamentalmente
debido a su gran incidencia. Se estima que el cancer de
mama es la segunda causa de muerte no natural entre las
mujeres occidentales. En Espafia se diagnostican unos
15.000 nuevos casos de cancer de mama al ano, siendo
ésta la duodécima causa de muerte no natural en la

poblacién espafiola (figura 1).

Figura 1: nimero de
muertes no naturales
agrupadas por su causa.
Fuente I.N.E. (2002), en
azul claro se resaltan las
debidas al cancer de
mama.
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Figura 2: proceso de
evolucién de un tumor.

Metastasis: aparicion de
células tumorales en un
o6rgano diferente del de
origen.

Introduccién: el cancer de mama

Los tumores de mama suelen aparecer en la gran mayoria
de los casos (95-99 %) en mujeres adultas entre los 40 y
60 afos, siendo en este grupo de poblacién la primera
causa de muerte. Los indices de curaciéon rondan el 60% en
nuestro pais, si bien la deteccion precoz, hace que el

porcentaje de curacion se eleve casi al 90% (1).

El crecimiento y desarrollo de los tumores de mama es
similar al del resto de los tumores (2;3): los tumores
evolucionan desde un primer estadio normal, cuyo
crecimiento es controlado, a otros en los que el control de
su proliferacion se pierde. El primer estado por el que se
pasa es por un crecimiento anormal del tejido (displasia),
es lo que se conoce como adenoma; si el crecimiento del
tumor persiste en su proliferacion (hiperplasia) puede llegar
a provocar lo que se denomina carcinoma in situ (llamado
en muchos casos tumor benigno). En este estado, el tumor
estd circunscrito sélo al tejido en que se origind. A
continuacion, el tumor puede evolucionar invadiendo otros
tejidos originando un carcinoma maligno, el cual, puede dar

origen a su vez a fendmenos de metastasis (figura 2)(4).

Muchos de los tumores de mama presentan una
particularidad que los distingue de la mayoria de los otros
tumores: la hormonodependencia o dependencia de
hormonas estrogénicas (estrogenos) para su desarrollo y
crecimiento (5-8). El tejido mamario requiere el aporte de
estrogenos para su crecimiento, en consecuencia, los
tumores originados a partir de este tejido van a conservar
en un principio la dependencia de los estrégenos para su
proliferacion, en definitiva, van a ser
hormonodependientes. Los tumores que se encuentran en
este estadio son tratados en la mayoria de las ocasiones
mediante terapias antiestrogénicas las cuales son, en un
principio, capaces de controlar el crecimiento del tumor en

un gran ndmero de casos.
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Sin  embargo, en muchos de los casos, la
hormonodependencia del tumor se pierde, las células
cancerosas sufren una serie de transformaciones
adicionales que las vuelven hormonoindependientes (8) y
las hace capaces de crecer en ausencia de estrégenos. En
este nuevo estadio, los tumores presentan un peor
pronéstico, vya que la adquisicibn de |la
hormonoindependencia se acompafa de un aumento en la
agresividad del tumor, lo que provoca la utilizaciéon de

tratamientos mas agresivos (quimio y radioterapia) (7-10).

Los mecanismos moleculares responsables de la transicion
desde un fenotipo hormonodependiente a otro en el que la
dependencia de hormonas ha desaparecido, no han sido
determinados completamente. No se conocen con exactitud
los mecanismos que hacen que ésta suceda, y las proteinas
implicadas, también son en su mayoria desconocidas. La
necesidad de aclarar esta transicion ha sido la que ha
estimulado la realizacion de este trabajo, ya que
desentrafiar el mecanismo y las proteinas implicadas
permitira entender la evolucién de la enfermedad y disefiar

mejores tratamientos antitumorales.

No obstante, aunque los mecanismos intimos de la
transicion no estan claros, no todo es desconocido. Se sabe
que existen proteinas intimamente relacionadas con la
progresion de este tipo de tumores, entre ellas estan el
receptor de estrégenos alfa (ERa) y la tirosin quinasa Src.
Ambas han sido implicadas tanto en el desarrollo tumoral,
como en la adquisicién de la hormonodependencia (9-19).
Sin embargo, la relacibn entre ellas, asi como los
mecanismos implicados, no han sido aclarados todavia,
requiriéndose nuevos estudios encaminados a desentrafiar

su relaciéon e implicacion en estos fendbmenos.
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El receptor de estrégenos a

EI receptor de estrogenos alfa (ERa) es el principal
encargado de recibir los estimulos estrogénicos vy
convertirlos en una respuesta que implique la proliferacion
de las células; por tanto, en cualquier alteracion de la
respuesta a los estimulos estrogénicos, forzosamente debe

estar implicado el receptor de estrégenos.

El ERa es un receptor nuclear que a su vez actla como un
factor de transcripcién que controla la expresion de un
determinado niumero de genes, en su mayoria relacionados
con la proliferacion (20). La union de los estrégenos al ERa
activa su funcién transcripcional, originando la denominada

respuesta estrogénica.

Actualmente, ademas del ERa, se conoce otro receptor de
estrégenos, el denominado receptor de estrégenos beta (ER
B), cuyo descubrimiento fue posterior. Se sabe que los dos
receptores no son isoformas de un mismo gen, de hecho los
genes que codifican para cada uno de ellos se encuentran
en diferentes cromosomas (25). A pesar de esto, ambos
pueden reconocer las mismas secuencias nucleotidicas dado
que presentan un 96% de identidad en el dominio de unién
al ADN (24;25). La mayor divergencia entre sus otros
dominios (figura 3) les confiere la capacidad de

interaccionar con ligandos y proteinas diferentes.

AF-1 AF-2
ERa A/B C 595 aa
L 30% / 96% /309 53%

’

ERB VAVA=} C | ' 530 aa

Estd aceptado también la
existencia de una
subpoblacién citosoélica de
ERoa asociada a la
membrana plasmatica.
Esta poblacion no actua
como factor de
transcripcién 'y su
actividad se relaciona con
la interacciébn con otras
vias de transduccion de
sefiales, constituyendo lo
que se denomina via no
gendmica o no clasica de
actuacion del ERa (21-24).

Los receptores nucleares
constituyen una gran
superfamilia  estructu-
ralmente relacionada,
constituida por
aproximadamente 150
proteinas, dividida en 6
clases y a la que se
supone un ancestro
comun. Todos ellos son
factores de transcripcion
activados por ligando vy
regulan importantes
procesos implicados en la
diferenciacién sexual, el
desarrollo, el metabolismo
y la homeostasis.
(5;6;11;26).

Figura 3: porcentaje de
identidad entre los
diferentes dominios de los
receptores de estrégenos

ay B.



Antiguamente se acotaba
la expresion del ERo a los
tejidos que “reproductivos
femeninos”, es decir,
ovarios, vagina, oviductos
y mamas. Hoy en dia se
conoce que el receptor
ademas de expresarse
predominantemente en
esos tejidos lo hace
también, en mayor o
menor medida, y en
ambos sexos, en otros
muchos tejidos como la
pituitaria, hipotalamo,
algunas regiones del
cerebro, huesos, higado,
sistema cardiovascular e
incluso en testiculos
(25;27;28).

Supresion génica

Los ratones oERKO tiene
ademas una mayor
susceptibilidad a  sufrir
tumores de ovario y
ciertos tipos de
adenocarcinoma (25).

Introduccién:supresiéon génica del receptor de estrégenos a

El tamafio de ambos receptores es también distinto, el ERpB
posee 485 aminoacidos y un peso molecular de 54 KDa
mientras que el ERa posee 595 aminoacidos y un peso

molecular que ronda los 66 KDa.

Hasta la fecha no se poseen datos de ninguna respuesta
ante estimulos estrogénicos mediada exclusivamente por el
ERB, los resultados obtenidos apuntan a una
heterodimierizacion entre el ERB y el ERa (24;25), siendo la
presencia de heterodimeros una diferencia entre ambos
receptores; el ERpB, a diferencia del ERa, prefiere formar
heterodimeros antes que homodimeros. Otra diferencia
entre ambos tipos son los tejidos en donde se expresan, el
ERpB, se expresa mayoritariamente en la prostata, foliculos
ovéricos, tracto urogenital, pulmén e intestino (28),
mientras que el ERa lo hace fundamentalmente en ovarios,
vagina, oviductos y mamas (25;27;28). Ambos se expresan

en el cerebro, pero siempre en regiones distintas.

En la actualidad se ha conseguido la supresidn génica
de los dos receptores de estrégenos, disponiéndose en
estos momentos de ratones en los que se ha suprimido la
expresion del ERa (ratones oERKO) y del ERp (ratones
ERKO). Ninguno de los dos casos ha originado ratones
inviables por lo que la supresién de cualquiera de los genes
no es letal. Sin embargo, si aparecen importantes
alteraciones relacionadas en su mayoria con problemas en
la fertilidad y con alteraciones en los tejidos en donde se
expresan los receptores (24). Los ratones cERKO de ambos
sexos no son fértiles mientras que los BERKO presentan una
menor fertilidad en las hembras (las camadas son mas
pequefias) y ausencia de alteraciones en la fertilidad de los
machos. Las alteraciones mas importantes en los tejidos se

dan en las mamas y tracto reproductivo de las hembras de
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ambos tipos de ratones, y se caracterizan por una pérdida

de respuesta a los estréogenos y un menor desarrollo (25).

De los dos ER, el ERa es el que esta implicado en mayor
medida en la biologia de los tumores de mama (6;12), ya
que esta implicado tanto en la transformacion celular como
en el control de la dependencia de hormonas de los
mismos, por lo tanto, este trabajo se centrara en el estudio

del ERa..

omo en otros muchos casos, la proteina se descubri6
Cantes que el gen. El descubrimiento del receptor data
de la década de 1960 (29;30), sin embargo, el gen no fue
clonado hasta la década de 1980 por el grupo dirigido por
P.Chambon (31;32). Hoy se sabe que el gen humano que
codifica para el ERa se encuentra situado a lo largo de unas
450 Kb en el locus 6925 del cromosoma 6 (33). Dentro de
ese gen se encuentran los 8 exones codificantes, varios
exones no codificantes (hasta 9 exones mas) y numerosos
promotores diferentes en la regiébn 5 anterior a la
secuencia codificante (figura 4) (34). También posee una
larga region 3 no traducida (4.3 Kb) tipica de los
receptores nucleares y de importancia en la regulaciéon de la
vida media del transcrito (35). Los promotores son
especificos de tejido y su fuerza es muy variable,
careciendo algunos de ellos de secuencias consenso como
las cajas TATA, GC o CCAAT. Todos los promotores, si bien
originan diferentes transcritos, comparten la misma
secuencia codificante por lo que dan lugar en todos los

casos a la misma proteina (35).

r r> ATG

r r r r
B — B — W -

&
<€

N

187080 pb

El gen del ERa

El transcrito mas comun
es el que se origina a
partir del promotor A y
consta de unos 6300 pb.

Figura 4: organizacion
gendmica de la secuencia
5" anterior a la region
codificante (CDS) del gen
del ERo humano. En
diferentes colores se
muestran los exones no
codificates. Las flechas
indican la posicién de los
diferentes promotores
encontrados (34). El
codon de inicio ATG
marca el comienzo de la
CDS.
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La proteina

Figura 5: dedos de Zinc:
Estructura proteica tipica
de uniébn a Acidos
nucléicos. Esta formada
por una hélice alfa y una
lamina beta antiparelela.
Esta estructura se
mantiene gracias a
interacciones hidrofébicas
y la presencia de un ion
Zn**(en rojo en la figura),
es cual estd acomplejado
por 2 cisteinas y 2
histidinas. El tramo de
secuencia que une la
hélice a la hebra B es el
encargado de establecer
interacciones con las
bases nitrogenadas de los
acidos nucleicos dotando
de especificidad a la
unién. Este tipo de
motivos suelen aparecer
en grupos, aumentando
asi la fuerza de Ila
interaccion.

Figura 6: organizaciéon en
dominios de ER o humano
en el cual se marca la
posicion numérica de los
aminoacidos de inicio y
final de los diferentes
dominios.

Introduccién: la proteina del receptor de estrogenos

I a transcripcion y posterior traduccién del gen origina un
producto de 595 aminoacidos con un peso molecular
cercano a los 66 KDa. La proteina se organiza en 5

dominios (figura 6):

e Dominio A/B: situado en el extremo N-terminal de la
proteina. En ¢él se encuentra la regidn de
transactivacion 1 (AF-1) que tiene gran importancia
en la regulacion del receptor en ausencia de su

ligando (36-38).

e Dominio C: en este dominio se encuentra la secuencia
de unién al ADN por lo que también se le conoce
como dominio de unibn a ADN. Esta altamente
conservado entre todos los receptores nucleares y se
organiza en dos dedos de zinc (figura 5), que se
unen a secuencias consenso en el ADN denominadas
secuencias ERE (Estrogen Response Element o

secuencias de respuesta a estrogenos) (39-41).

e Dominio D: es una region flexible en la que se
encuentra la principal sefial de localizaciéon nuclear

(42).

e Dominio E: en él estan localizadas la region de unién
al ligando y la implicada en la dimerizacion del
receptor asi como un segundo dominio de

transactivacion denominado AF-2 (6).

e Dominio F: es el mas desconocido de todos los
existentes si bien hay indicios de que participa en la

regulaciéon de la actividad del receptor (43).

549 595

251 355

C
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En la actualidad el conocimiento estructural detallado del
ER esta restringido a la regién de los dominios E y F ya que
son de los que se dispone su estructura atomica detallada
(44). La estructura secundaria de la misma esta formada
por doce hélices o y dos laminas B (figura 7a e 7b). El
nucleo central lo forman 11 de las hélices a que se
disponen formando una estructura tipo sandwich, con tres
niveles antiparalelos entre si, existiendo un cuerpo central
formado por las hélices H5/6, H9 y H10, que esta
flanqueado por los otros dos grupos de hélices, el formado
por las H1-4, y el de las H7, H8 y H11 (figura 7c e 7d). El
resto de las estructuras secundarias ordenadas, la H12 y
las dos hojas B se encuentran en las cercanias del dominio
E pero sin formar parte del nucleo central de su estructura
(6;44).
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Figura 7: imagenes de la
estructura tridimensional
de los dominios E y F de
ERa obtenidas mediante
el programa SwissPDB
Viewer. Vista frontal (A) y
apical (B) de ambos
dominios con una
molécula de estradiol
(coloreada en azul claro)
unida a él. Imagen desde
una vista frontal (C) y
apical (D) del detalle de
las tres capas de hélices a
en donde cada capa esta
coloreada de un color
diferente: azul, amarillo y
rojo. En color verde se
representan las
estructuras no implicadas
en estas capas De nuevo
se muestra una molécula
de estradiol unida a él(en
azul claro y rojo).
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Funcidn \Y,
mecanismo de
accion

Figura 8: dos vistas de la
estructura del dimero en
la cual se muestran los
dominios de uniébn a
ligando. En en azul claro y
rojo se muestra el E2.

Figura 9: mecanismo de
activacion del ERa por E2
(en azul).

Introduccién: funcidon y mecanismo de acciéon del receptor de estrégenos «

I a funcién principal del ERa es regular la expresion de
determinados genes en respuesta a la llegada de un

estimulo estrogénico que lo active (45).

El ERa es un receptor nuclear con actividad de factor de
transcripcién activado por ligando. Hasta su activacion, el
receptor de estrégenos se encuentra en forma monomérica
acomplejado por numerosas proteinas entre las que se
encuentran algunas chaperonas como la hsp70, la hsp9o0, la
hsp56 y la proteina p23 (6;46). La activacion del receptor,
normalmente por la llegada del ligando, promueve la
liberacion del ERa (figura 9) y su unién a otro ERa
formando un dimero (figura 8) que se une a las secuencias
ERE del genoma. La union del dimero a estas secuencias,
que suelen estar secuencia arriba del promotor de los genes
diana, consigue el reclutamiento de la maquinaria protéica
necesaria para la transcripcion de los mismos (5;47).
Existen numerosos coactivadores que se unen a los dimeros
activados del ER facilitando el comienzo de la transcripcion
de los genes diana (5;6;20;24;47;48). Asi mismo también
existen algunos correpresores que se encargan de atenuar
la sefial (5;20;27;47-50).

Hsp90
Hsp70 | ‘
ER
Hsp56
& H
Hsp90 ~LL
ll\‘tjiii
Hsp70 Hsp56
Hsp90

Hsp90
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Los principales reguladores de la expresion y actividad
del ERa son sus ligandos, los estrogenos (figura 10).
Entre ellos destaca el estradiol (en adelante E2) como
principal ligando del receptor (51). La expresion del ERa
esta controlada por los estrégenos. La presencia de los
mismos aumenta su actividad y disminuye su expresién a
nivel de ARNm y proteina (51-54), hecho este ultimo que
ocurre mediado por el propio receptor y sin gque sea

necesario la sintesis de otras proteinas (55).

