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PAPEL DE LOS RECEPTORES DE ESTROGENOS ALFA EN
EL CRECIMIENTO DE CARCINOMAS MAMARIOS
MURINOS CON RESPUESTA DIFERENCIAL A
PROGESTAGENOS

Resumen

Los mecanismos por los cuales los estrogenos y los progestagenos, a través de sus
respectivos receptores (RE y Rpayrticipan en el desarrollo y crecimiento del cancer de
mama es un tema controversial y de graerés. La deteccion de estos receptores se
utiliza como factor prondstico y direcciota terapéutica hacia una de tipo hormonal,
dirigida principalmente a bloquear la fuente estrogenos o inhibir la accién del RE. Sin
embargo, han aparecido en los ultimos afios numerosas evidencias que implican a los RP

en el desarrollo y progrési de carcinomas mamarios.

En nuestro laboratorio se ha deshado un modelo experimental de
adenocarcinomas mamarios murinos inducigas la administracion prolongada de
acetato de medroxiprogesterona (MPA) eomas hembras virgenes de la cepa BALB/c.
Se establecieron lineas tumorales hormonmedéientes (HD) y hormono-independientes
(HI) que expresan REglfa y betg y las dos isoformas del RP (RR RRs). Se ha
demostrado que el RP es fundamental eneslimiento de estos tumores, tanto en los HD
como en los HI. El tratamiento con antipre@@enos u oligonucledbs antisentido para
el RP, inducen regresion de ambas varmmbenorales. Paradoamente los estrégenos
inducen regresion tumoral, mientras que eidzifeno inhibe el crecimiento tumoral. En
estudios preliminares observamos glantiestrégeno puro ICI 182.780, inhibevitro, la
estimulaciéon inducida por el MPA sobre dahki epiteliales tumolas HD. Todas estas
observaciones nos llevaron a istigar qué papel cumple el REademas del RP, en el
crecimiento de estos tumores. Utilizamodsitea C4-HD como prototipo de tumor HD, y
su variante C4-HI, capaz de crecer ersemgia de la adminisicion de hormonas.
Asimismo, teniendo en cuenta las lineas de trabajo llevadas a cabo en el laboratorio que
sugerian que el estroma tumoral particgpan el crecimiento tumoral HI, quisimos

investigar la participacion déroblastos asociados a tum@AF9 en la activacion de los



RP, e investigar si los REpodrian estar también involucradas la prolifeacion epitelial
inducida porCAFs Si bien en un principio pretendimos abarcar a log &Eeste estudio,
dada la complejidad de las interacciones observadas cometl®&idimos abocarnos solo

a éste ultimo.

En cultivos primarios de células epiteliales o en tumores creciendavo,
observamos que el MPA induce la expias fosforilacion y activacién del REen
tumores HD, mientras que en los HI, éssesencontrarian basalmente fosforilados y
activos. La inhibicion farmacolégica o génica deloRiEdujo una inhibicion de la
proliferacion celular de la misma manera quéeriormente se hab@dservado al inhibir
el RP. Esta inhibicion fue logda aun en presencia del R vivo el antiestrogeno puro
inhibi6 completamente el crecimiento turabinducido por MPA, mientras que indujo
efectos inhibitorios en el tumor HI. Lagsultados sugieren la necesidad de um RE
presente y activado en forma ligando indepartdien el crecimiento de ambas variantes
tumorales. Demostramos ademas que laesipn del RP, si bien es modulable por

estrogenos, no seria totalmente dependiente del RE

Por otra parte, detectamogeraccion nuclear entre el BEy el RP en tumores
creciendain vivo, y en células epiteliales C4-HD vitro, en un mecanismo regulado por
el MPA. Estos resultados fueron corroboradsando anticuerpos que reconocen a los
receptores fosforilados sugiriendo que los receptores estarian activos transcripcionalmente.
Si bien ya estaba reportadaifgeraccion citoplasmatica entre el Rf el REx, no hay
datos aun que demuestrenim@eraccion nucleaentre el RR y el ERx. Teniendo en
cuenta que el PBrestradiol (E2) y el ICindujeron una disminuén de la colocalizacién
de ambos receptores sugerimos que dichaaict&n es imprescindible para inducir el
crecimiento tumoral. Quisimos evaluar si sataba de una particularidad de nuestro
modelo experimental y estudiamos la inter@ecale los mismos receptores en la linea de
cancer de mama humano T47D, en la coadlimos observar que ambos receptores
también interaccionan en el nucleo. La difeia importante entre ambos modelos radica
en el hecho que la linea T47D es estimulamtaE2, ademas de progesterona, mientras que

nuestros tumores son inhibidos por E2.

Vi



En estudios previos hemos demostrado la participacion deCAds en el
crecimiento tumoral HI. Vimos que el FGF-2 estd mas expresa@é\Eade tumores Hl
en cultivo, que en lo€AFs HD y que es capaz de actival RP. En este trabajo
mostramos que lo€AFs HI son mas eficientes que I&BAFs HD en estimular la
activacion del RP, y demostramos ademas que los antagonistas estrogénicos también
inhiben la estimulacién inducida por EGF-2, mostrando nuevamente un paralelismo
entre la estimulacion inducida p@iPA y la estimulacion inducida p&@AFs

Interesados por las diferencias observadas entr€Aés HD y los CAFsHI en
regular el crecimiento celular y activar losceptores hormonales| siguiente objetivo
planteado fue caracterizar derma molecular, a través daicroarrays de ADN, la
participacion del MPA en el crecimiento tumoral HD, como asi también, obtener
informacion sobre las diferencias entre el ereéento tumoral HD y HI, y la participacion
del estroma y del epitelio endalquisicion del fenotipo HI.

Los resultados mostraron que en ausedel MPA, un mayor nimero de genes
resultaron sobreexpresados en tumores C4&rlBDomparacion a la condicién proliferativa
con el progestdgeno. Genes asociados con@uekticlo celular se vieron incrementados
en el tumor sin MPA, mientras que curiosateeen el tumor creciendo en presencia del
MPA, uno de los genes sobreexpresados fue el FGF-2.

Pudimos establecer diferencias en losquads de expresion gi€a entre tumores
C4-HD y C4-HI; mientras que por estudios daser capture microdissectioLCM)
acoplados anicroarraysde ADN, confirmamos que tanéb parénquima como el estroma
de tumores HI, son diferentes a los del tumor HD. Observamos alta expresion de
metaloproteasas y genes relacionados a mecanismos de reparacion de heridas y

guimiotaxis, en el estroma C4-Hl.

Las evidencias sustentan la hipétesis ldeparticipaciéon del estroma en la
adquisicion del fenotipo HI, dado que cambes el compartimiento estromal podrian
causar cambios en las sefiales paracrinasngaifiquen el comportamiento del tumor, a

través de mecanismos que involucrertdda activacion del RP como del KE

Palabras clave: Cancer de mama, acetato de medroxiprogesterona, receptor de
progesterona, receptor de estrogealts
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ROLE OF ESTROGEN RECEPTOR ALPHA IN MURINE
MAMMARY CARCINOMA TUMOR GROWTH WITH
DIFFERENT PROGESTIN RESPONSIVENESS

Summary

The mechanisms by which estrogens @ndgestins activatestrogen (ER) and
progesterone receptors (PR) respectivelystiis a main and controversial area in breast
cancer research. The detection of these receigtased as a prognostic factor and patients
with high levels of ER and PR will beetnted with a hormone therapy aimed to block
estrogen synthesis or to inhibit ER activation. There is however compelling evidence that
points out that PR is alstmvolved in the developmenand progression of breast

carcinomas.

In our Laboratory we have develapean experimental model of mammary
carcinomas induced by the continuous adstiation of medroxymgesterone acetate
(MPA) into BALB/c female mice. This poedure gave rise to MPA-dependent tumors
(HD) that are maintained by syngeneicansplantations in MPA-treated mice.
Spontaneously, tumors which are ablegtow without exogenous hormone supply may
arise, and these are referred to as hormodependent tumors (HI). Both tumor types
express ER alpha (kR and beta (ER), and both isoforms of PR (RRand PR). We
have already demonstrated that PR playyarkée mediating tumor growth in both tumor
types since antisense oligonucleotides of &Rl different antigmgestins inhibit their
growth. Interestingly, estrogens (E2) alsaluce tumor regression, while tamoxifen
inhibits tumor growth. In previous studi®ge observed that the pure antiestrogen ICI
182780 was able to inhibit MPiduced cell proliferatiomn vitro. All these observations
prompted us to study the role of & tumor growth in the MPA-induced breast cancer
model. In this study we used the C4-HD,asepresentative diD tumors, and its HI
variant, C4-Hl.

In addition, and considering previous wsifkom our Lab which suggested that the
tumor stroma participates in the acquisit@rhormone independence, we have evaluated
if carcinoma associated fibroblasts (CAFs)nfoHI tumors had a different ability than
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CAFs from HD tumors to activate PR and qalbliferation. We also evaluated if &Rs

involved in CAF-induced miiferative effects.

We demonstrated that MPA inducetthe expression, phosphorylation and
activation of ER in HD tumors growingn vivo or in primary cultures derived from the
tumors. Interestingly, the EERwas already activated in Hirhors in the absence of MPA,
but this constitutive activation was not enoughnduce cell proliferation. The mitogenic
signal that activates PR and inducedl proliferation is still needeuh vitro. Furthermore,
the pharmacological or getic inhibition of ER in both tumor types inhibited tumor
growth, even when PR was not completeholished, suggesting that ligand independent
activation of ER is needed for tumor growth. Similaesults were previously obtained
when we inhibit PR. Finally, all these réisusuggested that PR expression is not

completely ERc dependent in this model.

Nuclear interaction between ERand PR was observed in both tumors types
growing in vivo and in C4-HD cells growingn vitro in the presence of MPA. These
results were corroborated using differemttibodies that recognize the phosphorylated
forms of the receptors suggesting that they ima transcriptionallyactive. The cytosolic
interaction between RRand ER. was already reported in the literature; however we
described here a nwdr interaction of PRand ER which seems to be necessary to
mediate MPA-induced cell proliferation sm it can be blocked by E2 and ICI 182780.
The nuclear interaction of steroid receptaras not a particularitpf our experimental
model, since we found similar results T47D cell. The most important difference
between this model and ours lies in the thett E2 stimulates T47D cells whereas it is

inhibitory in the C4 cells.

In previous studies we have analyzed tble of CAFs in HI tumor growth. We
have demonstrated that FGF-2 expressios higher in CAFs derived from HI tumors
than in CAFs derived from Hbnes and that FGF-2 was ableatdivate PR. In this study
we demonstrated that CAFs from HI tumdrad a higher stimulatory effect on cell
proliferation and PR activation than CAF®m HD tumors. Estigen antagonists could
inhibit this CAFs-induced ethelial cell proliferation, sggesting a parallelism between

the mechanisms underlying MPA-induced effects and CAFs-induced effects.