A O B OH c OH
OH
HO HO HO
Ademas de los estrégenos existen compuestos

antiestrogénicos cuya unién al ERa inhibe su actividad. Los
antiestrogenos, como se ha contado anteriormente,
constituyen la terapia mas eficaz en los primeros estadios
del cancer de mama, cuando éste depende todavia de los
estrogenos para crecer. El sitio de union de los
antiestrégenos es el mismo que el del E2, si bien los modos
de unidén y las interacciones que se forman son diferentes

para cada caso (44).

El antiestrgeno mas conocido es el tamoxifeno (TXF)
(figura 11a). En la actualidad es el agente antineoplasico
mas frecuentemente prescrito en el cancer de mama en
todo el mundo. Sin embargo, a pesar de su amplio uso, no
es un antiestrégeno puro ya que a bajas concentraciones
actlla como un agonista; lo mismo le ocurre a otro de los
antiestrégenos mas conocidos, el raloxifeno (figura 11b).

Este hecho ha motivado el desarrollo de los denominados

13

Regulacion de
la expresion y
actividad del ER
o

Figura 10: estructuras
quimicas de la estrona
(A), el estradiol (B) y el
estriol (C).

El estradiol (1, 3, 5
[10]- estratrien-3, 17 B-
diol) es el estréogeno
mas importante, se trata
de una hormona sexual
femenina que se
sintetizada en los
ovarios. Es responsable
del desarrollo sexual
normal en las mujeres y
de la regulacién del ciclo
menstrual. Existen otros
estré6genos de menor
relevancia por su escasa
potencia como son la
estrona y el estriol. La
estructura de todos ellos
se muestra en la figura
10.
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Figura 11: estructura de
los antiestrgenos mas
conocidos: el tamoxifeno
(A), el raloxifeno (B), ICI
182,780 (C) y el ICI
164,384 (D).

El tamoxifeno (4-
hidroxitamoxifeno) fue
sintetizado en 1966 por
primera vez y se
desarroll6 como agente
anticonceptivo. Poste-
riormente se observé su
capacidad para inducir la
ovulacién, asi como la
capacidad de suprimir
tumores mamarios
inducidos en ratas.

Introduccion: regulacion de la expresion y actividad del receptor de estrégenos «

antiestrégenos puros, que carecen de ese caracter de
agonista a bajas concentraciones (56). El ejemplo mas
claro de estos antiestrégenos puros son los llamados ICls
(p.ej.: 1C1164,384 y el 1C1182,780) (38;57) (figura 11lc —
d).

c OH
i
HO Sa_-CF:LF,
D OH
s
HO N\/\/

Los estrogenos, ademas de regular la expresion del ERq,
regulan también su actividad. La unién al ERa de su
principal ligando, el E2, provoca como se ha explicado
anteriormente la activacion y la posterior dimerizacién del
ERa desencadenando la expresion de aquellos genes

regulados por el receptor (58-61).

La activaciéon por ligando constituye el principal mecanismo

de regulacion de la actividad, pero la existencia de dos
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lugares de transactivacion (AF-1 y AF-2) dentro de su
estructura, permite que sea regulado de otras maneras. Los
efectos activadores de los dominios de transactivacion son
sinérgicos (5), si bien, su mecanismo de accién es
diferente: la transactivacion via AF-1 es independiente de
ligando, mientras que la mediada por el AF-2 parece

necesitar de la presencia de un ligando (62).

Asi como en la regulacién por ligando existe unanimidad
sobre los efectos que se dan, en la regulacion por
cualquiera de estas rutas que implican a los dominios de
transactivacion AF-1 y AF-2, existen, como se vera a
continuacién, numerosas discrepancias fruto de las dosis y

las estrategias de estudio usadas.

Las principales vias de regulaciéon del ERa, ajenas a la
presencia del ligando y que implican a estas regiones de

transactivacion, se pueden resumir en cuatro:

1. Las dependientes de receptores de membrana con

actividad tirosin-quinasa (5;6;38;62) .

2. Las dependientes de la proteina quinasa C (PKC)
(10;36;63-65).

3. Las dependientes de la proteinas quinasa
dependiente de AMPciclico (PKA) (36;62;63).

4. La dependiente de la regulacién por la tirosin quinasa
Src. Esta via sera tratada mas adelante en una

seccion aparte .

15
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Regulaciobn por receptores de membrana con
actividad tirosin-quinasa:

Los receptores de membrana con actividad tirosin-quinasa
son los encargados de activar las vias de transduccién de
sefales ante la llegada de estimulos extracelulares como
son diversos factores de crecimiento (p.ej. EGF, IGF y
PDGF). La accibn de estos factores de crecimiento
desencadena una cascada de sefalizacion intracelular que
acaba con la activacion de proteinas y programas de
expresion génica relacionados, en la mayoria de los casos,
con la proliferacion celular. En el caso particular de la
regulacién de la actividad del ERa, el hecho mas aceptado
es que la activacion de esta via aumenta su actividad, como
se deduce del aumento de la transcripcion de los genes
regulados por el ERa (6;62;63;66;67). Al igual que ocurre
con los estrégenos, los mitégenos que ejercen su accion a
través de los receptores de membrana con actividad tirosin-
quinasa, regulan la expresion del ERa ademas de hacerlo
con su actividad. La adicion de estos mitdgenos disminuye
la expresion del receptor, haciendo disminuir los niveles de

ARNmM y de proteina (66).

Las discrepancias en este apartado se hallan
fundamentalmente en que en algunos casos, las dosis de
factores de crecimiento usadas en los ensayos superan en
mucho las fisioldgicas y en otros, el uso de dosis fisiolégicas
0 no ocasiona ningun efecto o incluso llega a disminuir la
actividad del ERa (78;81).

A pesar de los resultados contradictorios, la via de
regulacién mas aceptada implica la unién a los receptores
de los factores de crecimiento, la activacion de los mismos
por auto-fosforilacion y la estimulacién de la de la ruta Ras/
Raf, que acaba con la activacién de una MAPK. Las MAPKs
(quinasas activadas por mitégenos) estan implicadas en

numerosas vias de transduccién de sefiales (69-70), siendo
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la MAPK implicada en la activaciéon del ERa la ERK. Esta,
fosforila el residuo S118 del ERa (36;38;70;71), y a su vez,
activa a la proteina RSK, que es responsable de la
fosforilacién del residuo S167 del ERa (36). La fosforilacion
de ambos residuos provoca un aumento en la transcripcion
mediada por el ERa independiente de estrogenos ya que la
adicion de antiestrogenos no blogquea dicho efecto
(6;62;63).

Los receptores de membrana con actividad tirosin-quinasa
activan otra serie de vias que al final confluyen en la
fosforilacion de los mismos residuos del ERa y que
complican asi el estudio de su regulacién. De esta manera,
la tirosin quinasa Src se ve también activada por estos
receptores (72;73) y es capaz de estimular a su vez la via
Ras/Raf desde otro punto. De manera paralela, la ruta de la
PI13K (3’-fosfoinositol quinasa) también es estimulada; esta
ruta es capaz por si misma, via Akt, de fosforilar el residuo
S167 del ERa (36;66) y se entrecruza con las dos rutas
anteriores al nivel de la RSK (36), la Ras (74) y la Src (75-
77). Esta complejidad se puede observar en el esquema
que se muestra en la figura 12 donde se puede ver las

numerosas conexiones entre las proteinas implicadas.

Receptores de membrana Otras
Tyr-quinasa vias de
activacion

Factores de
crecimiento

$118 S167
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A pesar de que ambos
residuos de serina son
fosforilados, el S167
parece ser el mas
importante ya que su
fosforilacion depende de
RSK la cual es activada
establemente por la ERK y
permanece activa durante
mas tiempo, esto hace
que el tiempo que
permanece el residuo
S167 fosforilado sea
mayor (36); ademas los
mutantes S118A tienen
menos afectada su
activacion por esta via
que los S167A (36)

Figura 12: esquema de
las conexiones entre las
proteinas implicadas en
la regulacién de la
actividad del ERa por la
via de los receptores de
membrana con actividad
tirosin-quinasa.
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Las distintas familias se
diferencian entre si por
sus requerimientos de
calcio y lipidos, asi como
por su afinidad por los
ésteres de forbol, su
localizacién celular vy
tisular vy por su
susceptibilidad a ser
degradadas (79).

Figura 13: ruta de
activacion de las PKCs
clasicas (4).

Introduccion: regulacion de la expresion y actividad del receptor de estrégenos «

Regulacién por protein quinasa C

Bajo el nombre de proteina quinasa C o PKC se engloban

una serie de familias de serin-treonin quinasas
dependientes en su mayoria de calcio. En realidad existen
tres familias de PKCs: Las cléasicas (o, B y y) las nuevas (9, ¢
Yy m), que no requieren calcio, y las atipicas (¢ y A,), que no
precisan mas que la fosfatidilserina para activarse. El
mecanismo de funcionamiento de las PKCs clésicas es el
mas conocido y parece ser el implicado en la regulacion del
ERa (36:;63;64): la llegada de estimulos extracelulares
activa los receptores de membrana acoplados a proteinas
G, que a su vez estimulan a la fosfolipasa-C, que hidroliza
moléculas de fosfatidilinositol 4, 5- bifosfofato (PIP,),
dando como productos el diacilglicerol (DAG) y el inositol
trisfosfato (IP3). El IPszes liberado al citoplasma en donde
promueve la liberacion de calcio de los almacenes
intracelulares del reticulo endoplasmatico. La liberacion de
este calcio es la que promueve y la migracibn a la
membrana (4;80) de la PKC desde el citoplasma, en donde

estaba localizada de forma inactiva (figura 13).

@ Factor de crecimiento
Receptor PIFP
asociado Fosfolipasa .(
~"a proteina G activa

DaG

Proteina G
activa

Lurnen del
reticulo
endopldsmatica

o,
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Estd descrito que la PKC ejerce su efecto sobre la actividad
y la expresion del ERa a través de una via dependiente de
MAPK. De este modo, la activaciobn de receptores de
membrana por estimulos extracelulares que activen la PKC,
tiene similares efectos a los provocados por la activacion de
receptores con actividad tirosin-quinasa, a saber, un
aumento de la actividad del receptor, tras un incremento de
la fosforilacion del mismo en residuos de serina, y una

disminucién en la expresion del propio receptor (36;63;64).

Pero también existe controversia a propoésito del verdadero
efecto de la PKC sobre el ERa. En este sentido, hay datos
que demuestran que la activacion de la PKC por
tratamientos con TPA (12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato)
disminuyen, tanto la cantidad de ERa a niveles de proteina
y ARNmM, como su actividad (10;65). La principal diferencia
entre estos dos tipos de resultados, los que afirman que la
PKC activa aumenta la actividad del receptor y los que lo
dicen lo contrario radica en los diferentes tiempos de
incubacion usados: tiempos cortos activan al receptor
mientras que tiempos mas largos suelen disminuir su

actividad y expresion.

Otro dato que aumenta la controversia es el hecho de que
la activacion de la PKC por tratamientos con TPA provoca,
en células de cancer de mama, un bloqueo del ciclo celular
de las mismas en fase G1 y un paso tardio por fase G2/M
(65), lo cual no es consecuente con la activacion de la ruta

de las MAPKs , que es de caracter mitogénico.

Ademas de lo anterior, esta aceptado que las PKCs pueden
ser activadas por receptores de membrana con actividad
tirosin-quinasa como el EGFR (figura 14), y que éstas
participan en la propia regulacion de los receptores

mediante un mecanismo de retroalimentacidbn negativo
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Los ésteres de forbol
como el TPA (12-O-
tetradecanoilforbol-13-
acetato) se utilizan como
activadores de la PKC ya
que mimetizan al DAG sin
ser degradados tan
rapidamente como lo es
él.
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Figura 14: repre-
sentacion esquematica de
las conexiones entre las
proteinas implicadas en la
regulacion de la actividad
del ERa por la via de los

receptores de la PKC.

Figura 15: mecanismo
de regulacién de la PKA.
La PKA es en realidad un
tetrdmero compuesto por
dos unidades reguladoras
y dos cataliticas. En su
estado inactivo el
tetramero permanece
unido hasta que la unién
de varias moléculas de
AMPc desencadena la
disociacibn del mismo,
liberandose las
subunidades cataliticas
que son las encargadas
de continuar con la
transduccién de la sefial

.
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(79). De esta manera, se establece un nexo de unién
adicional entre la via de regulacidon por receptores de
membrana con actividad tirosin quinasa y la via de

regulacion por PKC.

EGFR

S118 S167

Regulaciéon por protein quinasa A

La protein-quinasa activada por AMP ciclico (AMPc) o PKA,
es una serin-treonin-quinasa que se activa ante los
desencadenan un aumento de la

estimulos que

concentracioén intracelular de AMPc (figura 15).

Tetramero inactivo

+

-

g

Complejo de las I
Subunidad Subunidad subunidades Subunidades
reguladora catalitica reguladaoras cataliticas
inactiva y el AMPC activas
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La PKA, en su estado activo, es capaz de fosforilar in vitro e
in vivo varios residuos de Ser del ERa activando la
transcripcion mediada por él (62). Algunos de los residuos,
S104, S108 y S118, son también fosforilados por otras vias
(63), sin embargo, la PKA es capaz de fosforilar en
exclusiva el residuo S236 (36) cuya mutaciéon hace perder
la capacidad de activar la transcripcion mediada por el ERa
en respuesta a estimulos de AMPc (36;62). También existen
diferentes versiones sobre el papel de esta fosforilacion, en
este caso, la discrepancia subyace en si las fosforilaciones
son capaces de activar el receptor independientemente de
ligando o bien potencian la activacion del receptor por su
ligando (36;63).

Ademas de la fosforilacion directa se han descrito otros dos
caminos de actuacion de la PKA sobre la actividad del ERa
(63). El primero de ellos supondria la fosforilacién de algun
cofactor que activara al ERa; el segundo de ellos implicaria
los efectos mediados por el factor de transcripciobn CREB
(63).

Las vias de regulacion se relacionan entre ellas

Como se vio en apartados anteriores, existen conexiones
entre varias de las vias de activacion del ERa, pero la
regulacién del receptor por estas vias posee un grado de
complejidad aun mayor, ya que la presencia del E2 es
capaz de estimular la actividad de algunas de las vias que
se han nombrado anteriormente que, a su vez, regulan la

actividad del receptor de estrégenos. Se sabe que:

e El E2 es capaz de activar la via de las MAPKs y este
efecto es bloqueado por antiestrégenos
(15;23;57;82).
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¢ El E2 aumenta la actividad de la via PI3K/Akt (63;83).

e Tratamientos con E2 activan la PKA mediante el

aumento de los niveles de AMPc (58;63).

e El E2 es capaz de estimular la produccion de EGF en

células mamarias (16).

e Cuando se usa una dosis elevada de EGF, los efectos
de éste, pueden llegara a ser sinérgicos con los del E2
(62).

¢ Anticuerpos contra el EGF-R atenuan la respuesta a E2
y la adicién de antiestrégenos es capaz de reducir la

respuesta a EGF (16;24).

Todos estos datos se relacionan en la bibliografia con la
poblacién de ERa no nuclear, complicando méas aun el
estudio de la regulacién del receptor, ya que indican que el
propio receptor, cuando es activado por su ligando natural,
es capaz de activar otras vias de proliferacion celular que,
ademas de promover la proliferacién celular, son capaces
de activarle a él mismo. Este cruce de rutas pone de
manifiesto una nueva funcion del ERa que es la activacion
de rutas implicadas en la proliferacion celular ante
estimulos estrogénicos de una manera “no gendémica” que
implicaria la intervencién de la poblacién no nuclear del ERa
y la existencia de interacciones directas entre el propio

receptor y proteinas clave de otras rutas de transduccion.

Finalmente, como se ha visto a lo largo de estos apartados,
la regulacibn del ERa es sumamente compleja y esta

sometida a numerosas controversias todavia sin aclarar.
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La tirosin-quinasa Src

La quinasa Src es una de las tirosin-quinasas mas
conocidas y estudiadas por su relevante posicién en
numerosas vias de transduccion celular y su papel como
proto-oncogen. Pertenece al grupo de tirosin-quinasas sin
funcion de receptor de membrana (84), y es la cabeza de
una serie de quinasas denominada “quinasas de la familia
Src”, integrada por otras 8 proteinas mas: Blk, Fgr, Fyn,

Hck, Lck, Lyn, Yes e Yrk.

El origen de su estudio (85;86) se remonta a principios del
siglo XX, a los experimentos llevados a cabo por Peyton
Rous (figura 16). Los experimentos de Rous dieron como
resultado el descubrimiento del primer virus animal capaz
de provocar la aparicion de tumores, dicho virus se
denomind “virus del sarcoma de Rous” en su honor. Mucho
tiempo pasd hasta que en la década de 1970 se supo que el
agente causante de la transformacion de las células
infectadas era una proteina, que se denominé Src. En 1976,
se descubrié que en las células no infectadas por el virus
esta proteina también estaba presente, por lo que a partir
de entonces, se empez6 a hablar de v-Src para referirse a
la proteina de origen virico y c-Src para hacerlo sobre la
celular. Este hallazgo fue de vital importancia ya que
supuso el descubrimiento del primer proto-oncogen. Sobre
1980 se descubrié que Src era una protein-quinasa gue en
principio se pens6 que fosforilaba residuos de treonina, sin
embargo, pronto se vio que lo hacia en residuos de tirosina.
Con los avances de la bioquimica y la biologia molecular y
celular, pronto se vio que la quinasa c-Src (en adelante sélo
Src) estaba implicada en numerosas vias de transduccion
de sefales, y que alteraciones en su actividad o regulacion,

estaban presentes en numerosos tumores (84,87-89).

Figura 16: Peyton Rous
(1879-1970), fue galar-
donado en 1966 con el
Premio Nobel de Medicina

por “sus descubrimientos
en los virus inductores de
tumores”.
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ElI gen vy la
proteina

Figura 17: esquema de
los dominios que forman
la quinasa Src. Los nime-
ros de la parte inferior
indican la numeracion
dentro de la secuencia de
aminoacidos segun la
numeracion de la quinasa
humana (76).

Figura 18: la
miristoilacion es
una modificacion
postraduccional tipica en
que un residuo de Gly
reacciona con un grupo
miristilo. Esta
modificaciéon permite a la
proteina final anclarse a
membrana a través del
acido graso (80). En el
caso de la quinasa Src
varios residuos basicos de
la cola N-terminal forman
interacciones
electrostatica con los
lipidos de la membrana
facilitando el anclaje en la
misma (93).

Introduccién: el gen y la proteina de la quinasa Src

EI gen gque codifica para la quinasa Src se encuentra en
el cromosoma 20 y se compone de 11 exones que se
extienden a lo largo de 19.5 Kb (90;91). La proteina-
quinasa Src es un prototipo de proteina modular, su
estructura estd compuesta por varios dominios (figura 17),
claramente diferenciados y caracterizados que estan
repetidos en otras muchas proteinas. En la actualidad no se
dispone de la estructura tridimensional de la quinasa

completa, sélo de parte de la misma (92).

Dominio de
miristoilacion

|

Dominio
unico

Dominio de regulacion
C-terminal

SH3 Dominio

quinasa

La proteina estd compuesta por 536 aminoacidos y tiene un
peso molecular de 60 KDa por lo que en ocasiones es
nombrada como p60°°. Su estructura terciaria se divide en
6 dominios (figura 17) (92-97) si bien, el primero y el
ultimo, no cumplen en realidad la definicion de dominio y
en ocasiones se nombran aparte. Estos seis dominios son

los siguientes:

e Dominio de miristoilaciéon: también es llamado en
ocasiones SH4 (por “Src homology domain 47, dominio
de homologia a Src numero 4), en el se encuentra un
sitio de miristoilacion (figura 18) (98) en el residuo
Glyl. A través de esta modificacién postraduccional la
quinasa se asocia a la cara interna de la membrana

citoplasmatica.

e Dominio Unico: es propio y Unico de la quinasa Src y no

encuentra homologia con las otras quinasa que integran
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la familia, en este dominio se encuentran diversos
residuos importantes en la interaccibn con otras

proteinas.

Dominio SH3: es un dominio implicado en interacciones
proteina-proteina capaz de wunirse a secuencias
amonoacidicas ricas en residuos de prolina y que adopten
estructura en forma de hélice (hélices de poliprolina). Es
un dominio globular formado por un barril B consistente
en 5 hojas B antiparalelas (figura 19). En uno de sus
lados contiene una hendidura hidrofébica que es donde

se realiza el contacto con las hélices de poliprolina.

Dominio SH2: dominio implicado en la interaccién con
residuos de tirosina fosforilados. Su estructura
secundaria se basa en una hoja B central con una hélice
o empaquetada a cada uno de sus dos lados (figura 19).
Esta estructura forma dos sitios de unién dentro del
dominio: el primero de ellos se encarga de reconocer y
unir los residuos de tirosina fosforilados y esta altamente
conservado; el otro sitio de unibn se encarga de
reconocer los residuos que rodean al de tirosina
fosforilado. Este udltimo sitio estd menos conservado
entre las distintas proteinas que poseen el dominio SH2,
y permite cierto grado de variedad en las interacciones

entre este dominio y las proteinas que reconoce.

Dominio quinasa: también Illamado en ocasiones
dominio SH1. Esta muy conservado entre las proteinas
de la familia e incluso entre las quinasas en general. Es
un dominio globular que presenta la estructura bilobular
tipica de muchas quinasas estando localizado el centro
catalitico en el hueco entre ambos I6bulos (99). El I6bulo
N-terminal es el mas pequefio y presenta una estructura
formada por cinco laminas B y una hélice a; el C-terminal
presenta una estructura mayoritariamente con forma de

hélice o (figura 19). Dentro de este dominio se
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encuentra el residuo Tyr 418, residuo clave para la
actividad de la quinasa como se vera en apartados

posteriores.

e Cola C-terminal: esta compuesta por los pocos
aminoacidos que se encuentran después del segundo
I6bulo del dominio quinasa. A pesar de esto, en ella se
encuentra situado el residuo Tyr 529, residuo de tirosina
altamente conservado e implicado en la regulacion de la
quinasa. Los ultimos 19 residuos C-terminales de la c-Src
estan sustituidos por 12 diferentes en la proteina virica
(v-Src) constituyendo esto la mayor diferencia

estructural entre ambas. Esta diferencia acarrea

importantes consecuencias en la actividad de la quinasa.

Figura 19: diagrama de
cintas que muestra la
estructura tridimensional
de la quinasa Src (A).
Vista frontal (B) y apical
(C) de la misma quinasa
representada como
diagrama de bolas (92).
Los distintos dominios se
muestran en diferentes
colores. Los dos l6bulos
del dominio quinasa se
representan en dos tonos
distintos de azul.

Expresion y La importancia de de la quinasa Src como punto clave
supresion en numerosas vias de regulacion y transduccién de
genica sefales hace que su expresion sea ubicua, si bien, hay tipos

de células en los que es mas importante como en el caso de

neuronas, fibroblastos y plaquetas (76;93;100).

Los ratones que han sufrido la supresiéon génica de la
quinasa Src son viables pero mueren a las pocas semanas

de osteopetrosis severa (85;101). Hoy se sabe que la



Introduccion: funcion de la ginasa Src

ausencia durante el desarrollo de la quinasa Src puede ser
suplida en el resto de tejidos diferentes al 6seo por otras
quinasas de la familia, como son Fyn y Yes. De hecho,
ratones con doble supresion génica para Src/Fyn o Src/Yes
mueren antes de nacer y los triples mueren en las primeras

etapas del desarrollo (102).

La quinasa Src es una tirosin-quinasa que cataliza la
fosforilacién especifica de residuos de tirosina de las
numerosas proteinas que son sustrato de ella. Su papel
fundamental se centra en vias de transduccion de sefales
en las que participa formando parte de las cascadas de
fosforilacién/desfoforilacion que llevan la sefial desde la
membrana hasta sus efectores finales dentro del citoplasma
y/0 el ndcleo (93;95;103-105). Su papel en la regulacién
de la proliferacion es asi mismo muy importante ya que es
capaz de activar numerosas vias de proliferacion
(93;95;103), pudiendo su bloqueo incluso causar la parada
del ciclo celular (17). También es importante para
aumentar la adhesibn y regular la migracibn en
fibroblastos, favorecer la maduracién de neuronas o evitar
la apoptosis ante la irradiacion o la privaciéon de citoquinas

en fibroblastos y algunas células hematopoyéticas (76).

La quinasa Src puede adoptar dos conformaciones muy
relacionadas con su actividad (76;93;95), la primera de
ellas es la denominada conformacion abierta. La
adopcion de esta conformacién es requisito necesario para
que la quinasa sea activa ya que en ella los diferentes
dominios estan accesibles para las proteinas sustratos y

permite las interacciones necesarias entre la quinasa y
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La osteopetrosis se
origina por fallos en la
actividad de los
osteoclastos los cuales
son necesarios para la
resorcion 6sea. Ante estos
fallos los huesos crecen
de manera desorbitada
invadiendo la médula 6sea
y disminuyendo la
produccion de células
sanguineas.

Funcion

Regulacion
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Figura 20: la fosforila-
cién de la Y529 por la
quinasa Csk hace que la
quinasa pase a una con-
formacién cerrada la cual
no es activa

Introduccion: funcién de la quinasa Src

diferentes proteinas a través de sus dominios SH2 y SH3.
La otra conformacion es la denominada conformacion
cerrada, inactiva y en la que la proteina sufre una serie de
interacciones intramoleculares que mantienen tanto su
centro activo con sus dominios de interacciéon SH2 y SH3

inaccesibles.

Ademas de la adopcion de una de las conformaciones,
existen dos residuos clave, que son, segun la numeracion
de la quinasa c-Src humana, el Y529 y el Y418 (93;95). El
residuo Y529 es fosforilado por la quinasa Csk vy
desfosforilado por fosfatasas (18) (figura 20); esta
fosforilacién es responsable de la inactivacion de la quinasa
Src, ya que el residuo de fosfotirosina resultante interactua
con el dominio SH2 de la propia quinasa haciendo que la
quinasa adopte la conformacion cerrada, inactiva (97). Esta
interaccién intramolecular se acompafa por otra en la que
la secuencia que conecta el dominio SH2 con el dominio
quinasa es capaz de adoptar una disposiciéon que le permite
interactuar con el dominio SH3 (92;97). La mutacién de
este residuo Y529 (93;95) o su desaparicion como en el

caso de la v-Src origina quinasas constitutivamente activas.

Por otro lado, el residuo Y418 es un lugar de
autofosforilacion (93;95;97) de la propia quinasa y su
fosforilacién es requisito necesario para que la misma sea

activa.

Fosforilacion por Csk

[
L

Accion de fosfatasas

Conformacioén cerrada (inactiva)
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Relacidon entre cancer de mama,

I 70-80% de los tumores de mama expresan el ERa y
Epor ello se consideran ERa positivos. La pérdida de su
expresion y/o actividad suele acompariarse de la pérdida de
la hormonodependencia y de la adquisiciéon de un fenotipo

mas agresivo (9-13).

El aumento de la actividad de la quinasa Src, bien por una
mayor expresion de la misma o por un aumento en la
actividad propiamente dicho, se presenta también en un
elevado porcentaje de los tumores de mama (87-
89;103;106;107). Ademas la quinasa Src estd implicada en
la ruta del EGF-R, ruta de gran importancia en el estudio
del cancer de mama (72;73;105;107-111).

Ambas proteinas son pues importantes en el desarrollo de
los tumores de mama, pero hasta la fecha no se ha
aclarado la relacion entre ellas, asi como el verdadero papel
que cada una juega en la adquisicion del fenotipo

hormonoindependiente.

La mayoria de los estudios sobre la fosforilaciéon del ERa
han tratado sobre su fosforilacién en residuos de serina, de
hecho, en un principio se pensaba que el ERa sb6lo se
fosforilaba en este tipo de residuos (112;113), por lo que
tradicionalmente se le ha dado mas importancia a este tipo

de fosforilacion.

Hoy se conoce que el ERa es fosforilado en residuos de

tirosina, en concreto en su residuo tirosina 537, por tirosin

ERa y Src
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quinasas de la familia de la quinasa Src (36;114-117;121),
habiendo sido posible en algunos casos concretos la
coinmunoprecipitacion del receptor con la propia quinasa
Src (16;118).

Aunque estd plenamente aceptado que la fosforilacion en
tirosinas ocurre, el efecto de esta fosforilacibn, como en
menor medida ocurre con la fosforilaciéon en residuos de
serina, es objeto de mucha controversia (36), ya que no
hay datos concluyentes para otorgarle un papel claro a la
misma. El resultado mas aceptado es que la fosforilacion
del residuo Tyr537 es condicidon suficiente pero no necesaria
para facilitar la uniéon del E2 al ERa (116) y promover la

proliferacién de las células (64).

El hecho que la fosforilacién sea condicidon suficiente para
mejorar esta uniébn, esta corroborado por datos
estructurales que demuestran que la fosforilacion del
residuo Y537, posibilita la formacién de interacciones
favorables en el lugar de union del ligando que hacen mas
propicia la unién del E2 (119). Ademas, la mutacién del
residuo Y537, por aminoacidos de caracter acido (Asp y
Glu), que mimetizan la carga negativa que origina la
fosforilacion, origina receptores constitutivamente activos
(6;120).

El que la fosforilacion no sea condiciéon necesaria para la
uniéon del E2, lo demuestra la mutacion Y537F, que impide
la fosforilaciéon del residuo, pero origina mutantes del ERa
cuya capacidad de unir E2 no se ve alterada (119). Sin
embargo, hay otros estudios que defienden que el ERa
silvestre es capaz de unir 10 veces mas eficientemente E2
que el mutante Y537F (116), por lo que la afinidad del
receptor por su ligando si se veria alterada, si bien este
cambio se puede deber a la menor estabilidad del mutante
(121).
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Ademas del papel que puede jugar en la afinidad por el
ligando, el papel de esta fosforilacién sobre la afinidad del
ERa por las secuencias ERE es otro punto de discrepancia,
ya que hay autores que estiman necesaria la fosforilacion
del residuo Y537 para la unién a estas secuencias (114), y
la homodimerizacion del ERa (115) hecho que demuestran
blogueando estos efectos con péptidos fosforilados en
residuos de tirosina (115). Por el contrario, existen otros
estudios que demuestran que el mutante Y537F conserva
intacta su capacidad de unién a las secuencias ERE (121)
por lo que la fosforilacibn no seria necesaria ni para la
homodimerizacién ni para la unién a sus secuencias diana
en el ADN.

También existen resultados que relacionan directamente la
quinasa Src con la activacion del receptor, pero de una
manera indirecta e independiente de ligando, es decir, sin
que exista fosforilacion en tirosinas del ERa (75), por lo que

la fosforilaciéon en tirosinas del receptor seria irrelevante.

Por otro lado, existen datos que indican que el tratamiento
con E2 es capaz de activar a la quinasa Src (122) y que
esta activacion aumenta la fosforilacion en tirosinas del ERa
de una manera rapida y transitoria que, ademas, es

blogueada por antiestrégenos (123).

Finalmente, ademéas de la relacién directa entre ambas
proteinas, la compleja regulacion del ERa, el papel de la
quinasa Src en otras importantes vias de transduccién de
seflales que acaban en la activacién del ERa (ver figura
12) y su papel como proto-oncogen, capaz de provocar por
si mismo la transformacion y consiguiente proliferacion de

las células (95;124), complica el estudio de su relacion.

En este contexto de controversia, en donde ni el papel de la

fosforilacibn, ni sus consecuencias estan aclaradas, es

31



32

Introduccién: relacion entre cancer de mama, ERay Src

donde surge el presente trabajo que trata de aclarar en
primer lugar, la relacion que existe entre ambas proteinas,
Src y ERa para, posteriormente, encontrar el papel que
juegan ambas en la transicion de células de cancer de

mama hacia un fenotipo hormonoindependiente.

La necesidad de aclarar las discrepancias existentes, asi
como el escaso numero de resultados que abordan la
implicacion de la quinasa Src en la adquisicion de la
hormonoindependencia, justifican el desarrollo del presente

estudio.









Introduccion: el cancer de mama

EI objetivo general del presente trabajo es aclarar la
relacion entre la quinasa Src, el ERa y la adquisicion
de un fenotipo hormonoindependiente dentro del contexto
de los tumores de mama. Para llevar a cabo este objetivo
general el trabajo se desarrollard buscando los siguientes

objetivos especificos:

1. Generar y caracterizar un modelo de estudio
adecuado a partir de las células de carcinoma de

mama humano MCF7.

2. Estudiar la expresion y actividad del ERa como
principal regulador de la respuesta a hormonas
tanto en el nuevo modelo celular como en las

células MCF7.

3. Descubrir los posibles mecanismos que expliquen

los fendbmenos encontrados.

4. Estudiar la proliferacion en funcion de Ila
dependencia de estrégenos de los diferentes

modelos celulares obtenidos.
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Generacion de las lineas MCF7src

La linea celular MCF7 es una de las mas usadas para los
estudios relativos al cancer de mama y constituye un
modelo para los estudios relacionados con esta
enfermedad. Esta linea procede de un adenocarcinoma
humano de mama, concretamente de un tumor secundario
originado por metastasis en la pleura (125). Es una linea
celular epitelial que crece adherida a la superficie de cultivo
Yy que, a pesar de ser una linea transformada, conserva

caracteristicas propias del epitelio mamario, como su

A
. . o NG
dependencia de los estrogenos como mitégenos (126).
60 kDa 9

Las células MCF7 presentan una expresion basal de la Figura 21: inmunoblot de
un extracto celular total
quinasa c-Src (127) detectable mediante inmunoblot procedente de células
MCF7 cultivadas en medio
usando anticuerpos especificos frente a la misma (figura DMEM con rojo fenol tras
una inmunoprecipitacion
21). con un anticuerpo anti-Src.