As we were interested in the differences found between CAFs HD and CAFs HI,
activating PR, our next aim was to cheterize by DNA microarrays the molecular
portraits of C4-HD and C4-Huumors. We searched for differences in C4-HD tumors in
the presence or absence of MPA, and differences between the tumor parenchyma and
the stroma from C4-HI tumors and C4-HDntors growing with MPA. For this purpose
tumor parenchyma and stroma was disseugaalg Laser Capture Miodisscetion (LCM)

and samples processed for microarray studies.

Interestingly, most of the genes wel@wvn regulated by MPA. Only 8 genes were
up regulated in MPA-treated C4-HD tumors as compared with tumors in which MPA was
removed. One of them was FGF-2. In tumors where MPA was removed, we registered
increases in genes related with cell cycleestt We could establish patterns of gene
expression from samples obtained by LCM confirming that the stroma from C4-HD and
C4-HI tumors were different. The stroma ©4-HI tumors showed higher expression of
metalloproteases, wound healing proteins arehutactic factors thathe stroma of C4-

HD tumors.

All these evidences support the idea of‘activated” stroma participating in the
acquisition of the HI phenotype, suggestithgit paracrine signaling may be inducing
tumor growth through thactivation of both ERand PR in the parenchyma compartment

of the tumor.

Keywords: mammary carcinomas, medroxyprogesteragetate, progesterone receptor,

estrogen recept@ifa.
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. Introduccién

|. Glandula mamaria

Al nacimiento, la glandula mamaria consiste de un sistema ductal rudimentario, y
el grado de desarrollo dem#e de los niveles hormonalesternos. A los dos afios de
edad, la mama sufre una involucién, ynsantiene como un primitivo sistema ductal sin
alvéolos hasta el inicio da pubertad. Es en este punt@edo la secrecion de FSHy LH
por la glandula pituitaria, estimuka los foliculos ovéricos a liberar -éstradiol (E2).
Esta hormona actla sobre la mama, aéBade su receptor, el RE, induciendo
proliferacion y crecimiento del tejido ductal,naztivo y vascular. Coal inicio del ciclo
menstrual ovulatorio, se sintetiza y se libera pstgrona (Pg, fase luteal), y se forman los
elementos lobuloalveolares maduros en la mdste desarrollo de la glandula por Pg, es
a través de su receptor, el receptor de pregasa (RP). El rol de la Pg y el RP en el
desarrollo de la mama, proviene de estudios en rathneskoutpara el RP. Los
estrogenos o el E2, juegan un rol muy impodaarti la accion de la Pg, dado que regulan
la expresion del RP. Aproximadamente el 121édas células epiteles son RP positivas.
La mama alcanza su maximo desarrollo durmfmefiez, donde se exhibe un aumento en
el numero y tamafio de los I6bulos, en paebido a los elevadasveles de E2 y Pg.
Luego de la menopausia, con la cesacionladéuncion ovaricala mama sufre una
regresion resultando en un iaorento en el nimero de lobalpequefios y una reducciéon

en el numero de I6bulos mayoregy(ifa 1.1; Aupperlee et al., 2005a).

Desarrollo Desarrollo en la Cambios Prefiez y lsvoloiG
embrionario pubertad ciclicos lactancia Py
CR]
/&* ::> £OE3|:>‘E’£ l:>() () ::> :tE]

Estrogenos
GHAGF- Progesterona MMPs
HGF Estrogenos Componentes bioactivos de la
TGFp Prolactina matriz extracelular
CSF-1 Factores angiogénicos
MMPs Activadores del plasminégeno
EGF
Amfiregulina

Figura 1.1. Esquema del desarrollo de la glandula nmmaaria y los diversos factores que cumplen
un rol central en este procesolomado de Lanigan et al., 2007.
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Il. Cancer de Mama

El cdncer de mama es una de lamgipales causas de muerte (superado
recientemente por el cancer de pulmon) en regjee los paises industrializados (Parkin,
2004). Entre las mujeres, abarca el 28% de todos los tipos de cancer diagnosticados
(Knolwes M.A.; Selby PIntroduction to the Cellular and Molecular Biology of Cancer
La Asociacion Americana del Cancer lleva adelante registros estadisticos para los Estados
Unidos. En la Tabla 1.1, se detalla el potagnestimado de nuevos casos y de muertes
por cancer en el aflo 2009 para este pais pambres y mujeres discriminando el tipo
cancer. Se observa que el cancer de mamangares representa la segunda causa de

muerte por cancer.

Estimated Deaths
Male Female

Estimated New Cases*

Male Female

Prostate
192,280 (25%)
Lung & bronchus
116,090 (15%)
Colon & rectum
75,590 (10%)
Urinary bladder
52,810 (7%)
Melanoma of the skin
39,080 (59%)
Non-Hodgkin lymphoma
35,990 (5%)
Kidney & renal pelvis
35,430 (5%)
Leukemia
25,630 (3%)
Oral cavity & pharynx
25,240 (3%)
Pancreas
21,050 (3%)

All sites
766,130 (100%)

Breast
192,370 (27%)
L R 5

103,350 (14%)
Colon & rectum
71,380(10%)
Uterine corpus
42,160 (6%)
Non-Hodgkin lymphoma
29,990 (4%)
Melanoma of the skin
29,640 (4%)
Thyroid
27,200 (4%)
Kidney & renal pelvis
22,330 (3%)
Qvary
21,550 (3%)
Pancreas
21,420 (3%)
All sites
713,220 (100%)

Lung & bronchus
88,900 (30%)
Prostate
27,360 (9%)
Colon & rectum
25,240 (9%)
Pancreas
18,030 (6%)
Leukemia
12,580 (4%)
Liver & intrahepatic bile duct
12,080 (4%)
Esophagus
11,490 (4%)
Urinary bladder
10,180 (3%)
Non-Hodgkin lymphoma
9,830 (3%)
Kidney & renal pelvis
8,160 (3%)

All sites
292,540 (100%)

*Excludes basal and squamous cell skin cancers and in situ carcinoma except urinary bladder.

Lung & bronchus
70,490 (26%)

Breast
40,170 (15%)
0l STE m

24,680 (9%)
Pancreas
17,210 (6%)
Ovary
14,600 (5%)
Non-Hodgkin lymphoma
9,670 (4%)
Leukemia
9,280 (3%)
Uterine corpus
7,780 (3%)
Liver & intrahepatic bile duct
6,070 (2%)
Brain & other nervous system
5,590 (2%)
All sites
269,800 (100%)

©2009, American Cancer Society, Inc., Surveillance and Health Policy Research

Tabla 1.1. Muertes y nuevos casos de cancer en EEUldra hombres y mujeres estimados en el
afio 2009 DatosAmerican Cancer Society.

La incidencia de cancer de mama aurmamn la edad (Bernstein, 2002) y existen
varios factores de riesgo relacionados arfuoras que se asocian a una mayor incidencia
del cancer de mama humano (Russo anddr2€96). Los factores mas destacados son:

a. Predisposicion genética (nagiones de los genes BRCA).

b. Menarca temprana.
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Menopausia tardia.
Primer embarazo tardio.

Ausencia de amamantamiento postparto o periodos de amamantamiento cortos.

-~ ® o o

Nuliparidad y/o fallas en la ovulacién.

Obesidad en mujeres postmenopausicas.

= Q

Dietas ricas en gsas y proteinas.

Tratamientos prolongados con dosisrnfacologicas de estrogenos vy

progestagenos.

Los genes BRCA, BRCA1l y BRCA2 son mgs supresores tumorales, y se
encuentran asociados a una susceptibilidadditaria para el desarrollo de tumores de
mama y ovario. Las mujeres que poseertagianes en los genes BRCA1 o BRCA2
presentan hasta un 85% de piulidad de ser diagnosticadasn cancer de mama a la
edad de 70 afos (Aupperleeakt 2005a). Se ha postulagoe la mutacion de BRCAL (en
heterocigocidad) lleva a un aumento delsgo relativo de cancer de 15 a 200 veces
dependiendo de la edad (Singletary, 2003). Este conjuritorages representa menos del

5% de todos los canceres de mama.

Con respecto a la edad de menarcagnopausia, se observé que cuanto mas
temprana es la edad de menarca, masedtel riesgo de cancer de mama. El efecto
protector de una menopausianfgana asi como también umeenarca tardia demuestran
gue la exposicion durante los ciclos menstmalemales al E2 y/o Pg, aumentan el riesgo
de contraer cancer de mama. Probableéenedebido a que $a hormonas ovaricas
estimularian directa o indirectamente laliecacion celular de lasélulas mamarias. La
nuliparidad, un primer embarazo tardio y tratamientos prolongados con dosis
farmacoldgicas de estrogenos implican emposicion prolongada a picos de estrogeno
durante el ciclo menstrual, el cual aumentaliaiesgo de contraer la enfermedad. El
amamantamiento tiene un efecto protectoresddbrmama ya que indeda diferenciacion
del tejido mamario (Russo et al., 2005). La ottegdiy el consumo de dietas ricas en grasas
y proteinas aumentan el riesge contraer la enfermedad gyae estaria asociado a los
altos niveles de estrogenos circulantes &mtos a partir de la aromatizacion de la

androstenediona en el tejido adiposma(iks and Teich, 1997; Cotran et al., 1999).
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Cancer de mama y hormonas

A pesar de que la mayoria de las ewmcdas apuntan a los estrégenos como
principales responsables, se ha sugerido Ultimamente que la Pg puede tener importancia en
el proceso de transformaci de la glandula mamarid.as siguientes observaciones
estarian relacionadaon dicho riesgo:

a. Un comienzo temprano de lo&los ovulatorios regulares.
b. Los anticonceptivos orales combinadies estrogenos y Pg en mujeres jovenes

asociados a un pequeiio incremento endaencia de tumores (Thomas, 1993).

c. Es controvertido el efecto de la inoculacion de anticonceptivos de accion
prolongada, por ejemplo el acetato de medroxiprogesterona (K&t como

factor de riesgo (Selman et al., 1995).

d. Existe un aumento de riesgo de cont@icer de mama con la terapia conjunta

de progestagenos y estrogenosagpostmenopausia (Thomas, 1991).

Durante afios se postulé que los efeqgbosliferativos de los estrogenos y

diferenciadores de la Pg en el Utero ezatmapolables a la glandula mamaria (Aupperlee
et al., 2005a). En los ultimos afios han surgido sin embargo, numerosas evidencias
epidemiolégicas que se han sumado a las experimentales que apuntan a un papel
protagonico de los progestagermscancer de mama (Hofsethal., 1999; Greiser et al.,
2005; Rossouw et al., 2002).

Fueron principalmente dos estudioshe Women’s Health Initiative Randomized
Trial” (WHI) y “The Million Women Stuflyos que pusieron en jaque los postulados que
se venian manejando. En el afio 2002, y luegari® afios de estuaiel WHI suspendio
un ensayo clinico que incluia a 16608 mugepostmenopdausicas. En este ensayo se
quisieron comparar los efectos de unaapg& combinada de estrogenos con el
progestageno sintético MP¥ersusuna terapia placebo. La razén de la suspension fue el
aumento en la incidencia de cancer denaan un periodo menor de 5 afios. Se observo
un aumento substancial y sificativo en el porcentaje de mujeres con mamografias
anormales y los tumores se detectaron en un estadio mas avanzado que en las mujeres
tratadas con el placebolflebowski et al., 2003).

Los autores del The Million Women Studyestudiaron entre 1996 y 2001, a
1.084.110 mujeres de Gran Bretafia entré6b®fios de edad obteniendo informacion
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acerca del uso de la terapia de reemplamononal (HRT) y otros detalles personales,
llevdndose adelante un semignto de la incidenciade céancer y mortalidad. Los
resultados de este trabajonfirmaron que el uso actual gaiente de la HRT aumenta el
riesgo de cancer de mama. Este, aumenta adewnéasl tiempo de uso de la terapia, y es
mayor en aquellas personas dueron tratadas con HRT mbinada de estrégenos y
progestagenos (Beral, 2003).

Marcadores predictivos en cancer de mama

Se pueden definir como factores capaceprddecir la sensibilidad o resistencia a
un tratamiento especifico (Duffy, 2005). Lmsrcadores mas ampliamente utilizados son
el estudio de la presencia del &fa (REx) y del RP, asociados ain beneficio de la
terapia endodcrina adyuvante (Early Bte@sncer TrialistsCollaborative Group, 1998).
Mas del 60% de los cdnceres de mama ineaseéxpresan RE, mientras que entre el 50-
60% de las mujeres con tumores positivos @hrRE, responden a la terapia enddcrina
(McGuire, 1975; Jordan and @tie, 2007). Posteriormente demostré que el 70-80% de
los tumores que expresaban ambos receptoresyR¥P, luego de ser tratados con terapia
hormonal presentaban un periodo libre eldermedad mayor (McGuire, 1980). La
expresion de ambos receptores es altamente indicativa de anfuREional y, en
consecuencia, de una respudsteorable al tratamiento. D®das maneras, en la gran
mayoria de los canceres de mama, el trataimieormonal deja de ser efectivo luego de
un cierto tiempo; la enfermedad recurresey disemina (Tonetti and Jordan, 1997). Otro
marcador utilizado en la actualidad es HER-2/nelrf@B2), miembro de la superfamilia
de receptores tirosina-quinasa pero qualifarencia de HER-1 (también denominado
receptor del factor de crecimiento epmé&o o EGFR), HER-3 y HER-4, no se conoce
aun su ligando. HER-2 puede heterodimerizaratoos receptores de la familia iniciando
una via intracelular por medio de protesirguinasas activadas por mitogenos (MAPK),
fosfatidilinositol-3 (PI3) o fosfolipasa C (PLCEn lineas celulares de cancer de mama y
modelos tumorales la sobreeagpion del gen HER-2 ha sidooatada con aumento de la
mitosis, transformacién maligna, aumento de la motilidad celular, invasion y metéstasis
(Olayioye et al., 2000). Entre el 20% y 8% de los tumores de mama presentan
sobreexpresado HER-2, evento que se @mi@ha con un prondstico pobre y disminucion

de la supervivencigDemonty et al., 2007).
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Tratamientos

Luego del diagnéstico, el tratamien® seguir depende del estadio de la
enfermedad, y de factores patologicos como la expresion de receptores hormonales y el
grado tumoral (Moulder et al., 200&)a primera decision es larggia, y la evaluacion del
ganglio centinela. Para reducir el riesgordeurrencia de la enfermedad, los pacientes
pueden recibir terapia de rayapiimioterapia u hormonoterap Para aquellos pacientes
gue presentan cancer de mama avanzado ystagis la terapia se considera solamente
paliativa, realizandose principalmente tratartos con agentes quimioterapéuticos. En los
casos en que se haya desarrollado metasisses se utilizan también los bisfosfonatos
(Coleman, 2005). Otra posibilidad es lammdistracion de una terapia adyuvante,
enddcrina o biolégica, que puede ser adstiada como neoadyuvante (antes de la
cirugia) o adyuvante (postragia). Se ha demostrado glse terapia adyuvante puede
reducir el riesgo de recurrencia entre 80-50% (Early Breast Cancer Trialists'
Collaborative Group, 2005).

La terapia biolégica es aquella que segdiral control de sefales intracelulares
transmitidas por los receptores tirosinargsia (RTK) que influyen en el crecimiento,
supervivencia, y diferenciacion de las céldascancer de mama. En este caso se utilizan
los compuestos desarrollados contra HERs2¢ontra el factor de crecimiento del
endotelio vascular (VEGF), por ejemplo (Mdet et al., 2008). Laterapias endocrinas
actuales en cancer de mama estan dirigidasbtoquear el RE o a inhibir la fuente del
ligando, o sea de E2. El tratamiento mas w@atiliz es con moduladores selectivos del RE
(SERMS), pudiendo actuar de manera diferédndépendiendo del tejido en el cual se
encuentren. El SERM que se utiliza actualteezs el Tamoxifeno. Sin embargo, dada su
actividad agonista en el Utero, se esta iatgd reemplazarlo por otros SERMs, como por
ejemplo el Raloxifeno. Ademaie los SERMs se encuentran en estudio otros compuestos
como el Fulvestrant (FaslodexTM, IC82.780), considerado conum antiestrdgeno puro
o regulador negativo selectiviel RE (SERD). El Fulvestrarse une al RE e induce un
cambio conformacional previniendo la dimeriéacdel receptor y llevando a una rapida
degradacion del mismo (Dauvass al., 1993). El problema de este compuesto es que, al
ser antagonista puro, priva péciente de los efectos bemeisos de los estrdgenos en
otros tejidos. Lo mismo sucede en las terapias con inhibidores de aromatasa, que inhiben

la produccion periférica de E2 en pacianpestmenopausicos (Brueggemeier et al., 2005).
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Gran parte de la investigacion basica en cancer de mama utiliza lineas celulares de
cancer de mama humano (MCF-7 y T47D) que son positivas paraoelr&ftiieren del
E2 para proliferar, y sufrerpaptosis cuando son deprivadasl@éormona (Lewis et al.,
2005a). De manera tal que las estrategias astymgra inhibir el crecimiento de tumores
REo+, son: inhibir la unién del E2 a su recapmor tratamiento con tamoxifeno; bloquear
la sintesis de E2, utilimao inhibidores de aromatasa;reducir los niveles del RE
empleando el antiestrégeno puro Fulvestrant.d&d¢emente se ha visto que el E2 es capaz
de inducir apoptosis en ciestdipos celulares (célulasnmnes, células derivadas de
hueso; Hughes et al., 1996), y en lineaslasds de cancer de mama humano que han
desarrollado resistencia artaxifeno (por tratamiento excesivo con antihormonas, MCF-
7-Tam; Osipo et al., 2004), en aquellas quénaeen resistentes a la deprivacion de E2
para crecer, MCF-7:5C o MCF-7 LTED (Lenet al., 2005b; Lewis et al., 2005a; Song et
al., 2001), o en aquellas que sobreexpresanoRK&7D:A18/PKGCGx (Lin et al., 2006;
Zhang et al., 2009). Lo que estos autores obsen en las lineas MCF-7:5C tratadas con
E2, fue un incremento en la expresién de gir@ts proapotoéticas de la familia de Bcl-2,
como Bax o Bak, pérdida del potencial denmbeana mitocondrial e incremento en la
liberacion del citocromo c, tod@ventos relacionada@sla activacion déa via intrinseca
de la apoptosis (Lewis et al.,, 2005a).ektras que en la linea MCF-7 LTED, el
tratamiento con E2 produjo apoptosis naeldi por receptores de muerte, FAS/FASL
(Song and Santen, 2003). EI mismo mecanism@poptosis fue demostrado en tumores
desarrollados a partir de la linea T47D:A18/RKE vivo, por tratamiento con E2 (Zhang
et al.,, 2009) Finalmente, estos autores proponen una terapia con bajas dosis de E2 en
pacientes que han desarrollado resistenciah@idores de aromatases decir, esos
tumores son capaces de crecer en ausend2 de en aquellos que sobreexpresan &KC
(Zhang et al., 2009; Lewis et al., 2005a). Heresante aclarar que los estrégenos han sido
utilizados en la terapia del cancer de manges del advenimiento del tamoxifeno, con

muy buenos efectos terapéuticos pero divee$estos colaterald€arter et al., 1977).

Teniendo en cuenta que el E2 regula la sintesis del RP (Kastner et al., 1990; Petz
and Nardulli, 2000; Petz et al., 2002; Scheltal., 2003), que existe una asociacion entre
el gen BRCA mutado y una aumento del &ihg et al., 2004), y que los RP median
acciones proliferativas ela glandula mamaria, pareceria razonable utilizar agentes que

bloqueen al RP en el tratamiento del camte'emama. En ese sentido nuestro laboratorio
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estd abocado a estudiar si subgrupo de pacientes con atepresion de la isoforma A
del RP podria beneficiarse de ureapia con diprogestagenos.

La Mifepristona (RU 486¥ue el primer antagonista da Pg desarrollado que
exhibié actividad antiprogestageno en hoogm Desde entonces han surgido varios
compuestos analogos cuya accion va €eadtagonistas puros hasta antagonistas-
agonistas mixtos, conocidos en el preseot@o moduladores del RP (PRM). El RU 486
entra en esta segunda categgdagque puede funcionar @ un agonista parcial bajo
ciertas circunstancias celulares cuaadtiva a la isoforma B del RP (RPno asi cuando
se une a la isoforma A (RPMeyer et al., 1990). Asinmso, se ha observado que en
presencia de activadores de PKA comoA&Pc, RU 486 puede comportarse como
agonista (Beck et al., 1993). Este compoegsiroduce la dimerizacion del RP y la
asociacion al ADN, mayor que laducida por el agonista @Marzo et al., 1992; Skafar,
1991). La union del RU 486 induce el reclutamiede corepresores (Jackson et al.,
1997).

Otro antagonista utilizado anteriormeifile la Onapristona (ZK 299). Actua de la
misma forma que RU 486, produciendo dirmacion de los receptores y unién al ADN,
pero de forma mas débil que la inducalar RU 486 (Leonhardt and Edwards, 2002).
Ambos compuestos tienen afinidad por el, Giendo la del ZK menor que la del RU 486.
El uso del ZK 299 fue discontinuado debiddoa efectos colaterales que presentaron
(Robertson et al., 1999).