Uno de los objetivos del presente estudio ha sido generar, a
partir de la linea celular MCF7, un modelo celular en el cual
una isoforma constitutivamente activa de la quinasa c-Src
estuviera presente de forma estable. Esta situaciéon, en la
cual la quinasa esta presente de manera constitutivamente
activa, pero no excesivamente sobreexpresada, es una de
las condiciones tipicas en las que se presenta el cancer de
mama (73;128).

Para conseguir el nuevo modelo celular que expresara las
quinasa c-Src constitutivamente activa se decidi6
transfectar establemente células de la linea MCF7 con un
mutante constitutivamente activo de la quinasa c-Src de
raton, concretamente el Y534F (95). Dicha tirosina es la

equivalente a la Y529 en la quinasa humana y es, en
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Figura 22: imagen
esquematica de la
quinasa Src en su
conformacién cerrada.

Figura 23: alineamiento
de las secuencias
aninoacidicas de la
quinasa Src humana (en
azul oscuro) y su
homoéloga de raton (en
negro). El porcentaje de
identidad entre ambas es
del 96.7%, difereciandose
Unicamente en un
pequefio tramo remarcado
en azul claro en la figura.
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condiciones normales, fosforilada por la quinasa Csk, siendo
esta fosforilacion, como se ha explicado en la introduccion,
la responsable de su paso a la conformacion cerrada,
inactiva (figura 22). La mutacion de este residuo de
tirosina a fenilalanina es suficiente para impedir que se
desactive la quinasa y para que el protooncogen se
convierta en oncogen (95). La identidad entre las quinasas
humana y de ratén es del 96.7% (figura 23) por lo que los
resultados obtenidos mediante el uso de la quinasa de
ratbn son extrapolables a los que se obtendrian con la

quinasa humana.
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El ADNc que codificaba para la expresion de la quinasa Src
Y534F de ratén estaba clonado dentro de un plasmido que
contenia también el gen de resistencia a geneticina. Este
plasmido se transfecté mediente el uso de Superfect en
células MCF7. Como control para seguir el proceso de
seleccion, se utiliz6 una construccién que codificaba para la
proteina fluorescente verde de intensidad aumentada
(EGFP). Tras realizar la transfeccion, se llevd a cabo un
proceso de seleccién por presion selectiva con 0.4 mg/ml
de geneticina. Tras este proceso se consiguié aislar dos
clones de la linea establemente transfectada con EGFP y
seis de la linea transfectada con el mutante de la quinasa

Src.

Con el fin de conocer si el proceso de seleccion habia
modificado la morfologia de las células se analizaron con
detenimiento todos los clones obtenidos mediante el uso de
microscopia visible y no se detecté ninguna anomalia o
cambio aparente en la morfologia de los mismos con

respecto a la linea parental MCF7 (figura 24).

La nueva linea estable que expresaba la quinasa Src
constitutivamente activa se denominé MCF7src, y los clones

se numeraron sucesivamente como MCF7src#i donde “i

representa el numero del clon.
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Figura 24: iméagenes
obtenidas mediante
microscopia visible de los
clones #3 (A), #5(B), #6
(C) y #7 (D) de la linea
MCF7src y del clon #3 (E)
de la linea control
transfectada con EGFP,
obtenida mediante
microscopia de
flurescencia.
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Figura 25: inmunoblots
de algunos de los clones
estudiados asi como de la
linea parental MCF7 sin
transfectar (primera
columna) y transfectada
transitoriamente con la
quinasa (mutante
constitutivamente activo,
marcado como F-Src en la
figura) (UGltima columna),
ambas como controles.
En todos los casos se
parti6 de la misma
cantidad de proteina
total. En la primera fila de
bandas se muestra la
expresion total de
quinasa Src obtenida con
un anticuerpo frente a la
propia quinasa (anti-Src),
mientras que en la
segunda fila se muestra
los resultados obtenidos
para esas mismas
muestras con un
anticuerpo anti-
fosfotirosina (anti-PY).

Por simplificacion del
texto, a partir de este
punto al hacer referencia
a la linea MCF7src
siempre se estara
hablando de este clon, el
MCF7src#5, a no ser que
se indique lo contrario.
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Los seis clones de linea MCF7src obtenidos se analizaron
para buscar aquel que presentara una mejor relaciéon
expresion/actividad de Src. Con este fin, se obtuvieron
extractos celulares que fueron analizados mediante
inmunoprecipitaciéon con un anticuerpo frente a la quinasa
Src. De esta manera se determiné la expresion a nivel de
proteina de la quinasa (figura 25). Para establecer su nivel
de actividad de una manera sencilla, se decidié estudiar la
fosforilacion en tirosinas de la propia quinasa, ya que para
que la quinasa esté activa, requiere la autofosforilacion de
su Y423 (Y418 en la Src humana) (95,129). Para realizar
esta medida se eliminaron los anticuerpos del anterior blot
y se volvié a inmunomarcar éste, usando como anticuerpo

primario un anti-fosfotirosina (anti-PY) (figura 25).

MCF7 MCF7src#7 MCF7src#6 MCF7src#5 MCF7
+F-Src
60kDa —p- - -— Anti Src
—_ |
e B B

A continuacién, y comparando los resultados de uno y otro
blot para todos los clones, se seleccioné para su posterior
estudio el clon namero 5 (MCF7src#5) ya que era el que

presentaba una mejor relacion de expresion/actividad.

Con el fin de comprobar la expresion en la linea MCF7src de
la quinasa con la que fue transfectada establemente, se
realiz6 una PCR, en la que, usando cebadores especificos
para amplificar el gen de la quinasa insertado, se comprobé
la presencia de la misma a nivel de ARNm. Para disefar
estos cebadores se alinearon las secuencias nucleotidicas
de la quinasa humana y de ratén usando la herramienta
PALIGN (http://fasta.bioch.virginia.edu/) que usa motivos

locales como ventana para realizar el alineamiento. Una vez



Resultados: generacién de la lineas MCF7src

realizado el alineamiento, se busc6é una zona del mismo en
donde ambas secuencias no alinearan, de manera que
usando cebadores que hibridaran en ese tramo de la
secuencia sb6lo se amplificara mediante la reaccion de PCR
la secuencia de la quinasa transfectada establemente (de
ratbn) y no la enddégena (humana). En la figura 26 se
muestra como los cebadores usados son capaces de
amplificar las muestras tanto de la linea MCF7src, como la
del control positivo en la que se us6 como molde la
contruccion purificada donde estaba subclonada la quinasa.
Sin embargo los cebadores fueron incapaces de amplificar
la muestra proveniente de las células MCF7 (control
negativo del ensayo). Este resultado pone de manifiesto
que el gen del mutante Y534F de la quinasa Src de raton se

expresa en la linea MCF7src.

C- MCF7src C+

Por ultimo, para determinar si la quinasa transfectada se
expresaba dando lugar a una proteina funcional, se decidi6
ver si era capaz de activar la via de los STATs (Signal
Transducers and Activators of Transcription), ya que esta
documentado, por estudio previos (76;130-132), que la
quinasa Src es capaz de estimular esta via. Para ello, se
transfectaron células MCF7 y MCF7src con una coleccion de
construcciones que contenian un elemento de respuesta a
los STATs fusionado al gen de la luciferasa. De esta
manera, una activacion de la via STAT por la quinasa Src
provocaria un aumento en la expresion de la luciferasa,

facilmente medible mediante el analisis de la luminiscencia
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Figura 26: expresion del
ARNmMm de la quinasa
transfectada. La imagen
representa el gel de
agarosa del 0.6% donde
se corrieron los productos
de PCR tanto de la
muestra de interés como
los del controles negativo
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Figura 27: el PP2 (4-
Amino-5-(4-clorofenil)-7-
(t-butil)pirazol[3,4-d]
pirimidina) es uno de los
principales inhibidores de
las tirosin quinasas de la
familia Src por su gran
especificidad (22-24).

Figura 28: medida de la
actividad transcripcional
de las las células MCF7 y
MCF7src, en presencia o
ausencia de PP2 (10 nM).
Las sefiales provenientes
del luminémetro fueron
normalizadas frente a la
cantidad de proteina total
de los extractos para cada
y representadas de
manera relativa a la
muestra MCF7 en
ausencia de PP2 (sefal
control).
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de las muestras. En el mismo ensayo, y para corroborar
que el aumento de la sefal era debido de manera especifica
a la quinasa Src, se decidi6é usar un inhibidor especifico de

la misma, el PP2 (Calbiochem) (figura 27).

En la figura 28 se observa como la linea MCF7src presenta
una mayor actividad transcripcional, cercana a dos veces y
media mayor, que la de la linea MCF7, que es fruto de la
expresion basal de la quinasa enddgena (c-Src humana), y
siendo esta actividad inhibida por el PP2 en ambas lineas
celulares. Estos resultados ponen de manifiesto que la
diferencia en la actividad transcripcional entre ambas lineas
se debe a una mayor actividad quinasa en las células

MCF7src atribuible a la quinasa establemente transfectada.

300 ~
M -PP2
250 +PP2

200 -
150 -

100 -

respecto al control

50 +

%o de actividad transcripcional

MCF7 MCF7src

Por lo tanto, a través de la transfeccibn y posterior
seleccién de clones, se ha conseguido un nuevo modelo
celular denominado MCF7src que expresa de manera
estable y funcional la isoforma constitutivamente activa de
la quinasa Src. La obtencion de este modelo celular
representa la consecucién del primer objetivo propuesto y

permite el desarrollo de los objetivos siguientes.
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Las células MCF7src no responden
a estradiol

U na vez creado el modelo celular de trabajo adecuado,
y con el fin de aclarar si la quinasa Src influye sobre
la actividad del ERa, el paso siguiente fue determinar si la
expresion estable de la quinasa constitutivamente activa,

alteraba la actividad del ERa.

En primar lugar, para comprobar si los distintos niveles de
expresion/actividad de la quinasa Src vistos en los
diferentes clones de la linea MCF7src (figura 25) se veian
reflejados en un cambio de la respuesta estrogénica, se
realizé un experimento en el que células MCF7 y diferentes
clones de la linea MCF7src fueron transfectadas con una
construcciéon marcadora que lleva el gen de la luciferasa
bajo el control de una serie de elementos de respuesta a
estrogenos o EREs, (figura 29) (39). Este ensayo sirvio

ademas como control de seleccién (ver nota al margen).

Las células fueron transfectadas con la construccion
anteriormente citada y denominada ERE-Luc y crecidas en
presencia (E2, 1 nM) o ausencia de estrégenos durante 36
horas. Posteriormente, se hicieron los extractos celulares y
se midi6 la actividad luciferasa, representando los
resultados en la figura 30. En esta figura se puede ver
que la linea MCF7 presenta una clara respuesta a estradiol
tal y como estaba documentado previamente (39). Esta
respuesta es menor en los diferentes clones analizados de
la linea MCF7src, los cuales se comportan de manera
homogénea. También se puede observar la existencia de
una correlacién entre el nivel de expresidn/actividad de la

quinasa Src y la pérdida de esta respuesta a estradiol.

EREs

Figura 29:imagen
esquematica de la
construccion denominada
ERE-Luc. La flecha negra
indica la posicion de los
elementos ERE y el
fragmento rojo la del
ADNc que codifica para la
expresion de la luciferasa.

Control de seleccién: en
el caso de que los clones
no se comportaran de la
misma manera, la
variacion de la respuesta
se puede atribuir a un
artificio propio del proceso
de seleccién clonal. Un
comportamiento
homogéneo de los clones
indica que la seleccién se
ha realizado con éxito.
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Figura 30: respuesta
estrogénica medida
mediante la construcciéon
ERE-Luc. El gréafico de
barras muestra los
resultados de normalizar
la sefial de la actividad
luciferasa con respecto a
la concentracion de
proteina total de cada
muestra, a continuacion
todos los valores se
relativizaron frente al de
las células MCF7 en
ausencia de estrégenos
(sefial control) al que se
le otorgé un valor
arbitrario de 100. En la
parte inferior del grafico
se muestra los
inmunoblots de la figura
25 para su comparacion
con los valores obtenidos.

Resultados: las células MCF7src no responden a estradiol

Cuanto mayor es este nivel, menor es la respuesta a E2.
Esto ultimo se deduce de la comparacion del gréafico de
barras con el inmunoblot situado en la misma figura en el
cual se muestran los niveles de expresion y
autofosforilacion de la quinasa Src para cada uno de las los
clones. Esta correlacibn se puede hacer extensiva a la
respuesta basal en ausencia de estrégenos la cual es

también menor conforme el nivel de expresion/actividad es

mayor.
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Estos experimentos ponen de relieve que la actividad del
receptor de estrégenos en los diferentes clones de la nueva
linea MCF7src esta significativamente disminuida. En
concreto, en el clon MCF7src#5, el cual se habia
seleccionado anteriormente para posteriores estudios, por
su mayor relaccidon expresioén/actividad de la quinasa Src, la
pérdida de actividad del receptor, medida como la falta de
respuesta a estradiol, es de casi tres veces. Ademas, la
respuesta basal en ausencia de estradiol en este clon, es

también un 75% mas baja que en las MCF7(figura 31).
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Por lo tanto, la expresion de la isoforma de la quinasa Src
constitutivamente activa ha modificado tanto la actividad

basal del receptor como su respuesta a E2.
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Para demostrar gque los resultados obtenidos eran mediados
por el receptor de estrégenos, en un ensayo igual al
anterior se afadi6 al medio de cultivo tamoxifeno (TXF)
que, a una concentracion de 0.05 pM, bloqued los efectos
del estradiol. Como se observa en la figura 32, la actividad
del ERa inducida por el E2 en las células MCF7, es
blogueada por el tamoxifeno. Por el contrario, el tamoxifeno
no afecta la actividad basal del ERa presente en las células

MCF7src.
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Figura 31: respuesta a la
construccion ERE-Luc en
las células MCF7 'y
MCF7src. En esta figura
se representan los
mismos datos de la figura
30 pero soOlo se hace con
la linea MCF7 vy la
MCF7src (clon MCF7src#5)
para su mejor
comparacion.
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Figura 32: efecto del
tamoxifeno. Las medidas
de la actividad luciferasa
se normalizaron frente a
la concentracién de
proteina total del extracto
y se representaron de
manera relativa tomando
como referencia la
medida de las células
MCF7 transfectadas
Unicamente con el
elemento ERE-luc
(nombrado como ERE en
el gréafico).
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Figura 33: inmunoblots
anti-Src de las células
MCF7, MCF7src y de la
linea MCF7 transfectada
transitoriamente con la
misma quinasa usada
para la transfeccion
estable.

Resultados: las células MCF7src no responden a estradiol

Los resultados presentados hasta ahora demuestran que la
transfecciéon estable de células MCF7 con la forma
constitutivamente activa de la quinasa Src disminuye la
respuesta a E2. En estudios anteriores, se habia visto que,
por el contrario, células MCF7 transfectadas
transitoriamente con la quinasa Src constitutivamente
activa, presentan una mayor respuesta a los estimulos
estrogénicos (75), sugiriendo diferencias fenotipicas
importantes entre la expresion estable y la transitoria,
probablemente debidas a los mayores niveles de expresion
de Src en transfecciones transitorias. Para comprobar esta
hipétesis, se estudio el nivel de expresion de la quinasa Src
en las células MCF7, en la linea MCF7src y en células MCF7

transfectadas transitorimente con la quinasa. (figura 33).

MCF7 MCF7src MCF7+Src (trans.)

60 kDa —p - W i Src

De la cuantificacion de la figura 33 mediante Ila
densitometria de las bandas obtenidas, se deduce que, el
nivel de expresién de la quinasa alcanzado en las células
transfectadas transitoriamente, es de méas 100 veces mayor
que en las células MCF7 sin transfectar, mientras que en las
transfectadas establemente, es solamente unas 10 veces
mayor que la basal. Este resultado pone de manifiesto que,
tal y como se habia propuesto anteriormente, las
diferencias fenotipicas encontradas, pueden deberse a los

distintos niveles de expresion de quinasa Src alcanzados .

Para determinar si efectivamente el aumento de Ila
respuesta estrogénica documentado anteriormente (75), se
debia a los niveles de sobreexpresion alcanzados por la

transfeccién transitoria, se decidi® realizar diversos
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experimentos encaminados a estudiar el efecto, sobre la
respuesta estrogénica, de la transfeccion transitoria en

comparacion con la estable .