El ZzK 230211 (ZK 211), otro antagonista del RP, que posee una marcada
reduccion de la actividad glucocorticoidemparado con RU 486. Este antiprogestageno
hace que el complejo RP-antagonista se alnADN, pero no induce activacién de la
transcripcion y a diferencia del RU 486, rene actividad agonista @nesencia de AMPc
(Chwalisz et al., 2000). Debido a su reciente aparicidn, es que se estan reclutando

pacientes para los ensayos clinicos.

lll. Receptores hormonales

Los receptores para hoonas esteroides (SRsteroid hormone receptors
pertenecen a la superfamilia de receptonesleares de clase |. Son factores de
transcripcion entre los quse encuentran los REy el Rbbeta (REB), los RP, los

receptores de androgenos (AR), los receptores de glucocorticoides (GR) vy
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mineralocorticoides (MR). Mientras que dentle la clase Il de receptores nucleares
encontramos a los receptores para acido retinoico ¢RHR, a los receptores X de
retinoides (RXR/Bly), al receptor de la vitamina I/DR), los receptores activados por
proliferadores peroxisomales (PP&R/S), y a los receptores de la hormona tiroidea
(TRa/PB). Todos estos receptores nucleares rj@ss son factores de transcripcion
inducibles, los cuales se hacen activos @sgcia de su ligando especifico (Ellmann et
al., 2009).

Receptores de estrégenos

Los estrogenos ejercen su accion por medio de la unién a los RE. Existen dos
genes conocidos que codifican para los receptde estrégenos clasicos, el gen para el
REa y el gen para el RE El primero en descubrirse ytse el que mas informacion se
tiene es el R&. Fue clonado en 1986 a partir delilaea celular de cancer de mama
humano MCF-7 (Green et al., 1986a; Greeral., 1986b; Greene at., 1986; Walter et
al., 1985), y luego, casi simultaneamente fue dorel de rata (Koiket al., 1987) y el de
ratdbn (White et al., 1987). Has tres especies, tiene urspemolecular muy similar, de
aproximadamente 66-67 kDa (Stiraogteal., 2003). Mientras que el REclonado en rata y
en raton a mediado de loBas '90 (Kuiper et al., 1996; @mblay et al., 1997), tiene un
peso molecular de 56 kDa en roedores, y de 59 kDa en humanos (Figura 1.2).

Ambos receptores unen E2, y luego de la uniéon con la hormona, pueden formar
homo o heterodimeros (Pace et al., 1997), astéan con la maquinaria de transcripcion
basal y con numerosos coactivadores. Se asg@o@a secuencias consenso de respuesta a
estrogenos, AGGTCANNnTGACCT, ERE (Tyulnkev and Klinge, 2000; Roemer et al.,
2006; Bourdeau et al., 2004), en promotoregeiees blanco, regulando la expresion de
estos genes. Ademas, pueden interactuar con otros factores de transcripcion como Spl
(Porter et al., 1997), AP-1 (Webb et al., 19%pt5b (Bjornstrom et al., 2001) o CRE, y
regular la expresion de genes particularesrgemanera tejido especifica (Lazennec et al.,
2001). Analisis de Scatchard, indican que eBRIE raton posee una menor afinidad por el
E2 que el Rk, aunque es capaz de inducir activacion de genes respondedores a E2. Esto
puede ser inhibido por antiestrogenos comamlbxifeno o el ICI (Tremblay et al., 1997).

El REx y el RE3, poseen una capacidad transdopal diferente, siendo el BEmenos

potente en su actividad que el dREe incluso inhibiendo la actividad del &REn

10
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diferentes contextos, (Hall and McDonnell, 1999; Kuiper and Gustafsson, 1997; Montano
et al., 1998). La sobreexpresion delREn lineas celulares de cancer de mama humano
gue expresan REy son dependientes de E2, causa unmébicion en la proliferacion
celularin vitro, e inhibe la formacion de tumorasvivo, en respuesta a E2 (Paruthiyil et

al., 2004, Strom et al., 2004; Behrens et al., 2007).

AF-1 AF-2
DBD HBD
Dim Dim
1 185 251 355 549 595

Union de corepresores ~ mmemmmeee
1 148

- hREB (59 kDa)

96%

Figura 1.2. Esquema del R y el RE3 de humanos.Se transcriben a partir de dos genes diferentes.

El REB es més corto en su extremo N-terminal que el.F¥& muestra la organizacién de los dominios

de las isoformas del RE humano. DBD: dominio de unién al ADN; HBD: dominio de unién a la
hormona; Dim: dominio de dimesacién; AF-1 y -2 son los domirsade activacién transcripcional;
también se indican los dominios de interaccion corpmesores y coactivadores de la transcripcion, y

el porcentaje de homologia entre los diferentes dominios de ambos receptores. Adaptado de Klinge,
2000.

En muchos tejidos de raton, amboseores son coexggados, como por
ejemplo: en el ovario, utey pulmén, glandula mamaridejido neural y en tejidos
reproductivos del macho. Sin embargo, existdéerencias en su exgsion en el ovario,
donde la expresion del REes mas abundante que la deloRE en glandula mamaria
normal, donde ocurre lo contrario (Couselet1997; Hewitt and Korach, 2003). Estudios
en ratoneknockoutpara el RE (REKO) han demostrado que eblREno el RBB, es
esencial en la proliferacion de la glandmamaria, Gtero y prostata (Hewitt and Korach,
2003). La proliferacién de estos tejidestimulada por E2, es normal enfJRP, pero esta
ausente en los REKO (Couse et al., 2000; Hewitt and Korach, 2003). Sin embargo, a
pesar que el REKO muestra un desarrollo normal d glandula mamaria hasta la

pubertad, su participacion seria fundamental en el desaldbililoalveolar de la mama

11
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durante la prefiez y la lactancia (Forsteslet2002). En la Tabla 1.2, se citan algunos de
los fenotipos mas importantes de amkiesckouts

Tabla 1.2. Resumen de los resultados obtieisi en ratones knockouts para ambos RE

Tejido Funcion Fenotipo
. L Produccién y secrecion de REoKO y RExpKO: alta LH
Glandula pituitaria gonadotrofinas REBKO: ningun fenotipo

REaKO: hemorragias; altos niveles de E2 y
testosterona, debido a alta LH; anovulatori
REBKO: ovulacion reducida

REaBKO: falta de ovulacion

REoKO y REaBKO: insensible a E2
REBKO: crecimiento y respuesta a E2 nornpal
REaKO: decidualizaciéiindependiente de
Embrién/Utero Implantacién/decidualizacién E2, no hay implantacion

REBKO: normal

REaKO y RExBKO: sin desarrollo en la
Desarrollo en la pubertad, pubertad

lactancia REBKO: incompleta diferenciacion de la
glandula durante la prefiez y lactancia

A=

Ovario Produccién de Pgy E2, ovulacion

Utero Proliferacién, secrecién

Glandula mamaria

Adaptado de Hewitt and Korach, 2003; Forster et al., 2002

Los REx sufren modificaciones post tnactionales, que tiene que ver con
fosforilacion, acetilacion y glicosilacion (Lannigan, 2003; Likhite et al., 2006). De éstas,
la fosforilacion del receptor eonsiderada la mas importayteleriva de laactivacion de
diferentes quinasas celulareseqalteran la actividad del RE Diferentes sitios de
fosforilacion en la secuencia primaria deteptor, han sido caracterizados por métodos
bioquimicos, y se esquematizan en la FiduBa Fosforilacion de bresiduos localizados
en el dominio N-terminal A/B del RE como la Serl04, Serl06 (por quinasas
dependientes de cichn CDK; o por MAPK; Rogatsky &l., 1999; Thomas et al., 2008b),
la Ser118 (por MAPK; Joel &l., 1998b), la Serl67 (por RSy Akt; Joel et al., 1998a;
Arnold et al., 1994), han sido determinados. Agvade que esta régi es responsable de
las funciones de transactivacion del RHe forma ligando-independiente, estos sitios
sufren fosforilacion en resiesta a E2. El grupo de Murphy, demostro que el RE
fosforilado en la Serl18 por E2, esta presemgromotores regulados por la hormona,
como pS2, RP, c-Myc y ciclina D1, en ladancelular de cdncer de mama humano MCF-
7, en un mecanismo independiente de aeactivacion de MAPK por HER-2 (Weitsman
et al., 2006). Por otrilado, la fosforilacion en Ser236, ehnDBD, por PKA actuaria como
un mecanismo regulatorio en la homo yehedimerizacion, y en la unién al ADN (Chen
et al., 1999). Ademas, se demostrd que séofilacion Tirosina537 pdE2, via c-Src, seria
importante en la dimerizacion del receptor ylarunién al ADN (Arnold et al., 1995).
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Pakl media la fosforilacion del REen la Ser305 de mandigando independiente, y esta
relacionado a la actividad del receptor y a mextans de resistencia. A su vez, el E2 es
capaz de inducir activaciode Pakl (Balasenthil eil., 2004). PKA también puede
fosforilar la Ser305, alterandia sensibilidad del receptor al ligando, induciendo un
cambio en la accion del tamoxifeno, de antagfarppor agonista, mecanismos relacionados

con resistencia (Gidano et al., 2009).

. RSK
MAPK Akt
PKA
L / / Pak1 Src
SN ¥
@ @® @ P P
1 S118 S167  S236 5305 Y537 595

$104/5106 S118 L266/L268
P P V)

a

CDK7 — IxB kinase o
CDK2 MAPK ‘

GSK-3

Figura 1.3. Esquema mostrando algunos de los sitios de fosforilacion en el &®Bumano y las
quinasas involucradas.

Gran parte de estos estudi®s realizaron con lineas celulares, muchas de ellas
negativas para receptores hormonales, y sobreexpresandocalniRiEando sitios de
interés, sobreactivando diferentes viassd@alizacion o utilizandnhibidores de estas
vias, entre otras estrategias. Sin embargoptess estudios se analiz6 el estado de
fosforilacion del Rl en tumores de mama humanos. En estos casos, se demostré que una
elevada fosforilacién del REen Serl67, es un marcador pronostico de pacientes que
pueden ser tratados con terapgmslocrinas y que tendrian una mejor sobrevida libre de
enfermedad luego de detectarse metastasiméghita et al., 2005; Jiang et al., 2007). La
fosforilacion en Ser118 fue detectada mayari@en pacientes con tumores diferenciados,
sin haber tenido un tratamientaepio, sugiriendo que la fosforilacion en este sitio estaria
asociado a un buen prondsticin embargo, también se detron altos niveles de

pSerll8 en tumores de pacientes que safri@eina recaida luego del tratamiento con
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tamoxifeno, sugiriendo también, que estBospodria estar asociado a resistencia al
tratamiento endécrino (Sarwar et al., 20D&yrphy et al., 2004). Ademas, en un estudio

con pacientes con tumores de mama, antespuds de la terapia enddcrina, demostraron
gue la pSerl18 correlaciona con la activadénMAPK, que disminuye en respuesta al

tratamiento, y que esta disminucion es auganan tumores sensibles a la terapia (Zoubir
et al., 2008).

Otra modificacion post traduamial descripta para el REque potencia su
actividad transcripcional, es la acetilacion en residuos Lisina 266 y 268, por la enzima
acetilasa p300, en un mecanismo radalpor E2 (Kim et al., 2006b).

En numerosos trabajos se ha descripto activacion deldREausencia de ligando.
En la linea celular de cancer de matmamano, MCF-7, la prolactina induce la
fosforilacion del Rlz en serina 118, y la transcripoi de genes conteniendo secuencias
ERE, en ausencia de E2. Este efecto filbido por el antieshigeno puro ICI (Gonzalez
et al., 2009). Por otro lado, se demostr6 quedtina, a travéde la via de sefalizacion de
MAPK, induce activacion del RE(Catalano et al., 2004), migas que la sobreexpresion
de PKG junto con el Re en células Cos-1 y NIH3T3, dio como resultado un aumento en
la fosforilacion y activacion transcripcional del é&R.ahooti et al., 1998). Se demostro
también, que la via de sefalizacionRI8K/Akt modula la actividad del REin vivo, y
esto correlaciona con la fosforilacion, ansencia de ligando, en serina 167 deblRE
mediado por Akin vitro. Sin embargo, la capacidad detAdara inducir la expresion de
genes conteniendo EREs, es dependienteatdexto en cada promotor no pudiéndose
generalizar a todos los genes conocidos eetpsd por E2 (Campbell et al., 2001). Ademas,
factores de crecimiento o EGF, IGF y heregulinfi inducen fosforilacion del RE
nuclear alterando su expresion y activackbancripcional via Akt en ausencia de
estrogenos (Stoica et al., 2000; Martirakt 2000; Stoica et al2003). Recientemente se
determind urioop autdcrino entre SDF-1 y los REy RE3 en células MCF-7. Por este
mecanismo, el E2 regula la exptesdel SDF-1 via sus receptordphay betg mientras
gue el SDF-1 induce la activacion de MA®Kor unién a su receptor de membrana
CXCR4. La activacion de estas vias de sefalizacion llevan a un aumento en la
fosforilacion y activacion del RE induciendgnes relacionados @oliferacion celular
(Sauve et al., 2009).
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Receptores de progesterona

Los RP han sido implicados en una éimprariedad de procesos bioldgicos
incluyendo el desarrollo de la glandula mamala regulacién de lprogresiéon del ciclo
celular, el procesamiento de proteinas, ealmalismo y la induccién de otros eventos de
sefalizacion (Li and O'Malley, 20Q3Existen dos isoformas del RP, R PRs, que
derivan de promotores alternativos uie gen localizado en el cromosoma 11 g22-923
humano (Kastner et al., 1990; Rousseau-MetcM., 1987), y en el cromosoma 9 de ratén
(Schott et al., 1991). Originalmente clonadocgtulas de cancer de mama humano, el
receptor B contiene 933 aminoacidos y un pastecular (PM) de 116 kDa, mientras que
el receptor A carece de los 164 aminoacithisiales teniendo un PM de 94 kDa. Se
observd que el RPse origina desde ebddn de inicio de la aduccion AUG1, mientras
que el RR, lo hace a partir del codén AUG2 (Kasteeml., 1990). En roedores, el PM del
RPs y RPy es 115 y 83 kDa, respectivamente (Sathereet al., 1991). Marecientemente,
fue identificada una tercera isoforma del RP, llamadad®R60 kDa (Figura 1.4; Wei and
Miner, 1994; Wei et al., 1996presente en linealulares de cancer de mama humanas
T47D y MCF-7, y en endometrio humano norntgdta isoforma, fue identificada a partir
de ensayos de traducci@m vitro con uncDNA del RP sin los sitios de inicio de la
traduccién para RPy RP.. De forma tal que se determiné un tercer codon AUG que
mediaria el inicio de la tdaiccion de esta nueva isoforma.drposee el dominio de unién
a ligando, y un dominio de unién al ADN incompléHagan et al.2009), de manera tal
gue es un factor de transcripcion no funcipgae une Pg (Wei dl., 1996), pero esta
restringida su localizacion al citoplasma (Wei et al., 1990). Se demostré que léde
formar heterodimeros con Rihhibiendo su actidad transcripcional (i et al., 1997).
RP: podria secuestrar Pg, impidiendo su unién cop &khhibiendo laactividad de la
misma (Wei et al., 1997%in embargo, el grupo d& Gellerseren Alemania (Samalecos
and Gellersen, 2008), niega la existenciaedi& isoforma dado que no son capaces de

detectarla con varios anticp@s disponibles contra el RP.
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AF-3 AF-1 AE-2
DBD HBD
ERID-I ERID-II Dim
1 164 566 644
N-| Bus C hRP
RP, RP, RP,

Figura 1.4. Esquema de las diferentes isoformas del RROrganizacién de los dominios de las
isoformas del RP humano (RFRR: y RF:). DBD: dominio de unién al ADN; HBD: dominio de unién

a la hormona; Dim: dominio de rderizacion; Bus: dominio de 164 aminoacidos especificos de la
isoforma B; AF-1, -2 y -3 son los dominios de activacién transcripcional; ERID-1 y ERID-II, dusnini
de interaccion con el RE Adaptado de Cork et al., 2008; Kastner et al., 1990; Wei et al., 1996; Ballare
et al., 2003.

Esta ampliamente aceptado que el RRregen regulado por E2 (Horwitz et al.,
1978; Horwitz and McGuire, 1979; Kastner et 8890; Kurita et al., 2000). Si bien se han
encontrado secuencias de respuesta a E2 (&fR&)promotor del RP humano (Kastner et
al., 1990), no es la secuencia consarsupleta, sino un medio sitio EREa{f ERE) en el
promotor del RR. Se piensa que la expresion del RRI&a través de dos promotores, el
promotor para el RPy el promotor para el RRy si bien ambos promotores responden a
E2, ninguno contiene la secuencia palindoamcompleta ERE (Petz et al.,, 2004). La
asociacion del R& a este medio sitio ERE, junto con la interaccion con factores de
transcripcion como c-Fos, c-Jun y Spl, raedin la regulacion por E2 del gen del RP
(Petz and Nardulli, 2000; Beet al.,, 2002; Schultz eal., 2003). También se han
encontrado secuencias ERE en el promotoiRiRelde rata (Kraus et al., 1994), mientras
gue en raton se han encontrado secuenciasiyas para el pegado del RE, muy similares
a la secuencia ERE consenso, ubicadas en el promotor d@HRdglhara et al., 1994).

En ratonesknockoutpara el RP (RPKO) slea demostrado que es el KRél que
media los efectos proliferats de la Pg sobre lagdula mamaria. El ratbn RRO
presentd severas anormalidades en la funoi@mica y uterina llevando a infertilidad en
las hembras. Mientras que la accion de la Pg sobre la glandula mamaria o sobre el timo de
estos ratones, no se vio afectada (Mulac@eit et al.,, 2000). Mas recientemente, se
desarrollo el raton RIKO, sobre el cual se demostrd daesupresion en la expresion del
RPs no afecta la accion de la Pg sobreitdro, el ovario y timo. Pero resulta en una
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reducida morfogénesis ductal alveologénesis de la manurante la pefiez (Mulac-
Jericevic et al., 2003). De esta manera, el 8necesario y suficiente para desarrollar las
respuestas reproductivas mediadas Pg para la fertilidad da hembra, mientras que el
RPs es necesario para las resgtas proliferativas y difereradoras de la Pg sobre la
glandula mamaria (Conneely et al., 2003).

En la glandula mamaria normal y en el Utero de raton la relacigfiRRPes 3/1
(Schneider et al., 1991), mientras que en la glandula mamaria hi8adoaus y cal
informaron que ambas isoformas se encuerdgraconcentracionegeimolares (Sartorius
et al., 1994).

Los RPs, sufren considerables modifioags post traduccionales que tienen que
ver con fosforilacion, acetilacion, sumoiléoj y ubiquitinacion (Dresing et al., 2009;

Hagan et al., 2009). Existen 14iduos serina en la secuemprimaria del RP, capaces de

ser fosforiladogn vivo o in vitro (Figura 1.5). Estas modificaciones pueden ocurrir de
forma basal, como respuesta a la activagidnligandos especifisoo por activacion de

vias de sefializacion intracelular. Seis de los sitios (Ser20, Ser25, Ser81, Serl02, Serl130,
Serl62) se encuentran en el extremo aminout@irexclusivo de la isoforma B, mientras

gue los otros se localizan énregién compartida por laakrma B y la isoforma A del

RP (Serl190, Ser213, Ser294, BHy, Ser400, Ser430, Ser554,&4@; Hagan et al., 2009).

Todos estos sitios, a excepcion de la Ser345, estan representados también en la secuencia

primaria del RP de ratorw{vw.phosphosite.olg La fosforilacion del RP, afecta su

funcién y activacion transcripmal sobre genes blanco, facalizacion subcelular, su
estabilidad y vida media, y su capacidad deractuar con otras proteinas (Clemm et al.,
2000; Hagan et al., 200Byessing et al., 2009).

El tratamiento de las células con un agend# la Pg estimula la fosforilacion de
los RP por lo menos por dos mecanismos. Cugréos sitios se encuentran basalmente
fosforilados (Ser81, Serl62, Serl90 y Ser490gon el tratamiento la fosforilacion
aumenta aproximadamente 2 veces. Los otros sitios se fosforilan en respuesta a la
hormona (Serl02, Ser294, Ser345 y Ser400)egdude 1 a 2 horas de tratamiento la
fosforilacion es maxima (Clemm et al., 2008 conocen diferentes quinasas capaces de
fosforilar a los RP, como por ejemplo, MAP&asein kinase ]ly la quinasa dependiente
de ciclina Il (CDK2; Shen dl., 2001; Weigel et al., 199%eigel, 1996). La union de la
Pg a su receptor produce la libetacide los complejos de proteinas shecktérmico
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(HSP) como la hsp 90 (proteina de 90 kDa) kidp 70 (proteina de 70 kDa) a las que se
encontraba unido, y un aumento de su fosfadla(Wen et al., 1994). Una vez liberado el
complejo de HSP se produce la dimerizaai@h receptor en homo o heterodimeros y la
union del mismo a una secuencia consens@leADN. Esta secuencia se denomina
elemento respondedor a progestagenos (PRE3, una secuencia invertida separada por
tres nucleotidos: AGAACANNnTGTTCT. Los GR, AR y MR comparten esta secuencia,
mientras que como dijimos, los RE se unen a la secuencia AGGTCAnNnnTGACCT
(Roemer et al., 2006). EI homo u heterodimenteractia luego con factores de
transcripcion basales, otrasoteinas de unidén al ADN y aotivadores de manera que

aumenta o disminuye la transcripcion del gen en cuestion.

Fosforilacion Hormono-dependiente

/N

R:pe P RP, P P[P ) RP
S102 | S294 S3455400 |

$81 S162 S190 S400
PP P

Sitios de fosforilacion basal

Sitios de fosforilacion por MAPK: Ser20, Ser294, Ser345
por Casein kinase 11: Ser81
por CDK2: Ser25, Ser162. Ser190, Ser213, Ser400, Ser430, Ser554, Ser676

Sitios para los cuales no se conocen quinasas: Ser102, Ser130

- Sitio de sumoilacion (K388)

‘ﬁi? Dominio rico en prolinas (P422, P423, P426)

Figura 1.5. Esquema de los sitios de fosforilacion en el RBe muestran los sitios de fosforilacion
mas importantes y mas estudiados en el RP, los basalmente fosforilados y los inducibles por hormonas.
Adaptado de Daniel et ap09; Hagan et al., 2009.