En primer lugar, se comprobé si la transfeccidén transitoria
de la quinasa Src aumentaba la actividad transcripcional
del ERa. Para ello, usando el reactivo Superfect, se
transfectaron transitoriamente células MCF7 con la quinasa
Src y la construccion ERE-Luc anteriormente citada y se
compararon con células Unicamente transfectadas con el
elemento ERE-Luc. Los resultados obtenidos de la medida
de la actividad luciferasa fueron normalizados frente a la
concentracibn de proteinas total para cada muestra
(figura 34). Estos, muestran que en efecto la transfecion
transitoria del mutante constitutivamente activo de la
quinasa Src en la linea celular MCF7 produce un
considerable aumento de la actividad transcripcional del
ERa.
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Seguidamente, mediante la cotransfeccion de cantidades
crecientes de quinasa Src con la construccién ERE-Luc, se
comprobé que el aumento de la respuesta estrogénica,
medida como aumento de la actividad transcripcional en

respuesta al estradiol, es dependiente de la cantidad de
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Figura 34: transfeccion
transitoria con la quinasa
Src. En el eje de
ordenadas se muestra, en
unidadades arbitrarias, la
actividad trasncripcional,
medida mediante el uso
de la construccion ERE-
Luc, normalizada frente a
la concentracion de
proteinas de cada
muestra.
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Figura 35: experimento
dosis-respuesta. Las
células fueron
transfectadas en una
placa de 24 pocillos con
lipofectamina y las
cantidades de quinasa
mostradas en el eje de
abcisas y una cantidad
constante (0.3 pg) de la
construcciéon ERE-Luc, se
incubaron las células
durante 36 horas, se
realizaron los extractos
celulares y se midié la
sefial luciferasa. La sefial
fue normalizada frente a
la obtenida midiendo la
actividad p-galactosidasa,
cuya construccion fue
cotrasfectada en todos los
casos Yy representada de
manera relativa a la
obtenida en las muestras
sin quinasa transfectada.

Resultados: las células MCF7src no responden a estradiol

quinasa Src transfectada, con una saturacibn de Ila

respuesta con 0.5 pg de quinasa (figura 35).
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Finalmente se comprobé que el efecto de subida de la
respuesta estrogénica tras la transfeccion transitoria con la
quinasa Src era temporal. Para ello se cotransfecté 0.3 ug
de la quinasa constitutivamente activa y la construcciéon
ERE-Luc en las células MCF7. A continuacion, se comparo la
respuesta con la obtenida en células MCF7src transfectadas
Unicamente con la construccion ERE-Luc en extractos
celulares obtenidos a diferentes tiempos. En la figura 36
se muestran los resultados obtenidos; en ella se puede
observar como el aumento de la respuesta, inducido por la
quinasa, desaparece a las 72 horas conforme la expresiéon
de la quinasa, al ser una transfecciéon transitoria,
desaparece. Sin embargo, la sefial en las células MCF7src,
so6lo transfectadas con la construccion ERE-Luc, no se ve
alterada en el tiempo, de lo que se deduce, que el efecto de
subida es un efecto temporal mientras que el de bajada lo

€s permanente.
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Con estos resultados (figuras 33-36) se demuestra que la
diferencia hallada con estudios previos (75) a propdsito del
efecto de la quinasa Src sobre la actividad del ERa se debe
a los niveles de expresion de la misma en los diferentes
estudios. La validez del modelo de transfeccion estable
discutira

frente al de transfeccibn transitoria se

posteriormente en el apartado de discusion.

Una vez que se ha comprobado que la expresion estable de
la quinasa modificaba la actividad transcripcional del
receptor de estrégenos alfa de manera permanente, y dada
la importancia de este hecho, se decidi6 estudiar si el
efecto observado con la construccion marcadora (ERE-Luc),
se veia reflejado en cambios en la regulaciéon de los genes
enddgenos regulados por estrégenos. Los genes regulados
por estrégenos que se decidié estudiar fueron: el de pS2
(59;61), el del receptor de progesterona (58;136), el de la
catepsina-D (59;60;137) y el del propio receptor de
estrogenos (51-54;138). Para ello, se utilizé la técnica de la
PCR cuantitativa en tiempo real (25;26) que permite
cuantificar de manera relativa la expresion del ARNm de un
gen en diferentes muestras y/o condiciones experimentales
(141).
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Figura  36: evolucion
temporal: tras la transfec-
cién se realizaron los ex-
tractos a las horas indica-
das en el eje de abcisas.
La sefial fue normalizada
frente a la obtenida mi-
diendo la actividad -
galactosidasa, cuya cons-
trucciéon fue cotrasfectada
en todos los casos y re-
presentda de forma relati-
va a la senal e tiempo
cero para la linea MCF7.

La expresion de estos
genes enddégenos
regulados por estrégenos
es utilizada en clinica
como marcador de la
funcion del ERa y como
indicador de respuesta
ante terapias
antiestrogénicasen
tumores de mama.
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Figura 36: resultados de
las PCR cuantitativas. En
los gréaficos se representa
el resultado de normalizar
el nivel de expresion
relativa (N.E.R.) de las
muestras frente al de las
células MCF7 sin E2 para
los genes pS2 (A),
catepsina-D (B), receptor
de progesterona (C) y ER
a (D).

El nivel de expresion
relativa (N.E.R.) (139-
141) representa cuantas
veces es mayor la
expresion de un gen en
una muestra respecto a
una muestra control cuyo
N.E.R. es 1 por
asignacion.

. . N.E.R. normalizado (%0)
N.E.R. normalizado (%) N.E.R. normalizado (%)

N.E.R. normalizado (%)

Resultados: las células MCF7src no responden a estradiol

3000 -~ pS2

2000 -

1000

T

0 | m— ——
MCF7 MCF7src

500 CAT-D
400 ~ (

300 ~
200

100 -

MCF7 MCF7src

500 - prog-R

400 -

300 -

200 -

100 - .
o

MCF7 MCF7src

150 -~ ERq

100 -+

50 +

MCF7 MCF7src



Resultados: las células MCF7src no responden a estradiol

Los datos obtenidos se muestran en la figura 36, en donde
se representa el nivel de expresion relativa de cada
muestra normalizado frente a la muestra control MCF7 sin
tratar con E2. Como se puede ver en dicha figura, la adicidon
de estradiol al medio de cultivo provoca el esperado
aumento de la expresion de los genes pS2, catepsina D
(CAT-D) y receptor de progesterona (prog-R), y un
descenso en la expresion del ERa en las células MCF7, que
es estadisticamente significativo en todos los casos (n=4,
P<0.01). Esto concuerda con lo conocido sobre la
regulacion de estos genes (51-54;58;61;138;142).

Por el contrario, en las células MCF7src, se observa como la
respuesta al estimulo por E2, medida como cambio en los
niveles de expresion de los diferentes genes, es menor en
todos los casos. No se produce ningdn cambio significativo
en la expresion de estos genes (n=4, P>0.1), salvo en el
caso del receptor de progesterona (figura 36c¢), en donde
a pesar de que el E2 provoca un aumento significativo en
su expresion (n=4, P<0.01), dicho aumento es claramente

menor que el que ocurre en las células MCF7.

La pérdida de la capacidad del estradiol de regular la
expresion de los genes estudiados, asi como los resultados
del estudio mediante elementos ERE, pone de manifiesto
que la expresion estable de la isoforma constitutivamente
activa de la quinasa Src en las células MCF7src, modifica la
actividad del ERa impidiendo que responda a los estimulos
estrogénicos de la manera en que lo haria en las
condiciones silvestres, representadas en todos los casos por

los resultados de la linea MCF7.
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Alteraciones en la expresion del ERa

Tras comprobar que la actividad del ERa estaba alterada
en las células MCF7src, el siguiente paso fue estudiar
el mecanismo molecular implicado. Para ello, se decidi6
investigar la expresion del receptor con el fin de hallar
cualquier alteraciéon en la misma que pudiera explicar este

fenébmeno.

En primer lugar, se estudi6é la expresion del ERa a nivel de
proteina, para ello, se evaludé la cantidad de la misma a
través de su deteccion, mediante inmunoprecipitacion con
un anticuerpo monoclonal anti-ERa, en extractos celulares
de las lineas MCF7 y MCF7src (figura 38). El andlisis de los
inmunoblots obtenidos mostré que la expresion de la
proteina del receptor era superior en las células MCF7src, y
que este aumento en la expresidon era revertido por la
presencia de PP2 (10 nM), indicando asi que este mayor
nivel de expresion estaba mediado por la actividad de la

quinasa (figura 39).
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Figura 38: blot
representativo de la
acumulacion del ERa en el
que se cargd igual
cantidad de proteina total
en todas las calles. Se
muestra asi mismo el blot
control con la banda
obtenida con un
anticuerpo contra la B-
actina.

Figura 39: acumulacion
de proteina del ERa el
grafico representa el
resultado de la
densitometria de las
bandas (n=3) obtenidas
en los inmunoblots, los
datos se representan de
manera relativa al nivel
de acumulacion en las
células MCF7.
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Figura 40: fosforilacion
en tirosinas del ERa. El
grafico muestra el
resultado de la
densitometria de las
bandas (n=3) obtenidas
tras realizar un
inmunoblot usando un
anticuerpo anti-
fosfotirosina sobre los
inmunopurificados usados
en la figura 38 y para
una misma cantidad total
de ERa. Junto al gréfico
de barras se presenta uno
de los inmunoblots
obtenidos en el que se
muestra el ERa
fosforilado en tirosina
detectado con anticuerpo
anti-fosfotirosina.

Resultados: alteraciones en la expresion del ERa

Dada la mayor actividad de la quinasa Src en las células
MCF7src y que el ERa es sustrato de esta quinasa
(114;116;117;143), se plante6 si ademas de acumularse la
proteina, su nivel de fosforilacion estaba también alterado
en esta linea celular. Para estos estudios se
inmunoprecipité el ERa. La fosforilacion en tirosinas del ERa
inmunopurificado se evalu6 mediante un inmunoblot
utilizando un anticuerpo anti-fosfotirosina. La figura 40
muestra que el nivel de fosforilacion del ERa es mas de tres
veces mayor en las células MCF7src, y que esta
fosforilacion es mediada por la quinasa Src como demuestra
su inhibicién por PP2 (10 nM).
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Por lo tanto, la quinasa Src estd provocando dos efectos
sobre la proteina del ERa: en primer lugar, provoca un
aumento de su fosforilacion en residuos de tirosina y en
segundo lugar, provoca un aumento de los niveles de

proteina totales.

Para determinar si la acumulacion de proteina se debia a

una mayor cantidad de ARN mensajero se investigo,
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mediante PCR cuantitativa, los niveles basales (en ausencia
de estrégenos) del ARNm del ERa. Como se muestra en la
figura 41, las células MCF7src presentan una expresion a
nivel de mensajero aproximadamente 4 veces mayor (n=4,

P<0.01) que la mostrada por las células MCF7.

N.E.R

i

MCF7 MCF7src

A continuacioén se estudi6 si la mayor cantidad de ARNm del
ERa en las células MCF7src, se debia a un aumento en la
transcripcién del gen del ERa. La estrategia experimental
consisti6 en evaluar la actividad transcripcional del
promotor del ERa. Para ello, se emplearon diferentes
construcciones, en las que, fragmentos del promotor del ER
estaban fusionados al gen de la luciferasa (figura 42)
(142).

I—" r.' LUC

Fragmento 3.5-210 Kb

' e ]

Fragmento del promotor

Fragmento 550-210 Kb

Luc

Fragmento 0-210 Kb
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Figura 441: nivel de
expresion relativo del ERa
medido por PCR
cuantitativa en las células
MCF7 y células MCF7src.

El promotor que se uso
fue el promotor A ya que
es el que presenta una
mayor actividad en las
células MCF7 (34).

Figura 42: esquemas de
las construcciones usadas.
A, imagen tipo de los
plasmidos usados. B,
detalle de los fragmentos
del promotor y su unién al
gen de la luciferasa (142).
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Figura 43: medida de la
actividad transcripcional
del promotor el ERa. Los
resultados de la medida
de la luciferasa fueron
normalizados con los
obtenidos para la
expresion del gen control
B-galactosidasa, que fue
cotransfectado con las
construcciones del
promotor. Los resultados
asi obtenidos se
representaron como
medida de la actividad
transcripcional de cada
una de las construcciones
transfectadas, definidas
en la figura 42.

Los elementos necesarios
para la transcricion basal
se encuentran entre +550
y el -210, esta es la razon
de porqué no hay
diferencia entre los dos
primeros fragmentos
utilizados, aconteciendo la
bajada de la transcripcién
cuando se eliminan parte
de estos elementos en el
tercer fragmento
estudiado (24;144).

Resultados: alteraciones en la expresion del ERa

Usando estas construcciones se puede detectar cualquier
variacion en los niveles de expresion del ERa a nivel
transcripcional, ya que ésta se veria reflejada en la
expresion de la luciferasa. Las diferentes construcciones
fueron transfectadas, usando el reactivo Lipofectamina
2000, en las células MCF7 y MCF7src y se evalud la

actividad luciferasa (figura 43) para todas las muestras.
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Construccion usada

Los resultados de la figura 43 muestran una leve
diferencia entre ambas lineas celulares, existiendo incluso
una mayor actividad transcripcional en la linea MCF7, lo que
va en contra del efecto observado en los niveles de ARNm.
Este hecho, junto con que las diferencias entre las lineas no
sean significativas para el segmento mayor (n=6, P>0.4,
para el fragmento 3,5-210) hace descartar que el mayor
nivel de ARNm del ERa en las células MCF7src sea debido a
una mayor transcripcion del gen y sugiere un efecto post-

transcripcional.

Para estudiar la regulacion post-transcripcional del ERa, se
decidi6 ver si la mayor cantidad de mensajero presente en

las células MCF7src se debia a un incremento en la
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estabilidad del mismo. Para ello, se evalu6 la vida media de
éste bloqueando la transcripcibn mediante la adicion al
cultivo de actinomicina-D (a una concentraciéon final de 8
MM) y siguiendo de la caida de las cantidades de mensajero
mediante PCR cuantitativa y oligonucleétidos cebadores
especificos para el ERa. Los resultados obtenidos indicaron
que la vida media del ARNm del ERa se incrementa
aproximadamente dos veces en las células MCF7src (n=28,
P<0.01) (figura 44). Este aumento estd mediado por la
quinasa Src, puesto que el tratamiento de las células
MCF7src con PP2, inhibidor especifico de la misma, reduce
la vida media del mensajero a valores similares a los que se
encuentran en las células MCF7 (figura 44) (n=28,
P<0.01).

Vida Media
300 - MCF7 99.6+ 38 min
MCF7src 226.0 = 52 min
[ MCF7src+PP2 112.5 = 52 min
~ 200 -
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MCF7 MCF7src MCF7src+PP2

El aumento de la vida media del ARNm del ERa si explica la
mayor cantidad de del mismo en las células MCF7src, asi
como el subsiguiente aumento de las cantidades de

proteina.

Por lo tanto, y en su conjunto, los resultados obtenidos,

ponen de manifiesto que la expresion estable de la quinasa
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El blogueo de la transcrip-
cion y el seguimiento de
la caida de la cantidad de
ARNmM mediante el uso de
la PCR cuantitativa es una
técnica novedosa y extre-
madamente sensible ya
que es capaz de detectar
mindsculas variaciones en
la cantidad de molde,
siendo precisamente esta
sensibilidad, la que provo-
ca que los datos obtenidos
en este trabajo difieran de
los anteriormente publica-
dos (35;52).

Figura 44: vida media
del ARNm del ERa para
las diferentes condiciones
mostradas en el eje de
abcisas; se muestra
también los valores
numéricos en la tabla
junto al grafico.
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Resultados: alteraciones en la expresion del ERa

Src en su forma constitutivamente activa, provoca en las
células MCF7src una alteracion en la expresion y funcién del
ERa, aumentando, tanto su expresion a nivel de ARNm y de
proteina, como su fosforilacion en tirosinas. Ambos hechos
pueden ser los responsables de la pérdida de la sensibilidad
de estas células al E2. Estos resultados, junto con los
obtenidos en el capitulo anterior completan el estudio de los

objetivos 2 y 3 del presente trabajo.
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Estudio de la hormonodependencia

Como se ha demostrado anteriormente, la presencia
activa de la quinasa Src provoca una pérdida de
sensibilidad a los estréogenos mediada por el ERa. Ante este
hecho surge la pregunta de si esta pérdida de respuesta es
acompafnada por la adquisicion de hormonoindependencia
en las células MCF7src, permitiéndoles crecer/proliferar en
ausencia de estrogenos. Para comprobar esta hipétesis se
realizaron diferentes ensayos en los cuales se estudido el
crecimiento de las células MCF7src, en comparacion con las

MCF7, en presencia y ausencia de estrégenos.

En primer lugar, se cuantificé el crecimiento en funcién del
tiempo de las dos lineas celulares en ausencia de
estrégenos mediante conteo celular. Como muestra la
figura 45, la privacibn de estrogenos ralentiza el
crecimiento de las células MCF7 hasta casi detenerlo, sin
embargo, el crecimiento de las células MCF7src no se ve

alterado por esta circunstancia.
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Figura 45: proliferacion
medida por conteo
celular. El  eje de
ordenadas representa
proliferaciéon celular
medido como el ndmero
de células a cada tiempo
normalizadas frente a las
presentes a tiempo cero
(unidades arbitrarias).
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Figura 46: ciclo celular.
A. Gréafico de la distribucion
de células segun su
marcaje con yoduro de
propidio en ausencia de
E2; en azul oscuro se
muestran las células
MCF7 y en azul claro las
MCF7src. B. Porcentaje
de células en fase S tras
los distintos tratamientos.