Muchos factores de traaripcion son modificados por sumoilacion (SUMO), de
una manera fosforilacién-dependiente, infafltio su accion transcripcional. SUMO, es
una proteina de unos 10 kDa, esune reversiblemente aiduos lisina de una manera
reversible, por la accién de enzimas Ubc9 yig&sa. Mientras que la enzima SENPs, es
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la responsable de liberar $1O de las proteinas, en un mecanismo hormono-dependiente;
trabajos citados en (Daniel et al., 2009).reEspuesta a progestagenos, el RP puede sufrir
sumoilacién en la lisina388 (Figura 1.5). Le@nsecuencias de esta modificacion es la
represion transcripcional, mientras que el RBtante en este ti es hiperactivo en
relacion elwt (Daniel et al.,, 2007). Por otro lado, la fodfeion en Ser294 por
progestagenos, antagoniza este efecto represor, y el grado de fosforilacion en Ser294 o
sumoilacién en Lys388, puede afectar difer@ineente la activacion transcripcional de
genes enddgenos regulados por RP. Por ejemplo,ti3$ud factor o MUC-1, son
independientes del estado de sumoilacion delrEntras que lo contrario ocurre con el
HB-EGF (Daniel et al., 2009).

En general, el RPes un activador transcripcional mas fuerte que @l Rientras
gue este ultimo, puede funcionar como tepresor ligando-dependiente de otros
receptores de hormonas esteroides, incluyendn REB, AR, GR y MR, de una manera
célula-contexto del promotor-dependient®oonyaratanakornkit and Edwards, 2007;
Vegeto et al., 1993). La accion inhibitoria delsR¥® deberia a su incapacidad de reclutar
coactivadores de la transcripcién, comparado con la de{GBngrande et al., 2000). Sin
embargo, los estudios en ratonksockoutspara una u otra isoforma, descriptos
previamente, sugieren que ambos receptores funcionan de una manera tejido-dependiente
como activadores transcripcionales. En @due cancer de mama humano que expresan
solo la isoforma B (T47D-YB) o solo la A 4¥D-YA) del RP (Sartorius et al., 1994), la
gran mayoria de los genes regulados por el RP, lo hacen via la isoforma B (~65% de los
genes) del receptor en presencia de ligadientras que so6lo un 4% de los genes
resultaron regulados por la isoforma Aproximadamente un 25% se encontraron
regulados por ambas isoformas (Richerakt 2002). Ademas, se demostré que los
progestagenos sintéticos tienen un alto graelasimilitud con la Pg, en sus respuestas
transcripcionales (alrededor de un 77-91% semejanza; Bray et al., 2005). Aun en
ausencia de ligando, el RP puede ser activo transcripcionalmente, y en oposicién a los
resultados obtenidos en peesia del progestageno, el RBeria la isoforma mas activa
(Jacobsen et al., 2002).

El RP es ademas capaz de interactuar factores de transcripcion en sitios
consenso de promotores que carecen d&.FBh ejemplo de esta situacion es la
interaccion entre el RP y Spl en sitios cossgrara Spl. En esta interaccion se encuentra
ademas implicada la proteina de unién a BREBP/p300) y el resultado de la misma es

el aumento de la transcrigai del inhibidor de quinasaspindiente de ciclina p21 (Owen

19



. Introduccién

et al., 1998). La interaccién entre RP y $glencuentra regulada por la fosforilaciéon
dependiente de ligando, en la®5 del RP, producida por uké rapida desefalizacion
(MAPK) inducida por el misim RP (Faivre et al., 2008).

El analisis de la localizacién intracelulde ambas isoformas en diferentes tipos
celulares y condiciones, dicomo resultado que el BBe encuentra distribuido entre
citoplasma y ndcleo, mientras que el aRPes predominantemente nuclear
(Boonyaratanakornkit et al., 2007; Lim et d999). Estudios de nuestro Laboratorio
sugieren que también podrian localizarsdaemembrana celulasobre todo a tiempos
cortos luego de incubacién con el ligando o con factores de crecimiento (Bottino et al.,
2009).

Mecanismos no gendmicos

Clasicamente, se considera a los SR cfeatores de trans@tion nuclear, que
cuando se activan por union con sus ligandepecificos, regulan la expresion de
diferentes genes blanco. Los SR activaolesden actuar como dimeros sobre secuencias
especificas de respuesta a hormonas en pavesen el ADN (en forma general se las
conoce como HRE$ormone-responsive elements pueden actuar por interaccién con
otros factores de transcripcibn. En ambososa el resultado es el reclutamiento de
coreguladores de la transcripcion, corjgde remodeladores de la cromatina, y la
maquinaria de transcripcionda (Beato et al., 1995; Onate et al., 1995). Por otro lado, se
ha visto como los SR pueden modular tambl@ activacion de @k de sefalizacion
citoplasmaticas, como por ejemplo la activadi@nla adenilato ciclasa, de las MAPKs, y
la PI3K, de la tirosina-quinasa Src, entre otsais hecesitar de la actividad transcripcional
clasica (Baulieu, 1978; Pietrasd Szego, 1977). Incluso, pactivacion de estas vias, y
sin ir al nucleo, los SR son aqes de regular la expresion gines particulares. A estos
efectos no dependientes de la accion nucledosiSR, se lo denomina mecanismos no
genomicos (Edwards, 2005).

Los SR localizados en la membrana plasraaticen el citoplasma, pueden asociarse de
forma momentanea con otras moléculas dealsmacion incluyendo receptores acoplados a
proteinas G (GPCR), a la tirosina-quinasesolica Src (c-Src, Fyn), proteinas con
dominios SH2 (SHzontaining domain Shc), o proteinas adaptadoras (Stic30Cas,
MNAR, Grb2, Crk, p85)y asociadas a membrana (Caveolina 1), produciendo la
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activacion de vias de sefi@addn como MAPKs o PI3K/AktLa consecuencia bioldgica

de la activacion de estas cascadas de zeialh, generadas por las hormonas esteroides,
es influenciar la transcripcion génica. sn propuesto al menos tres mecanismos para
describir este proceso: 1) un mecanismo de retroalimentacion positiva donde la actividad
transcripcional de los SR o t&s coreguladores es aumentadafpsforilacion, 2) vias de
sefializacion que convergen y activan a gdsasco requiriendo que otros factores de
transcripcion (TF) cooperen con los SR nmaede la unidn de promotores HREsS, y 3)
activacion de TF indepelientes de la union dota de los SR al ADN
(Boonyaratanakornkit and Edwards, 2007). Estexanismos se muestran en la Figura
1.6.

“No-genémico”

v
“Nuclear” - . GFR
o mRm Vv Y ® 1A
v Vv
Esteroide @
Respuesta

celular

Figura 1.6. Vias de sefializacién clasicas y no-gendmicas activadas por hormonas esteroiBs.
receptores de hormonas esteroides, TF: factoresadscripcion, mSR: receptores no clasicos de
esteroides en membrana, HRE: elementos de respuesta a hormonas esteroides. Adaptado de
Boonyaratanakornkit and Edwards, 2007.
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En lineas celulares de cancer de mama humano T47D,gepldele mediar la
activacion de Src inducida por progestagends, sefializacion rio abajo por MAPK. Se
observé urcrosstalkentre el RP y el RE en la activacion de la via c-Src/f2IMAPK
por Pg. La unién de Pg al RPAnduce la asociacion del REa c-Src y la consecuente
activacion de la via, un mecanismo que deueser inhibido por antiprogestadgenos o
antiestrogenos. Los autores determinaron lguactivacion de c-Src por progestagenos
implica la interaccion del extremo N-terminal delgRfdn el RE, y la asociacion del
REa con c-Src (Migliaccio et al., 1998). Resdlbs similares se obtuvieron en células
estromales de Utero de rad@ande la activacion de las viasMAPK y Akt por Pg, ocurre
de forma no gendmica y mediantearnsstalkentre el RP y el RE(Vallejo et al., 2005).
Mientras que en la linea celular de cancepudistata, LNCaP, el tratamiento con E2 o
androgenos, induce la asociacion entre el AR y @l & Src, resultando en la activacion
de MAPKs y en la prolifexciéon celular, un mecanismo queiede ser inhibido por
antiestrogenos y antiandrégenos (Migliaccio et al., 2000).

En el afio 2003, el grupo d=ato M y cqldefinieron los dominios de interaccion
entre el RP y el Ric (Figura 1.4; Ballare et al., 2008n ensayos de inmunoprecipitacion
y doble-hibrido, encontraron dos dominios en el extremo N-terminal del RP necesarios en
la interaccion con el REpara la eficiente activacion dee cascada c-Src/MAPKSs por Pg.
Estos dominios en el RP se denominaron ERID-I y ERIEER-({nteracting domain | and
II), y aunque estan presentes en ambasrizals del RP, y ambas serian capaces de
interactuar con el RE solo el RR activa la via de c-SWIAPK por asociacion con RE
en presencia de progestagenos, en estelm@dagliaccio et al., 1998). Sugiriendo que en
el contexto del RE uno o ambos dominios ERID, no estartisponibles para interactuar
con el Rl (Ballare et al., 2003). Ademas, teniendo en cuenta que gl 3P
principalmente nuclear (Lim et al., 1999), estgtaria su asociacion en el citoplasma
celular con el RE. Los mismos autores determinaron que el dominio HBD en el RE
seria el que media la asociacion con el RRespuesta a progestagen(Ballare et al.,
2003). Ademas, estudiaron un dominio rico ewlipas, ubicado entrambos ERID en el
RP (Figura 1.5), involucrado éainteraccion con elomino SH3 de c-Scr. Esta secuencia
rica en prolinas, es independientel@asociacion entre el RP y el &En la activacion de
MAPK por progestagenos. Demostraron ademds, la importancia del €REeste
mecanismo, dado que en su ausencia 0 esepcia de antiestrégenos, se bloquea la

activacion de la via de MAPK parogestagenos (Ballare &t, 2003; Migliaccio et al.,
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1998). Por lo tanto, se postuldé que la Pg unida g REuce la asociacion con el RE
libre de ligando (via domios ERID-1y Il en el RE, y HBD en el Rl), lo cual resulta en

la interaccion entre RE Yy c-Src y en la consecuen activacion de MAPK. Mas
recientemente, se pudo discriminar enlime genes regulados por el RP, que eran
dependientes de los dominios ERye la interaccion con el RE Entre estos, estan el
gen de ciclina D1 (Ccndl), Cdknla, Hsd11b2 ycMMientras que dentro de los genes
regulados por progestagenpse no dependen deitgeraccién con el Rit, se encuentran
Birc3, Fos, Duspl y Jun (Quiles et al., 2009).

Otro mecanismo propuesto para la aciidrace MAPK de forma no gendmica por
progestagenos, es mediante un&n directa entre el dominraco en prolinas en el RP
(Figura 1.4) y el domino SH3 de c-Src, independientemente de la presenciaad@rRE
células T47D, el tratamiento con ebgestageno, induce la asociacion entrg RE-Src,
llevando a la activacion de la via c-Src/R&PK, en un mecanismo independiente de la
actividad transcripcional del RP y da Ser294 (Boonyaratanakornkit et al., 2001;
Boonyaratanakornkit and Edwards, 2004; Edwagtial., 2002). Nuevamente, aunque el
RP, y el RR poseen idénticos dominios de interaccion con c-Src, glnfeRue capaz de
mediar la activacion de MAPK por progestage. En este modelo, el incremento en la
expresion de ciclina D1, cuyo gen careceeflementos de respuesta a progestagenos
consenso, Yy la consecuente induccion del aelalar, es dependiente de la activacion de
c-Src/MAPK por RP de forma no genomiddientras que la expresion de genes con
secuencias PRE (como el gen de Sghkum and glucocorticoid regulated kingseo se
vio afectada por mutaciones en el RP quejbéen su asociacion gendmica con c-Src
(Boonyaratanakornkit et al., 2007).

Por otro lado, se describié que los progestagenos son capaces de activar las vias de
sefalizacion de PI3K/Akt y ddanus-tyrosine kinas€JAK)/STAT, en un mecanismo
dependiente de c-Src en células tutewamamarias, lo cual correlaciona con
proliferacion celular (Proietgt al., 2005; Saitoh et al., 2005).

Todos estos resultados han sido olatesi utilizando construcciones de RP
humanas. Recientemente ha sidportado que el RP de ratonaeze de los sitios ricos en
prolina necesarios para la activacion derc{Hammes and Levi2007); lo que denota la
necesidad de una cuidadosa extrapolacion &drdatos previos en células humanas y en

células de raton.
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La situacion respecto a la regulacién deh de ciclina D1 por progestagenos es
confusa. Dado que el promotor de Ccndl nepaecuencias PRE, se sugirié fuertemente
gue el RP no necesitaria de su accion nuglaga inducir la expresion del gen. Y dada la
activacion de la via de c-SMAPK por progestagenos, edievaria a la activacion de
Ccndl por otros factores de transcripci@uitoh et al., 2005Skildum et al., 2005;
Boonyaratanakornkit et al., 2007). Una situaciddloga se describidara la regulacion
de mismo gen por E2, dado que también eame secuencias ERE y depende de la
activacion de MAPKs y Akt. Sin embargee demostré el reclutamiento del dRgunto
con c-Fos y c-Jun, a secuencias promotatasgen de Ccndl en presencia de E2
(Cicatiello et al.,, 2004; éckhoute et al., 2006). Finalmente, resultados actuales
demuestran la necesitad del DBD del RP lanregulacion delgen de ciclina por
progestagenos, ademas de su accion citoplasan&ts mismos autores, detectan al RP en
secuencias promotoras del gen en ensayos de Chiprhatin immunoprecipitation
assay} luego del tratamiento hormonal. Las misreasuencias en lasales se detecto al
REa, y que ademas poseen sitios de union para Spl, OatB (feckhoute et al., 2006;
Quiles et al., 2009). Por otro lado,mdibicion en la interaccion entre RIREa, no activa
la expresion de Ccndl, pero faoco inhibe la asociaciéon del RRal promotor.
Demostrando también la necesidad de las vias citoplasméticas en la accion transcripcional
del RP (Quiles et al., 2009). Finalmente, se demostrégaprautdcrino, por el cual la Pg
induce via la asociacion entre RP y Splxiaresion de EGFR y Wntl, lo que conlleva a
un aumento en la activacion de MAPKs ylioa D1, y la conseante proliferacion

celular (Faivre and Lange, 2007).

En cuanto a las acciones extra nuclegesseradas por E2, éstas se han observado
en varios tejidos y lineas celulares. Los rios efectos rapidos inducidos por E2 fueron
reportados sobre rata ovariectomizadas, ddadwrmona inducia un aumento de AMPc
en el Gtero (Szego and Davis, 1967). Luegdadsatificaron sitiosespecificos de unién a
E2 en la membrana celular (Pietras and Szego, 1977).

Tanto en células MCF-7 como T47D, el Ejrce acciones proliferativas, y el
tratamiento con esta hormona aumenta rép@de la activacion de-Src, Ras y de las
MAPKSs. Se demostré por ensayos de inmuaoipitacién que el Emduce la interaccion
entre el RE& y c-Src, lo cual aumenta la actividdd c-Src, un mecanismo inhibido por el

antiestrogeno ICI (Migliaccio et al., 1996). &mas, se observé que el E2 puede inducir
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proliferacion de células MCF-7 a través ldevia PI3K/Akt, y uninhibidor de c-Src,
previene la activacion de esta via. E2, piewe la formacion de un complejo ternario
compuesto por el RE c-Src y la subunidad regulatonie PI3K, p85 (Castoria et al.,
2001). Akt posee un dominio rico en prolinagpaade interactuaoo el domino SH3 de
c-Src. Esta interaccion esta implicada en la fosforilacion en tirdsidekt y su activacion
(Jiang and Qiu, 2003).

V. Estroma tumoral

Mas del 60% de los tumores mamarios egpn receptores hormonales, los cuales
constituyen uno de los blancos srefectivos en la terapia.rSéembargo, con el tiempo los
tumores desarrollan mecanismos de resistentaa terapias endocrinas (Normanno et al.,
2005; Tonetti and Jordan, 1997). Conocerrfescanismos que gobiernan el crecimiento
de estos tumores, permitira desarrollar agentes terapéuticos nuevos o implementar los
existentes en forma mas eficiente.

La membrana basal es imprescindibleapk diferenciacion, mantenimiento y
funcionalidad de la estructura tubular degdl@ndula mamaria; sega el epitelio del
estroma y permite (y modula) el pasaje distintas sefiales eambos sentidos. La
adhesion de la célula epitelial a la membrana confiere ademas, como parte de la
diferenciacion terminal, sefales direcciesa que dan sentid@a los conceptos de
basolateral y apical. Se demostr6 que s&ocklulas estromales sintetizan las proteinas
mas importantes de la matriz extracelutpre constituyen la membrana basal de la
glandula mamaria normal del ratén (Keely et B95); sin embargo, este concepto esta en
permanente revision.

En los dltimos afios, surgieron propuestésradtivas a la teoria de las mutaciones
somaticas para explicar como se formastlomores (Hanahan and Weinberg, 2000). La
teoria de la carcinogéneside la organizacion tisular(Soto and Sonnenschein, 2004;
Soto and Sonnenschein, 2005), propone quémter no es una problematica de células
aisladas, sino que es una problemética en donde se pieate/&asaciorentre las células
epiteliales y las células de soporte o estromales del tejido. La teoria propone al estroma
como blanco de la carcinogérediay dos estudios que soawds en la literatura: uno es
el de Barcellos-Hoff en Berkeley (Barcellos-Hoff and Ravani, 2000), en el cual
demuestran que si se irradia el animal al sgide han extirpado previamente las células
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epiteliales mamarias, y luego se transplantaal graniculo adiposcélulas no irradiadas,
se desarrollan carcinomas mamarios. El otro es el estudio del grigmdenscheien
Boston que es muy similar en disefio, petibzan un carcinégeno quimico, en lugar de
irradiacion (Maffini et al.2004). Ambos estudios han abgertna gran polémica sobre el

papel del estroma tumoral en el cancer.

El estroma tumoral, también denominado microambiente tumoral, es un tejido
heterogéneo que se compode diferentes poblaciones gkres, como por ejemplo:
fibroblastos, miofibroblastogg€lulas endoteliales, adipocitaglulas del sistema inmune,
inmersas en la matriz extracelular (Micked Ostman, 2005; Ratty and Radisky, 2007).

Las interacciones que se dan entre las difesepoblaciones celuks, regulando vias de
sefalizacion enddcrinas, paracrinas, y las tipreen que ver con la interaccion célula-
célula y célula-matriz, son muy complejas yeswuentran en constante estudio. En la

Figura 1.7 se muestran algunas de estas interacciones.
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Figura 1.7. Esquema de las interacciones célula-célulacélula-matriz, entre el parénquima vy el
microambiente tumoral. Tomado de Radisky and Radisky, 2007.
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Los fibroblastos son el principal cponente del tejido conectivo, embebidos
dentro de la matriz extratular, y siendo los mayores responsables de su sintesis,
acompanfan el crecimiento tumoral. Se han denomiocadinoma associated fibroblasts,
(CAF; Orimo et al.,, 2005; Orimo and Weinlger2006), y estan involucrados en la
secrecion de metaloproteasas, fagsode crecimiento (como IGF-Isulin-like growth
factor 1, HGF, hepatocyte growth factoFFGF-2 fibroblast growth factor Ry citoquinas
(como SDF-1stromal derived factor 1iL-6, interleukin 6; CXCL-14, chemokine C-X-C
ligand 14;) que actdan promoviendo el crecimietimoral y la invasién (Studebaker et
al.,, 2008; Ma et al.,, 2009; Giahelli et al., 2008a). Ademas, son responsables de
estimular la angiogénesis tumoral, libeta factores como el VEGF (Kalluri and
Zeisberg, 2006). La mayor parte de ellos egpractina de musculodigor lo que se los
ha llamado también miofibroblastos o fibratlos activados. Soreclutados por las
células epiteliales tumorales via écion de factores como el TEBKTransforming
growth factor-betpo el PDGF flatelet-derived growth factpMicke and Ostman, 2005;
Anderberg et al., 2009). Ademas, se descubrié queAdsexpresan la enzima aromatasa
y son capaces de producir E2 de forma locatléanmor, activando los RE en las células
epiteliales y estimulando el crecimiento tumoEsto, sumado a la posibilidad de que los
RE sean activados por vias de sefalizadiiracelulares asociadas a receptores de
membrana y factores de crecimiento, estable@econexion entre el estroma tumoral, la
accion de receptores hormonales y la resistemdratamientos convencionales (Santen et
al., 1997; Santner et al., 199%amaguchi, 2007; Yamaguchi et al., 2005; Yamaguchi and
Hayashi, 2009).