Resultados:estudio de la hormonodependencia

Una vez visto que las células MCF7src eran capaces de
proliferar en ausencia de estrogenos, se procedid6 a
analizar, mediante un estudio del patron de fases del ciclo
celular, cual era el origen de esta diferencia entre la linea
MCF7 y la MCF7src. Usando las citometria de flujo (145) se
obtuvo el patrén de fases del ciclo celular para ambas

lineas en ausencia y presencia de E2 1 nM (figura 46).
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Del estudio del patrén de fases del ciclo celular se deduce,
en primer lugar, que en ausencia de estimulos
estrogénicos, las células MCF7src presentan una mayor tasa
de proliferacion. Como se puede ver en la figura 46a, el
solapamiento de los picos de ambas lineas, muestra que las
células MCF7 se acumulan en la fase G1, mientras que en
las células MCF7src aparece de un hombro (marcado por
una flecha negra en la figura) que no se encuentra presente
en las MCF7. Este hombro se corresponde con un mayor
porcentaje de fase S, tal y como se puede ver en la figura
46b, donde se ve el porcentaje de células en esta fase es
cercano a cinco veces mayor en las células MCF7src que en
las MCF7. En esta misma figura 46b se puede ver como el
estimulo por E2 es capaz de activar la proliferacién de las
MCF7 (control positivo del ensayo) pero apenas aumenta la

tasa de proliferacion de las MCF7src.



Resultados:estudio de la hormonodependencia

Para confirmar que el aumento de la proliferacién tenia
como origen una mayor fase S en las células MCF7src se
us6 una segunda técnica basada en la citometria de flujo: el
estudio de la incorporacién de BrdU. Durante la fase S se
produce la sintesis de ADN previa a la division celular; en
esta técnica se estudia la incorporacion de BrdU en lugar de
la timidina durante dicha sintesis. El BrdU es luego marcado
con una anticuerpo conjugado a una sonda fluorescente
(FTIC, tioisocianato de fluoresceina) cuya sefal es
reconocida por el citbmetro de flujo, de esta manera, una
mayor sefal del citbmetro implica una mayor sintesis de

ADN vy por lo tanto una mayor proliferacion.

En la figura 47 se comprueba que, en condiciones de
ausencia de estrégenos, las células MCF7src presentan una
mayor sintesis de ADN que las MCF7, lo cual es
consecuente con el aumento de la fase S visto en el andlisis
del patrén de fases del ciclo celular. En la misma figura 47
se aprecia también como la presencia de estradiol en el
medio de cultivo hace aumentar la tasa de sintesis de ADN
de las células MCF7 (control positivo) y como esta subida
en respuesta al E2 es menor en el caso de la MCF7src,
resultado que es también coherente con lo Vvisto

anteriormente.
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Figura 47: incorporacion
de BrdU. El porcentaje de
proliferacion se calculé
estimando el ndmero de
células que presentaban
marcaje con el conjugado

BrdU-anticuerpo—FTIC.
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Figura 48: inhibicion de
la proliferacién por PP2. El
porcentaje de prolifera-
cion obtenido del analisis
de las muestras con el
citbmetro de flujo se nor-
maliz6 frente al valor de
las células MCF7 sin tratar
y se representé dando de
manera arbitraria el valor
de 100% a las células
MCF7.

Resultados:estudio de la hormonodependencia

Para confirmar que la proliferaciéon en ausencia de estradiol
era debida a la presencia activa de la quinasa Src
transfectada, se evalud el efecto del inhibidor especifico de
PP2 sobre la proliferacion celular. Para ello se realiz6 un
ensayo de incorporacion de BrdU en el cual se incubaron las
células en medio sin estrégenos durante 48 horas en

presencia y ausencia del inhibidor PP2 (10 nM).
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En la figura 48 se observa como la mayor tasa de
proliferacion de las células MCF7src es parcialmente
blogueada por el inhibidor PP2, sugiriendo que Ila
hormonoindependencia en la proliferacion de estas células

estd mediada por la actividad de la quinasa Src.

Tras el analisis de todos los resultados, se pone de
manifiesto que la expresion de la quinasa Src altera la
hormonodependencia de las células MCF7src, dotandolas de
la capacidad de proliferar en ausencia de estrégenos,
siendo este efecto mediado por la quinasa Src. Estos

resultados culminan el estudio del objetivo niumero 4.









Discusién

La generacion de nuevos modelos celulares que
permitan el estudio del papel de determinadas
proteinas en los fendmenos celulares, es algo comun dentro
de la investigacion en oncologia. Si estos modelos se basan
en la expresion estable de la proteina de interés, el valor de
los mismos aumenta, ya que presentan una mayor

relevancia biolégica (146-148).

Hasta ahora, el estudio del papel de la quinasa Src en la
regulaciéon del ERa, se habia estudiado mediante ensayos in
vitro (115;116;118) o tras sobreexpresar, mediante
transfecciones transitorias, alguno de los componentes
implicados (Src o el ERa) (75;114;118). Los ensayos in
vitro, si bien suponen una aproximacion al problema,
carecen de la relevancia de un ensayo in vivo. En cuanto a
las transfecciones transitorias, este tipo de transfecciones,
concentran un gran nivel de expresiéon en un corto espacio
de tiempo, pudiendo llegar a aumentar mas de 100 veces la

cantidad de proteina en un intervalo de 24-48 horas.

En el caso concreto de la quinasa Src, las condiciones
obtenidas tras transfectarla transitoriamente, se alejan de
las que se dan en tumores reales, en los que, la
sobreeexpresion de la quinasa Src, cuando esta ocurre,
esta aumentada entre 4 y 20 veces solamente, pero de
manera estable y continuada (149). Ademas, la
sobreexpresibn que provocan las transfecciones
transitorias, provoca alteraciones graves en la homeostasis

de las células transfectadas.

Sin embargo, las transfecciones estables tienen como
resultado la integracion en el genoma de las células del gen
que codifica la proteina de interés por lo cual si se conserva
una leve presion selectiva, la expresion de la misma ni se
pierde ni se concentra en un determinado instante. Ademas
de este control temporal, la cantidad de proteina que se

expresa permanece constante y no es tan grande como en
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las transfecciones transitorias, por lo que las células no se
ven desbordadas de manera subita por una ingente

cantidad de la misma proteina.

La nueva linea celular MCF7src presenta unos niveles de
expresion de la quinasa Src muy cercanos a los que
aparecen en los tumores de mama en los que la quinasa
Src esta implicada. Por lo tanto, la expresion de la forma
constitutivamente activa de la quinasa en las células
MCF7src, que es unas 10 veces mayor que la basal, es una
aproximacion a los niveles que se dan en los tumores de

mama, mas cercana que las transfecciones transitorias.

Se ha comprobado que tras el proceso de seleccion, la
quinasa transfectada se expresa a nivel de ARNm en las
células MCF7src, lo cual es indicativo de que la expresion
de la misma permanece estable y no se pierde con el
tiempo. También se ha demostrado mediante el uso de
construcciones marcadores basadas en los elementos STAT,
que la nueva linea MCF7src posee una mayor actividad
tirosin quinasa y que este aumento se debe
especificamente a la quinasa transfectada establemente, ya
que es revertido por el inhibidor especifico de la quinasa
Src PP2.

Este parecido con los tumores reales permite afirmar que
los resultados aqui presentados tienen mayor validez que
otros estudios previos basados en la sobreexpresion
transitoria de la quinasa, y otorga a este modelo celular
una gran solidez y relevancia para el estudio de lo que

realmente sucede en los tumores de mama.

A lo largo de los diferentes resultados del presente trabajo,
se ha demostrado que el papel que juega la quinasa en el
presente modelo es paraddjico, por un lado, aumenta la

expresion del ERa y por otro, disminuye su actividad.
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I mecanismo por el que Src modifica la expresion del
E ERa ha sido estudiado en profundidad. Se ha estudiado
con detalle la expresion del ERa, desde la transcripcion del
gen hasta los niveles de proteina. Esto se ha hecho de
manera progresiva, ordenada y razonada, encontrando

siempre el motivo a cada alteracién.

En primer lugar, se encontr6 una acumulacién del receptor
a nivel de proteina, a continuacion se demostré6 que esta
acumulacién estaba originada por una mayor cantidad del

ARNmM que codificaba para el ERa.

El siguiente paso fue encontrar el origen de dicha
acumulacién; se comprobé en primer lugar que la
transcripcion del gen no estaba aumentada vy
posteriormente se hallé que el origen de dicha acumulaciéon

era un aumento de la vida del ARNmM de mas de dos veces.

Por dltimo se comprobd que este efecto era provocado de
manera especifica por la quinasa Src, para ello se us6 su
inhibidor especifico PP2, el cual consiguié revertir el
aumento de la vida media y consecuentemente Ila

acumulacion de ARNm y proteina del ERa.

El aumento de la vida media del ARNm es un ejemplo de
regulacion de la expresion a nivel post-transcripcional. Este
tipo de regulacion, es un hecho comun en la expresion del
ERa (52;55;65;150). La existencia de ribonucleasas que
reconocen secuencias en la regién 3’-UTR de los ARNm vy
controlan su estabilidad es un ejemplo de este tipo de
regulaciéon (52;151-155). En el caso concreto del ARNm del
ERa se ha visto que existe existe una ribonucleasa que se
asocia a los polirribosomas y regula la estabilidad del ARNm
(52). Poco se conoce aun sobre la regulacion de estas
ribonucleasas (152), pero el que algunas de ellas tengan
secuencias consenso de fosforilacién por tirosin quinasas o

bien estén reguladas por proteinas que las poseen (151)

Aumento de
expresion
ERa
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explicaria por qué la presencia de la quinasa Src
constitutivamente activa altera la vida media del mensajero
del ERa. Existen datos que avalan esta hipo6tesis (156) pero

seran necesarios mas estudios para aclarar este apartado.

La regulacién del ERo es un mecanismo altamente
complejo tal y como se ha mostrado en la introduccion
del presente trabajo. Existen numerosos datos
contradictorios y opiniones enfrentadas sobre los efectos
que causan las diferentes vias de regulacion en la actividad
del receptor. Esto se debe fundamentalmente a la falta de
un modelo de estudio apropiado y ajustado a la realidad
celular. En este trabajo, el desarrollo de un modelo celular,
Yy su posterior caracterizaciéon, han permitido resolver una
de las mayores controversias dentro del estudio de la
actividad del receptor: la relacion entre el ERa y la quinasa

Src.

En este trabajo se ha comprobado que la respuesta
estrogénica tras transfectar transitoriamente la quinasa es,
como se habia documentado anteriormente (75), mayor
que la de células sin transfectar. También se ha
demostrado que dicha subida se debe a la sobreexpresion
de la quinasa en grandes cantidades y esta concentrada en
un corto espacio de tiempo. Esto se ha comprobado

mediante experimentos en los que se ha confirmado que:

e La cantidad de proteina esta por encima de 100

veces la basal presente en las células MCF7.

o El efecto de subida de la respuesta estrogénica

depende de la cantidad de quinasa transfectada.

e Dicha subida se pierde rapidamente conforme la
expresion de la quinasa desaparece fruto de la

transitoriedad de la transfeccion.
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Este aumento de la respuesta estrogénica es debido a un
efecto indirecto, ya que el ERa no ve alterado el estado de
fosforilacion de sus residuos de tirosina (75). Este efecto
indirecto podria ser tener su origen en la capacidad de la
quinasa Src es capaz de activar otras rutas que acaban en
la activacion del la receptor (figura 12) y que implicarian a

otras proteinas como Akt o las MAPKs (75-77).

Los resultados aqui presentados demuestran que, por el
contrario, la expresion estable de la quinasa, lo que
provoca es una disminucion de la actividad del ERa y que
esto se hace a través de un efecto directo: el ERa es
fosforilado en tirosinas. De acuerdo con la bibliografia esta
fosforilacién se lleva a cabo en el residuo Y537 (36;114-
117;121). En el presente trabajo se ha comprobado que la
tirosin-quinasa Src es capaz de fosforilar el receptor en
residuos de tirosina de manera especifica como el uso del
inhibidor PP2 ha confirmado. Esta fosforilacion provoca un
descenso en la actividad del receptor, hecho que se ha
comprobado tanto mediante el andlisis de la actividad del
receptor sobre la construccibn marcadora ERE-Luc en
diferentes condiciones, asi como mediante el andlisis de la
expresion de los genes enddgenos controlados por el ERa,
hecho que constituye la verdadera actividad del receptor.
Este Ultimo ensayo se ha realizado mediante el uso de la
PCR cuantitativa, técnica extremadamente sensible y que
permite comparar de manera muy precisa la expresion de
un gen en diferentes muestras, lo que da a los resultados

un mayor valor significativo.

El hecho de que la fosforilacion en tirosinas reduzca la
actividad del receptor resuelve en parte la presente
controversia sobre el papel que ejerce la quinasa Src sobre
el ERa, y otorga a la fosforilacion del residuo Y537, un
caracter inhibitorio. Esta afirmacion esta respaldada por

estudios en los se describen mutantes del ERa
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constitutivamente activos que presentan este residuo
mutado, hecho que impide la inhibicibn mediante la

fosforilacién del mismo (157;158).

Sin embargo, los resultados aqui presentados, no explican
por si solos si la fosforilaciéon causa la disminucion de la
respuesta de manera directa, o0 bien provoca una
acumulacion del receptor, que es la que origina una
inhibicion de la misma. Para resolver esta incégnita seran
necesarios estudios futuros. De cualquier manera, la
regulaciéon del ERa por la quinasa Src se revela como de
gran importancia, ya que su efecto, la fosforilacion y
posterior disminucion de la actividad del receptor, se da en
unas condiciones en que la expresion del propio receptor
esta aumentada, tanto a nivel de proteina, como de

mensajero.

La expresion de la quinasa, ademas de disminuir la
actividad y provocar la acumulacion del ERa, ha
aumentado la proliferacion de las células MCF7src en
ausencia de estrégenos, es decir, ha dotado a estas células
de un grado de hormonoindependencia en su crecimiento
que sus predecesoras las células MCF7 no disponen. De
esta manera, a los otros efectos provocados por la quinasa,
hay que afadirle otro mas: la consecucién de un fenotipo

hormonoindependiente.

A través de técnicas basadas en la citometria de flujo, se ha
demostrado que este aumento de la proliferacion en
ausencia de estrégenos, se basa en un mayor porcentaje de
células MCF7src en fase S en ausencia de estrégenos. Este
hecho es provocado por la quinasa Src ya que el uso de su

inhibidor especifico PP2 revierte este aumento de la fase S.
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La consecucién de un fenotipo hormonodependiente implica
que las células son capaces de proliferar en ausencia de
estimulos estrogénicos. Esto esta perfectamente de acuerdo
con la falta de actividad del ERa, que es el encargado de
transmitir esos estimulos y convertirlos en una respuesta
que implique la proliferacion, pero a su vez, implica que la
quinasa Src esta provocando la proliferacion de las células a
través de una via no dependiente del ERa, ya que éste

tiene su actividad disminuida.

La activacion de la ruta de Ras/RAF por la quinasa Src es la
principal candidata a ser la responsable de este aumento de
la proliferacion. Existen datos previos que indican que la
activacion de esta ruta en tumores de mama (159) provoca
un crecimiento del tumor independiente de estrégenos. Sin
embargo, la implicacién de la quinasa Src en otras vias de
transduccién de sefiales que acaban con la puesta en
marcha de programas de proliferacién celular
(128;132;160-163) hacen necesarios futuros estudios que

expliquen este hecho.

Finalmente el presente trabajo posee dos caracteristicas de

importancia adicional:

La primera de ellas es el amplio abanico de técnicas que se
han usado y que ha permitido dar una explicaciéon a cada
uno de los resultados encontrados. Este acercamiento
multidisciplinar al problema, da a las respuestas

encontradas un mayor valor experimental.

La segunda de estas caracteristicas es el hecho de que se
ha obtenido un nuevo modelo celular, la linea celular
MCF7src, apropiado para estudios posteriores. Esta linea
celular ha sido detalladamente caracterizada en este
estudio y aventaja a otros posibles modelos por su parecido

a la situacion real de tumores, ya que como se ha dicho
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anteriormente, los niveles de quinasa Src en las células
MCF7src conseguidos estan dentro de los margenes
habituales en clinica, tanto en cantidad, como en
estabilidad en el tiempo. De este hecho se infiere que
cualquier ensayo basado en el uso de este modelo celular,
va a tener una mayor verosimilitud con lo que ocurre en
tumores reales, y va a presentar la ventaja de poder
trabajar con una linea celular estable y de facil manejo en

el laboratorio.

El uso de estas células y de futuros ensayos basados en su
estudio, puede permitir en el futuro, tanto el desarrollo de
nuevas terapias antitumorales, encaminadas al bloqueo de
la adquisicion de la hormonoindependencia, como el cribado

de nuevos farmacos y/o estrategias terapéuticas.









Conclusiones

La linea celular MCF7src expresa de manera estable
la isoforma constitutivamente activa Y534F de la

quinasa Src.

Esta linea presenta una actividad del ERa

disminuida.

La expresion de la quinasa provoca una acumulaciéon
de la proteina del ERa en las células MCF7src. Este
efecto proviene de una acumulacién en los niveles

de ARNm.

La acumulacion del ARNm del ERa en las células
MCF7src se debe al efecto de la quinasa sobre su
vida media, la cual se ve aumentada mas de dos

veces.

La quinasa Src provoca un aumento en la
fosforilacion en residuos de tirosina del ERa en las

células MCF7src.

Esta fosforilacion y/o su acumulacion es la causa de

la disminucién de la actividad del ERa..

La presencia de la quinasa dota/proporciona a las
células MCF7src de un grado de
hormonoindependencia que sus predecesoras, las

células MCF7 no poseen.

La adquisicion de la hormonodependencia permite a
las células MCF7src crecer en ausencia de

estrégenos.

Las células MCF7src, por su parecido a tumores
reales, constituyen un modelo estudio valido para la
busqueda de nuevas terapias frente el cancer de

mama.
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Cultivo celular

Las células fueron cultivadas en medio DMEM
(Biowhitaker) suplementado con 10% de suero bovino
fetal (GIBCO), 1% de penicilina-estreptomicina (GIBCO) y
1% glutamina. Se cultivaron a 37°C en una atmodsfera con
5% de CO..

Todos los experimentos, si no se indica lo contrario, fueron
levados a cabo en DMEM sin rojo fenol (SIGMA)
suplementado con un 5% de suero bovino fetal tratado con
charcol dextrano para eliminar toda traza de componentes
estrogénicos y con las mismas cantidades de penicilina/

estreptomicina y glutamina.

Para mantener el cultivo de células, cuando las células
estaban a un nivel de confluencia entre de 90-100%,
fueron tripsinizadas para darles un pase usando tripsina-
EDTA (GIBCO) y una dilucidén 1:6.

El material de cultivos usado fue de la marca COSTAR y
FALCON en el caso de las placas y SARSTEDT, CORNING y

COSTAR en el caso de los frascos.
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Transfecciones

Transfecciones
con Superfect

Figura 49: estructura del
complejo formado por el
ADN y el reactivo
superfect.

Transfeccioén
estable \Y,
seleccion

Control de expresion:
para que este control sea
valido es necesario que
durante, y tras finalizar el
proceso de seleccion, la
expresiéon de la proteina
insertada siga
aconteciendo vy no
Unicamente se haya
convertido a las células en
resistentes al antibidtico.
En este caso, la expresién
de la EGFP se comprobd
tanto a lo largo del
proceso de seleccidon como
a su finalizacion mediante
microscopia de fluorescencia
(figura 24e).

EI Superfect (Quiagen) es una molécula que forma
complejos con los acidos nucleicos (cargados
negativamente) facilitando asi la inclusién de acidos
nucleicos exogenos dentro de células eucariotas. Las
moléculas de Superfect interaccionan con el ADN formando
una estructura de tipo toroidal, con el ADN en su interior y
las moléculas de Superfect en la superficie (figura 49).
Para determinar la mejor relacion plamido/Superfect (peso/
volumen) a usar durante la transfeccién, se probaron varias
combinaciones, desde 1:1 a 1:3, siendo la relacidon 1:2.5 la
que proporciond una mayor eficiencia de transfeccién y la
que se usé en todos los casos para los que se utilizd

Superfect como reactivo de transfeccion.

Se parti6 de aproximadamente unas 500.000 células
MCF7 en una placa de 60 mm de diametro y a un nivel
de confluencia de 70%. Usando el reactivo Superfect se
transfectaron dos placas de 60 mm dejando una mas sin

transfectar como control.

En la primera de las placas transfectadas, se us6 12.5 ul de
Superfect y 5 ug del plasmido pRC-CMV, en el cual estaba
subclonada la mutante Y534F de la quinasa c-Src de raton.
En la otra placa transfectada se utilizd 8.5 ul de Superfect y
3.4 ug del plasmido pEGFP, que codificaba para la
expresion de la proteina fluorescente verde de intensidad
aumentada (EGFP) como control de expresién (ver nota

al margen).

Se siguid el protocolo comercial de la casa Quiagen (ver

figura 50) para preparar las muestras. Se incubaron las
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células con la mezcla de transfecciéon durante 3 horas a
370°C tras las cuales se realizd un lavado con PBS (137 mM
NaCl, 2.7 mM KCI, 4.3 mM Na;HPO,4, 1.4 mM KH,PO,y pH
7.4, todos ellos de SIGMA) y se reemplazé el medio por
medio completo fresco. A las 24 horas de la transfeccién se
cambid el medio por otro de igual composicion pero
suplementado con 0.4 mg/ml de geneticina (G418)
(GIBCO) para dar inicio a la seleccion de las células

transformadas establemente.

Durante el proceso de seleccion, que durd dos semanas, se
fue haciendo lavados con PBS para eliminar las células
muertas reponiendo el medio suplementado con geneticina
(0.4 mg/ml) en todos los casos. Una semana después de
dar comienzo a la seleccién aparecieron los primeros clones
en las dos placas transfectadas mientras que en las no
transfectadas todas las células murieron. Como control
positivo, las células que fueron transfectadas con el
plasmido pEGFP, fueron analizadas bajo el microscopio de
fluorescencia (Leica DM IRB) para comprobar que los clones

aparecidos expresaban la proteina fluorescente verde.

Tras dos semanas de seleccién los clones fueron aislados y
transvasados a una placa de 24 pocillos, un clon por pocillo.
Para hacerlo se usaron los denominados aros o anillos de
clonaje (figura 51), los cuales se colocaron sobre la placa
rodeando los clones sellando la unién con la placa con grasa
estéril. Se afiladié después unas gotas de tripsina en la luz
del anillo, se dejé actuar ente 1 y 2 minutos, se afadio
medio completo y se extrajo todo el contenido del interior
del anillo pasandolo al pocillo limpio en donde se afiadid
medio de cultivo suplementado con geneticina 0.2 mg/ml

como concentracion de mantenimiento.

Una vez Ilos clones crecieron lo suficiente fueron

trasvasados a frascos de cultivo de 25 cm? en donde se
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'
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diluidos a las células
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Cambiar el media
Incubar hasta su uso

Evaluar la eficiencia de transfeccian
o
comenzar la seleccion

Figura 50: protocolo
comercial de la casa
Quiagen para la
transfeccion usando el
reactivo Superfect.

Figura 51: imagen de
varios anillos de clonaje
dentro de una placa de
cultivo.
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crecieron de la manera habitual usando el medio
suplementado con la concentracion de geneticina de

mantenimiento (0.2 mg/ml).

Para realizar este ensayo se transfectaron células de las
lineas MCF7 y MCF7src con una mezcla de iguales
cantidades de cada uno de los elementos de respuesta a
STATs del “Mercury System 5” de Clontech (164), se dejo
expresar durante 36 horas en presencia o ausencia de PP2
10 nM en medio DMEM con rojo fenol. A continuacion se
realizaron extractos celulares y se midid la actividad
luciferasa de las muestras con un lumindmetro. Para el
resto de transferencias con Superfect se emplearon
diferentes cantidades de ADN segun el formato de cultivo
pero siempre guardando una proporcion 1:2.5 (p/v) con el
Superfect. El resto de protocolo coincide con el citado para
la transfeccidn estable y que se muestra en la figura 50,
con la diferencia de que en el caso de las transfecciones
transitorias, no se cambid el medio a las 24 horas por otro
suplementando con geneticina si no que se dejé expresar

las construcciones transfectadas durante 36-48 horas.

En los casos indicados en el texto, en lugar de usar
como reactivo de transaccién el Superfect se usé la
Lipofectamina 2000 (Invitrogen). En este caso el reactivo
es un lipido catidnico que forma complejos con el ADN
gracias a la carga negativa del mismo y facilita asi su
entrada en las células (figura 52). El protocolo seguido
para llevar a cabo la transfeccién fue el suministrado por la
casa comercial usando en todo momento una relacién ADN/
Lipofectamina de 1:3 (p/v). En primer lugar se realizd la

mezcla del lipido con el ADN y se incubé 15 minutos a
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temperatura ambiente para dar a los complejos tiempo
para formarse. A continuacién se afiadié la mezcla sobre las
células a un nivel de confluencia de alrededor del 90-95%.
A las 5 horas se retiréo el medio y tras realizar un lavado
con PBS, se afadid medio completo dejando expresar las

construcciones durante 36-48 horas.

Complejo

x A
+ Lipofecta-
mina

La mutante Y534F constitutivamente activa de la
quinasa estaba subclonada en el plasmido pRc/CMV.
Las construcciones usadas para el estudio de la sefal
mediada por STAT fueron las incluidas en el “Mercury
System 5” de Clontech. La construccion ERE-Luc usada
para medir la respuesta estrogénica consta de varios
elementos de respuesta a estrégenos (ERE) fusionados al
gen de la luciferasa (39). Otros plasmidos comerciales
usados fueron pSV-p-Galactosidasa (Promega), pEGFP
(Clontech), pcDNA3 (Invitrogen).
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Figura 52: mecanismo
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Extractos celulares, electroforesis e inmunoblots

Extractos
celulares para
inmunoblot o
inmunoprecipi-
tacion

Extractos
celulares para
medir actividad
luciferasa y/o B-
galactosidasa

Las células fueron lavadas dos veces con tampdén PBS.
Posteriormente con ayuda de un rascador y en
presencia de PBS las células fueron extraidas de su
superficie de cultivo y pasadas con ayuda de una
micropipeta a un tubo eppendorf donde tras centrifugar y
eliminar el PBS se les afiadié tampdén RIPA (Tris-HCI 50
mM, NP-40 1%, deoxicolato sédico 0.25%, NaCl 150 mM,
EDTA 1 mM y pH 7.4) en una proporcidon de 100 pl de RIPA
por cada 2 cm?de superficie de cultivo. Al tampdn se le
afiadieron PMSF a una concentracion final 1 mM, mezcla de
inhibidores de proteasas (SIGMA) 1 pl por cada 100 pl de
volumen final y mezcla de inhibidores de fosfatasas
(SIGMA) en igual proporcién. Las células fueron incubadas
en hielo durante 15 minutos y sometidas posteriormente a
un ciclo de congelacién-descongelacion. Finalmente se
centrifugd a 12.000 rpm y temperatura ambiente durante 1
minuto con el fin de eliminar el material insoluble, pasando
el sobrenadante, a un tubo limpio para su posterior uso. La
concentracion de proteinas del extracto fue calculada,
cuando resultd necesario, mediante la reaccién con el

reactivo BCA (Pierce).

En este caso se usé el protocolo comercial de la casa
PROMEGA. Las células tras lavarse un par de veces con
PBS fueron transvasadas con ayuda de un rascador y en
presencia de PBS a un eppendorf limpio en donde, después
de centrifugar y eliminar el PBS se les anadié 100 ul del
tampon de lisis comercial (Reporter Lysis Buffer de
PROMEGA) por cada 2 cm? Se agité con ayuda de un

vortex durante 10-15 segundos y se dejo lisar las células
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durante 15 minutos en hielo. Se realizd un ciclo de
congelacién-descongelacion. Finalmente se centrifugd a
12.000 rpm y temperatura ambiente durante 30 segundos
el extracto con el fin de eliminar el material insoluble
pasando el sobrenadante a un tubo limpio para su posterior

uso.

E n primer lugar se preparo el gel separador del 12%. En

recipiente limpio se mezclaron la acrilamida/
bisacrilamida (37.5:1) (Pronadisa), el tampdén TRIS
(SIGMA), el SDS (MERK) y el agua partir de las disoluciones
stock ya preparadas, siguiendo la tabla 1. Se desgasificé la
mezcla antes de afadir los agentes polimerizantes
persulfato amonico (PSA, BIORAD) y temed (BIORAD) y se
depositd la mezcla entre los cristales. Se prepard la mezcla
para el gel concentrador del 4% poniendo las cantidades
que se indican en la tabla 1, se desdesgasificé y se
comprobd que el gel separador estaba perfectamente
polimerizado, retirando el agua con papel de filtro. Se
anadié el PSA y TEMED a la disolucion del gel concentrador
y se rellend el espacio que queda entre los cristales,

colocandose inmediatamente el peine entre los mismos.

Gel separador 12% Gel concentrador 4%

Agua (ml) 3,25 3,05

Tris 1,5M pH 8,8(ml) 2,5 1,25
SDS 10% (ul) 100 50

Acrilamida (ml) 4,08 0,65
PSA 10% (ul) 70 60
Temed (ul) 7 7

Se dejo polimerizar 15 minutos y una vez hecho se retiré el

peine despacio y suavemente y se rellenaron las calles (o
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Preparacion de
geles de
electroforesis

Tabla 1: cantidades
necesarias para la
preparacion de un dos
geles de poliacrilamida
del 12% con un tramo
concentrador del 4%.
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Tabla 2: cantidades
necesarias para la
preparacion de 8 ml de
tampdn de carga

Desarrollo de la
electroforesis

Transferencia vy
marcaje con los
anticuerpos
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pocillos) con agua destilada o con tampdn de electroforesis
(TRIS 20 mM, glicina 0.2 M, SDS 0.1% p/v, pH 8,3) hasta

Su uso.

Las muestras que se cargaron en las geles fueron
preparadas diluyéndolas 1:1 con el tampdén de muestra
(preparado segun la tabla 2) y calentadas a 95°C durante

5 minutos en un bloque térmico.

Agua 3,8 ml

Tris 0,5 M (ml) pH 6,8 1 mil
Glicerol 0,8 ml

SDS 10% 1,6 ml

B mercaptoetanol 0,4 ml
azul bromofenol 1% 0,4 ml

Los geles fueron colocados en sus respectivos soportes y
las muestras fueron cargadas en ellos usando una
micropipeta y puntas de plastico especiales para cargar
geles (Eppendorf). La electroforesis se llevd a cabo en

tampon de electroforesis a un voltaje constante de 140 V.

Se dejé transcurrir el proceso hasta que se considerd
necesario, tomando el avance del frente como referencia

del transcurso de la electroforesis (165).

S e partid de los extractos celulares obtenidos segin el
protocolo descrito en apartados anteriores. En primer lugar
se prepard un gel de poliacrilamida del 12%. Se llevd a cabo la
electroforesis y se electrotransfirié el contenido del gel a una
membrana de nitrocelulosa durante 2 horas a un voltaje 100 V en
frio (4 °C) . Dicha accidén se llevd a cabo en presencia del tampoén
de transferencia (20 mM TRIS, 0.2 M glicina, 20% MeOH v/v).
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Tras la electrotransferencia la membrana se lavé 2 veces
con tampon 2 (PBS + 0.05% Tween-20) durante 7
minutos en agitacién y se bloqued con BSA al 2% durante 1
hora a temperatura ambiente (TA). La incubacién con el
anticuerpo primario se llevé a cabo durante toda la noche a
40C y en agitacion suave. Después se lavo la membrana de
nuevo tres veces con tampdén 2 durante 7 minutos en
agitacion. A continuacién se realizé la incubacion con el
anticuerpo secundario, marcado con peroxidasa en todos
los casos, durante una hora a temperatura ambiente y en
agitacion suave. Finalmente se realizaron tres lavados de
10 minutos con tampdén 2 en agitacién y se procedié al

revelado.

Para el revelado de los anticuerpo se usd el kit de
revelado ECL-Plus de la casa Amersham Biosciences,
siguiendo las indicaciones del protocolo de Ila casa
comercial. Las peliculas usadas fueron de la misma casa
comercial (Amersham Biosciences). El aparato revelador
usado fue de la marca Kodak, modelo X-OMAT-1000

Processor.

Las bandas obtenidas en los inmunoblots fueron
cuantificadas usando un procesador de imagenes
GELPrinterPlus (TDI S.A.) y los programas informaticos 1-D
Manager 2.0 (TDI S.A.) y SigmaGel (Jandel Scientific).

Los anticuerpos wusados Yy sus correspondientes
diluciones, siempre en tampoéon 2, fueron los
siguientes: anti-Src (Calbiochem), usado a una dilucién
1:500; anti-ER[ (sc-8005, Santa Cruz Biotechnology),
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usado a una dilucién 1:500; anti fosfo-tirosina clon PT-66
(SIGMA), usado a wuna dilucién 1:1000; anti-ratén
conjugado con peroxidasa (HRP) (F9006, SIGMA), usado a
una dilucion 1:2000 ; anti p-actina (A-2066, SIGMA) a una
dilucién 1:1000

Se sumergio la membrana en el tampdn de eliminacion
(100mM B-mercaptoetanol, 2% SDS, 62.5 mM TRIS,
pH 6.7) durante 30 minutos a 50 °C. A continuacion se lavé
la membrana 2 veces durante 10 minutos con grandes
volumenes de tampdn 2. Tras estos lavados la membrana

estuvo lista para su marcaje con otros anticuerpos.

Los extractos celulares, obtenidos como se he detallado
en la seccion correspondiente, fueron incubado durante
toda una noche a 4°C en presencia del 1 ug del anticuerpo
apropiado para inmunoprecititar la proteina de interés. Por
otro lado, se lavé 30 pl de resina de proteina G (Pierce) con
el tampdén usado para realizar el extracto de proteinas
(tampon RIPA). Se puso en contacto el extracto incubado
con el anticuerpo con la resina lavada y se dejé durante
una hora a temperatura ambiente. La resina fue
posteriormente lavada 5 veces con un exceso de tampdn
RIPA. Finalmente, los inmunopurificados fueron eluidos

mediante la adicion de tampdn de carga.
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Medida de la actividad de genes marcardores

Los extractos obtenidos segin el método descrito en su Medida de Ila

correspondiente apartado fueron atemperados a 37°C actividad

junto con el reactivo para la luciferasa (PROMEGA) en un luciferasa

bloque térmico. Posteriormente 10 ul del extracto se

pusieron en contacto con 50 ul del reactivo y se midié la

actividad luciferasa al momento en un lumindmetro

Berthold FB12.

Los extractos celulares obtenidos segun se ha descrito Medida de la ac-
anteriormente fueron atemperados a 37°C en un tividad B -

;. . , . Galactosidasa
bloque termico junto con el tampdn de reaccion para B-

galactosidasa (MgCl, 2 mM, o-nitrofenil-B-galactopirandsido
26 mM, Na,HPO4 0.2 M, B-EtSH 90 mM y pH 7.5). En un
placa de 96 pocillos se pusieron en contacto 84 ul del
tampon de reaccion y 31 ul del extracto celular en cada
pocillo, se incubé 30 minutos a 37°C y se midid la
absorbancia en un lector de placas a una longitud de onda
de 405 nm.
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Expresion del ARNm de la quinasa trasnfectada

Incubacidn
previa de |las
células

Extraccion de
ARN total con el
reactivo TRI

Fase acuosa (ARN)
Interfase (ADN)
Fase organica

Figura 53: disposicion de
las fases tras la extraccion
con el reactivo TRI.

S e partié de una placa de 60 mm de didmetro en la que
se sembraron entre 350.000 y 500.000 células. A las
12 horas se cambid el medio de cultivos por DMEM sin rojo
fenol suplementado como se describe en el apartado de
relativo al cultivo celular (condiciones de ausencia de
estrégenos). Las células se mantuvieron en el incubador

durante 48 horas mas.

Las células tratadas como se indica en el partado
anterior fueron lavadas dos veces con tampdén PBS y
posteriormente se les anadid reactivo 2 ml de reactivo TRI
(SIGMA). Se dejé un par de minutos y se pasaron a un
eppendorf homogeneizando bien la muestra. Luego se
anadid 400 pl de cloroformo y se agitd durante 15
segundos en un vértex. Se dejo reposar la mezcla entre 5y
10 minutos a temperatura ambiente y posteriormente se
centrifugd 15 minutos a 12.000 g y 4°C. Tras esta
centrifugacion la muestra se separd en tres fases: acuosa
superior (ARN) interfase (ADN) vy organica inferior

(proteinas), ver figura 53.

Se recuperd con cuidado la fase superior y se pasé a un
tubo limpio en donde se afiadido 1/10 de volumen de
isopropanol para precipitar los restos de ADN que puedan
contaminar la muestra, se dejo 5 minutos a temperatura
ambiente y se centrifugd a 12.000 g y 4°C. Se retird el
sobrenadante a un tubo limpio en donde se afiadieron los
9/10 de volumen de isopropanol restantes para precipitar el
ARN. De nuevo se incubd 5 minutos a temperatura

ambiente y se centrifugé a 12.000 g y 4°C. El precipitado
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de ARN se lavo con al menos 1 ml de etanol al 75 % en
agua y se dejo secar al aire sin que llegara a hacerlo
totalmente. Se resuspendid finalmente en agua tratada con
DEPC incubando el tubo 10 minutos a una temperatura de

entre 55 y 60°C para favorecer la disolucién del ARN.

Para eliminar posibles contaminaciones por ADN se trataron
las muestras con la ADNasa RQ1l (Promega) durante 30
minutos a 37°C seguidos de 2 minutos a 94 °C. Todo este
proceso se llevd a cabo en una campana de flujo laminar
para evitar tanto contaminaciones de ARN exdégeno como la

degradacion del que se estaba purificando.

Para obtener el ADNc total se parti6 de 1 pg de ARN
total obtenido segun el protocolo del apartado descrito
anteriormente y se usd para la retrotranscripcion el kit de
Applied Biosystems, el respectivo protocolo de la casa
comercial y hexameros aleatorios como cebadores. Una vez
hecha la mezcla de reaccidén se procedié a la reaccion de
RT-PCR por la cual se retrotranscribié la muestra a ADNCc.
La reaccion se llevd a cabo en un solo ciclo con la
configuracién de temperaturas y tiempos que se muestra a

continuacion:

950C
10° .
T4goC
30°

250C
.

40C
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PCR para Tomando como molde el ADNc total obtenido como se
comprobar la detalla en apartados anteriores, se realizd una PCR.
insercion

Para la misma se usé la enzima Taq polimerasa (Roche) y

como cebadores los siguiente oligonucledtidos:

Cebador “sentido”: 5" AGT CAT GAA GAA ACT GAG GCA 3’

Cebador “antisentido”: 5’ TCT ATG AGC CGG GCC AAC 3’

Las condiciones de la PCR (ciclos y las temperaturas) se

muestran en la siguiente grafica:

959 g50C 950C .
45" 45" 45"
- < 720C s 720C 729C
: 30" ! 30" 5’
450C 500C
1’ 1’
40C
(2]
€« € > € > €—> £—>
1ciclo 3 ciclos 27 ciclos 1 cicle 1 ciclo

Seguidamente las muestras fueron sometidas a una
electroferesis en un gel de agarosa al 0.6% en tampdén TAE
(40 mM TRIS, 1 mM EDTA, pH8, SIGMA) suplementado con
bromuro de etidio para marcar los acidos nucleicos. Los
resultados fueron observados en un transiluminador vy

fotografiados con ayuda de una camara.
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PCR cuantitativa

Se sembraron e incubaron las células como se detalla
en el apartado relativo a la incubacion previa al
estudio de la insercion en el genoma, suplementando las
mismas con estradiol (E2) (1, 3, 5[10]- estratrien-3, 17 B-
diol, SIGMA) 1 nM, actinomicina-D 8 uM (SIGMA) y/o PP2
(4-Amino-5-(4-chlorofenil)-7-(t-butil)pirazol[3,4-d]
pirimidina 10 nM, Calbiochem) cuando procedid. Tras 48
horas se extrajo el ARN total usando el reactivo TRI como
se indica en el apartado corresepondiente. Se
retrotranscribio 1 pg mediante el protocolo descrito en el
apartado anterior y se realizé una PCR usando como molde
20 ng de muestra de ADNc en el termociclador ABI PRISM
7700 Sequence Detector System (Applied Biosystems).
Segun el gen a estudiar se usaron oligonucleétidos
cebadores o bien sondas TAQMAN. Todas las muestra
fueron analizadas por triplicado en placas de 96 pocillos y

usando como control interno de reaccién el gen GAP-DH.

En primer lugar se disefiaron cebadores especificos
usando el programa “Primer Express” de la casa
Applied Biosystems. La PCR se llevd a cabo usando la
“"SyBRGreen PCR mastermix” de Applied Biosystems. Los

cebadores usados fueron los siguientes:

sentido: 5'-GGGTCCCCTGGTGCTTCTA-3’
pS2

antisentido: 5'-CAGAAGTGTCTAAAATTCACACTCCTCTT -3’

Incubacion de
las células

PCR cuantitativas
con cebadores

El  SyBr-green es un
agente fluorescente que
se une al surco mayor de
los acidos nucléicos,
emitiendo su sefal
fluorescente solo cuando
estd unido a ellos, de esta
manera al amplificarse
durante la reaccién de
PCR la cantidad de ADN
de doble cadena crece y la
sefial fluorescente sube,
siendo esta sefal lo que
mide el termociclador.



96

PCR cuantitati-
vas con sondas
TAQMAN

Reacccidn \Y,
analisis de Ilos
resultados

Materiales y métodos: PCR cuantitativa

sentido: 5'-GTTAATCCCCTGAAAACTTACTCTCAA-3’
ERa

antisentido: 5'-AAAAACGAGGCCACACTTTAATTC-3'

sentido: 5'-TGATTCAGGGCGAGTACATGA-3’
Catepsina-D

antisentido: 5'-GGGACAGCTTGTAGCCTTTGC-3’

E n este caso se usaron ensayos comerciales (“assay on
demand” de la casa Applied Biosystems) para analizar
los siguientes genes: receptor de progesterona (assay n©°
HS00172183_m1) y GAP-DH (4326317E). El mecanismo de
funcionamiento de las sondas tagman estd descrito en la

figura 54.

Como mezcla de reaccidén se usé en este caso la “Tagman
PCR mastermix” (Applied Bio.). La sefial en este caso al ser
especifica no necesitd6 de un posterior estudio de la

temperatura de desnaturalizacion del amplificado.

S e llevd a cabo la reaccién de PCR en el termociclador
el ABI PRISM 7700 de la casa Applied Biosystems, con
las condiciones mostradas a continuaciéon y siempre en
“singleplex”, es decir, midiendo un/a solo/a gen/sefal por

pocillo.

8o°c os0c .

£0°C
500C 1

1 ciclo 1 ciclo 40 ciclos
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Tras finalizar la reaccién, se obtuvieron los valores de Ct de
cada una de las muestras y se procesaron segun el método
de comparacién de Ct usando como control interno el GAP-
DH (141;166) y consiguiendo finalmente el nivel de
expresion relativa (N.E.R.) de cada gen para las distintas

lineas celulares.

En los genes analizados con SyBr-Green y tras llevar a cabo
la PCR en el termociclador se realizé una curva de
desnaturalizacion del producto ampificado para comprobar
la especificidad de la reaccion efectuada, ya que la sefal
proporcionada por el SyBR-Green no es especifica sino que
depende sélo de la cantidad total de ADN de doble cadena
presente en la muestra. En todos los casos analizados la
reaccion mostrdé ser especifica, rindiendo un Unico producto
de PCR que presentdé una Unica temperatura de

desnaturalilizacion.

Para el céalculo de la vida media del ARNm del ERa, se
agruparon los valores de Ct de seis PCR independientes
(con sus tres valores para cada uno de los puntos
analizados) descartando aquellos valores que se salian del
intervalo de confianza. Tras hacer la media de los valores
se siguid la decaida del mensajero tomando como
referencia la cantidad total de mensajero a tiempo cero

para cada una de las muestras.
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Figura 54:A, la sonda y
los oligonucledtidos cebadores
hibridan en los lugares
para los que fueron
disefados, la sonda tiene
conjugado un fluoréforo y
un “quencher” que impide
que éste emita sefial. B, la
polimerasa va avanzando y
a su paso libera la sonda
gracias a su actividad
exonucleasa. C, la sonda
ha sido destruida como
tal encontrandose sélo
nucledtidos sueltos. D,
una vez separado el
“quencher” del fluoréforo,
la exitacion por el laser que
emite el termociclador es
capaz de provocar una
sefial fluorescente que es
la que mide el progreso
de la reaccion.
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Medidas de proliferacidon y/0
hormonodependencia

Medida de la e sembrd una placa de 24 pocillos con unas 25.000
proliferacién por
conteo celular

células en medio DMEM con rojo fenol. Se estimod
como tiempo cero 24 horas después de la siembra,
momento en el cual tras varios lavados con PBS estéril se
cambidé el medio por medio DMEM sin rojo fenol (SIGMA)
suplementado con un 5% de suero bovino fetal tratado con
charcol dextrano para eliminar toda traza de componentes

estrogénicos.

A los tiempos indicados se extrajo de la placa las células
con ayuda de un rascador y se resuspendié en NaCl al 0.9%
en agua. Posteriormente fueron contabilizadas usando un
contador celular electronico. Los resultados de cada linea
fueron normalizados frente a los obtenidos a tiempo cero

para esa misma linea.

Medida del ciclo Se sembraron células en placas de 60 mm de diametro
celular a un nivel de confluencia del 50% para impedir la
posible inhibicidn con contacto. Las células se crecieron en
las condiciones de ausencia de estrogenos anteriormente
citadas durante 24 horas o bien con estradiol 1 nM como

estimulo.

Posteriormente se retird el medio y se lavo las células con
PBS. Posteriormente, con ayuda de un rascador celular ,
éstas fueron traspasadas a un tubo limpio donde se
resuspendieron en PBS hasta una perfecta homogeneidad.
A continuacidn se fijo las células en etanol al 75% en agua

durante 1 hora a -20°C de temperatura.
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Seguidamente se resuspendid las células en PBS con 0.5%
de triton X-100 (Biorad) y se le afadi6 ARNasa (SIGMA) 10
mg/ml para eliminar los restos de ARN y yoduro de propio
al 1% para marcar el ADN. Finalmente las células fueron
analizadas en un citometro de flujo Epics XL (Beckman
Coulter) obteniéndose el porcentaje de células para cada

fase del ciclo celular.

Se partio de de un millon de células en frasco de cultivo
de 25 cm? Las células fueron cultivadas en
condiciones de ausencia de estrégenos suplementadas en
los casos indicados con estradiol 1 nM. Se mantuvieron las
células 24 horas en el incubador, tras ese tiempo, se
cambid el medio por otro igual pero suplementado con BrdU
(bromodexosiuracilo, SIGMA) 10 M, manteniendo a

continuacion las células 24 horas mas en el incubador.

A continuacion se tripsinizé las células y se las resuspendid
en PBS suplementado con BSA al 1%. Se fijé las células con
etanol al 75% durante 30 minutos a -20°C,
centrifugandolas posteriormente a 500g en una centrifuga
de mesa (Beckman Couler Allegr 25R) y resuspendiéndolas
en HCI 2 M suplementado con 0.5% de triton X-100
(Biorad). Las muestras se incubaron durante 30 minutos a

temperatura ambiente.

Posteriormente, se centrifugd las células y se las
resuspendié en una disolucion de Na,B;0; 0.5 M y pH 8.5
para neutralizar el acido. Se centrifugd las células de nuevo
resuspendiéndose el precipitado celular en PBS
suplementado con 1% BSA y 0.5% tritdn X-100. Se afiadio
el anticuerpo contra el BrdU conjugado a FTIC y se incubd

durante 1 hora a temperatura ambiente en oscuridad.
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Materiales y métodos: medidas de hormonodependencia y/o proliferacion

Finalmente, las muestras fueron analizadas con el citdmetro
de flujo Epics XL (Beckman Coulter) y se determind el
nimero de células que estaban proliferando basdandose en
la sefal fluorescente proporcionada por el anticuerpo

usado.
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Calculos estadisticos

I as férmulas usadas para los calculos estadisticos fueron

las siguientes:

Para la desviacion estandar:

< _ 5(x - %)?
n-1

Para la comparacion de valores mediante la t de Student:

Xa Xb

nasg + nbsﬁ Ng +Np

Donde x representa cada uno de los valores x el valor
medio de la serie y el denominador n el nimero de datos

de la serie.

Los valores obtenidos de la t de Student se compararon con
las tablas al efecto (167).












Abreviaturas

ADN - &cido dexosiribonucléico

ADNc > ADN copia

AMPc - adenosin monofosfato ciclico

anti-PY > anti-fosfotirosina

ARN - &cido ribonucléico

ARNmM -> ARN mensajero

BrDU - bromodexosiuracilo

CAT-D > Catepsina D

CDS - regidn codificante

DAG - diacilglicerol

E2 > 17B-estradiol

EGFP - proteina fluorescente verde de intensidad aumentada

ERa - receptor de estrégenos alfa

ERB - receptor de estrdégenos beta

FTIC > tioisocianato de fluoresceina

IP; > inositol trifosfato

Kb > kilobases

KO - knocked out, noqueado, eliminado

MAPK - MAP quinasa, quinasa activada por mitégenos

MeOH - metanol

N.E.R. = nivel de expresion relativa

ONPG - o-nitrofenil-p-galactopirandsido

pb - pares de bases

PBS > tampon salino fosfato

PCR = reaccion en cadena de la polimerasa

PI3K - fosfatidilinositol 3’-quinasa

PIP, - fosfatidilinositol 4,5-bifosfato

PKA > proteina quinasa A

PKC - protein quinasa C

PP2 > 4-Amino-5-(4-clorofenil)-7-(t-butil)pirazol[3,4-d]pirimidina

Prog-R - receptor de progesterona

PSA - persulfato amodnico

RT-PCR - retrotranscripcion seguida de una PCR

STATs -> Signal Transducers and Activators of Transcription,
activadores y transductores de la sefial de transcripcion

TA - temperatura ambiente

TPA > 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato

TXF > tamoxifeno

u.a. 2 unidades arbitrarias
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