Otro componente del estroma tumoral, son las células migratorias del sistema
inmune, como macroéfagos, eosinofilos, méfiibs y mastocitos, que son reclutados
durante el desarrollo y progresion tumoaby citoquinas a menudo producidas por las
células epiteliales, como por ejemplo el CSkdldny stimulating factor ;1Radisky and
Radisky, 2007; Lin and Pollard, 2004). I8& observado la existencia delaop paracrino
entre macréfagos, sintetizando EGF, el caeila sobre células tumorales induciendo
proliferacion y sintesis de CSF-1 (Goswaehial., 2005). Ademas, los macréfagos son
capaces de producir metaloproteasas, cuya@méavoreceria la capacidad invasiva de las
células epiteliales (Gouon-&ms et al., 2000), y VEGF estilando asi la angiogénesis
tumoral (Radisky and Radisky, 2007).
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Los adipocitos son el tipo celular sm@bundante del estroma en la glandula
mamaria, y el menos estudiado en cuantoiatetaccion con el epitel. Se sabe que estas
células son capaces de sintetizar hormonagjuiitas y factores de crecimiento. Tienen la
capacidad de metabolizar andrégenos a estrégeada accion de la aromatasa, teniendo
un efecto paracrino sobre cdlsl epiteliales respondedoras a E2 (Celis et al., 2005).
Ademas, son capaces de producir IL-6, praoemdo la migracion e invasion de células
tumorales (Walter et al., 2009).

Tal es la importancia del microambientumoral en el cancer, que se han
desarrollado numerosas estrategias tergg@utque tienen comdlanco de accion
diferentes factores produlds por las células estromald®or ejemplo, se ha buscado
inhibir la angiogénesis bloquado la accién del VEGF, entodras estrategs (Chometon
and Jendrossek, 2009; Joyce, 20@&ke and Ostman, 2005).

V. Microarraysde ADN y cancer de mama

Desde la aparicion de lasicroarraysde ADN ONA microarrays Schena et al.,
1995), el cancer de mama ha sido probabléeneno de los mas intensamente estudiados.
Mediante esta técnica, es posible medindaresion génica de miles de genes a la vez en
un tejido o en una condicion particular (@hg et al., 2008). Los primeros estudios
utilizaron lineas celulares humanas detas de tumores mamarios, con las cuales
pudieron identificar un patrén dexpresion génica especifida estas lineas (Ross et al.,
2000; Perou et al., 1999), y de su capacidadsiva (Zajchowski eal., 2001). El primer
estudio importante realizado con muestras tahes derivadas de pacientes, se realizé en
el afio 2000, donde se obtuvo whasificacion biolégica de Idsimores mamarios sobre la
base de un patrén de expresion géniadirdivo entre cada uno (Perou et al., 2000).
Posteriormente, se valido esta clasificaciéhecuar de los tumores, y se los correlacioné
con la sobrevida de los pacientes derds cada grupo, reaindo un avance muy
importante en el conocimiento clinico y moliegsuwle estos nuevosiistipos de carcinomas
mamarios (Sorlie et al., 2001¢inco subtipos de carcinomaargieron de estos analisis:
1) Luminal A y B caracterizados por expresardRESATA3, queratina 8 y 18, entre otros

marcadores, estando el B caraetmio también por expresB&RBB2y estar asociado a
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una peor sobrevida. ERBB2+ que como su nombre lo irdi, expresa altos niveles del
receptor ERBB2, ademés de seroRE3) Basal-like (o triple negativa) que junto con el
ERBB2+son los de peor prondstico, se caraztaripor expresar queratina 5/17, laminina,
integrinaP4, y ser negativos para RERP, y ERBB2. Por ultimo, Normal breast-like
caracterizado por expresar genes especificogjide adiposo y otrastlulas no epiteliales
(Perou et al., 2000; Sorlie et al., 2001; Ifeoet al., 2003). Sin embargo, aparecieron
diferentes cuestionamientos acerca de la utilidad practica de esta subdivisién en cuanto a
su valor como pronéstico da enfermedad (Miller rad Liu, 2007). Otros grupos han
avanzado en la identificacion de un grupo de gesgmdture¥y, mas que en la
identificacion de un subtipo tumoral, que pudipsedecir la recurrencia de la enfermedad
en pacientes en estadios tempranos deigma ('t Veer et al., 2002; Wang et al., 2005).
Trabajando con tumores primarios de pateés que no recibieroterapia adyuvante
sistémica, cada grupo identificd y validé undeigenes capaces degecir la recurrencia
de la enfermedad a 5 afos.dgelpo de genes identificado pean’t Verr y col(también
conocido como elAmsterdam signatuje consisti6 en 70 gese mientras que el
identificado poWang y collconocido como dRotterdam signatujefue de 76 genes. En
cada caso, el poder pronéstico fue independiey superior a factores de riesgo
convencionales (como tamafio tumoral, gradstoldgico, o edad de la paciente), y
superior en comparaciéon a métodos clasidizados por los Ingutos Nacionales de
Salud (NIH) de EEUU, en predecir que patéedeberia o no, recibir terapia adyuvante ('t
Veer et al., 2002; Mook et al., 2009). Estecroarray de 70 genes desarrollado en

Holanda, se lo conoce cortlammaprint

Dada la importancia actual del estrotnenoral en la induccion y promocién del
cancer de mama, los ensayos ucroarrays de ADN constituyen una poderosa
herramienta para monitorear simultaneamei@stos de posibles factores involucrados en
la interaccidén estroma-epiteltamoral (Hu and Polyak, 2008}sta estrategia, acoplada a
metodologias por las cuales es posible atgdarlas epiteliales o estromales de un tumor
(Laser Capture Microdissection, LGNlechpammer and Sgrd&004; Fuller et al., 2003),
permitieron avanzar en el conocimiento e&a interaccion. Numerosos trabajos han
aparecido donde ponen de manifiesto las difdess moleculares entre el estroma de un
tumor, con el estroma de la mama norif&hger et al., 2008; Sonova et al., 2009),

diferencias entre estromas de tumores en difeseestadios de la enfermedad (Casey et
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al., 2009; Ma et al., 2009), incluso, estudios donde utilizdas perfiles de expresion
génica en el estroma como valor pronostieda enfermedad (Finak et al., 2008).

VI. Modelo experimental deinduccion de adenocarcinomas

mamarios por progestagenos

En nuestro laboratorio se desarrollé omodelo experimental de induccion de
adenocarcinomas mamarios murinos por adtracion prolongada de MPA en ratones
hembra BALB/c, con una incidencia actadrdel 76% y una latencia media de 52
semanas (Lanari et al., 1986a; Lanari etl®186b; Lanari et al2009). Estos tumores son
en su mayoria de origen ductal con capacidad de dar metastasis en pulmoén y nodulos
linfaticos (Lanari et al., 1989)Poseen inicialmente, un comportamiento progestageno-
dependiente u hormono-dependiente (HD) dtwmsaniveles de exprém de receptores de
estrogenos (R y REB) y de progesterona (RP), y bap$i0 detectables para prolactina
y EGF (Molinolo et al., 1987). Expresan ERBR2lizalde et al., 200 Elizalde et al.,
2001), mientras que el FGF-2 (Ganelli et al., 2008a) y el TNk (Rivas et al., 2008)
estimulan el crecimiento de este tumarvivo, en ausencia de MPA. El E2 y los
antiprogestagenos (Kordon et al., 1991) inhiben el crecimiento tumoral progestageno
dependiente.

Los tumores se mantienen por pasajes sigiges en ratones hembra virgenes de
la cepa BALB/c en presencia del progestégeAsimismo, se logron seleccionar por
presion selectiva en ratones sin tratar cobleA, variantes progestageno-independientes
u hormono-independientes (HI) que conservarsates niveles de expresion del RE y del
RP. La Figura 1.8 representa esquematicamente la obtencion de las lineas tumorales HD y
HI a partir de tumores ductales inducidos por MPA.

En menor proporcién, el MPA induce taidi carcinomas del tipo lobulillar que
expresan bajos niveles de RE y RP y maydeeEGFR evaluados por técnicas de union al
ligando. Histologicamente, se asemejan a los tumores mamarios que surgen
espontaneamente en hembras multiparas BALBinto los tumores del tipo ductal como
lobulillar son precedidos por lesiones prenéejlas similares a las del cancer de mama

humano (Molinolo et al., 1987).
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Figura 1.8. Obtencion de lineas tumorales hormono-dependientes (HD) e independientes (FBg
transplanta el tumor primario a dos ratones hembras BALB/c tratados con MPA (depésito de 20 mg sc,
contralateral al transplante tumoral) y a dos rateiresratar. Los tumores ductales HD crecen sélo en

los tratados con MPA durante los dos a tres pomerneses de seguimiento. Cuando el tumor alcanza

un tamafio aproximado de 10-15 mm de didmetro, se transplanta a otros dos ratones tratados, o no, con
MPA y asi sucesivamente contradnla hormono-dependencia, es degie el tumor no crezca durante

dos meses en los ratones sin tratar. Para seleccionavariante HI, se espera hasta que empiece a
crecer un tumor en los animales satar. Luego se lo transplanta anaales en ausencia de MPA, y asi
sucesivamente. Dentro de las variantes HD y HI, en esta tesis se utilizaron los tumores de la familia C4,
es decir, C4-HD y C4-HI respectivamente.

En los primeros experimentos, luegowteperiodo de latencia de 4 a 12 meses se
establecieron diversas lineas tumoralesguAbs de ellas, deidas como HD, se
caracterizan por tener una mayor tasa @eigriento, un menor periodo de latencia en
animales tratados con MPA o Pg y por no ar&geanimales ovariectomizados sin tratar
(Figura 1.9.A).
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Eventualmente surgieron variantes tunesaH| que crecian tanto en presencia
como en ausencia de la hormona (Kordoal €t1990; Lanari et 811989; Molinolo et al.,
1987). Estas variantes consenadios niveles de RE y RPifura 1.9.C). Los tumores HI
crecen en forma similar en animales tratados con MPA, no tratados, ovariectomizados y
con operacién simulada (Figura 1.9.B).

Recientemente, los tumores HI se han subdividido en respondedores o no
respondedores (o resistentes RHIEsta subdivision se baso larcapacidad de inhibir su
crecimiento tumoral en respuesta a antipstégenos (RU 486 y ZK 211) y E2 (Helguero
et al., 2003; Wargon et al., 2008). Estos tratatoie enddcrinos son capaces de inhibir el
crecimiento tumoral tanto HD como HI @Witecchia et al., 1999; Simian et al., 2006;
Figura 1.10.A).

Las células epiteliales HD purificadas de cultivos primarios son estimuladas con
Pg o MPA, e inhibidas con E2 o con antgestagenos (Figura 1.10Q.Bran et al., 1995).
FGFs, HRG o TNE& estimulan su crecimiento (Balana et al., 1999; Lamb et al., 1999),
mientras que el EGF, IGF-I e IGF-lIl noetien efecto estimulatorio cuando se los
administra solos (Elizalde et al., 1998; Mwlio et al., 1998), siembargo, producen una
potenciacion de la estimadion inducida por MPA. TG¥F1, 2 y 3 ejercen todos efectos
inhibitorios de la proliéracion celular (Viegas el., 1999). A pesar de que vivo ambas
variantes tumorales, HD y HI, son muy difeemen cuanto a la dependencia por el MPA
(Figura 1.9.A y B)jn vitro, las células epiteliales derivaddes los mismos tumores, tienen
el mismo requerimiento de hormonas y dedsest de crecimiento para crecer (Giulianelli
et al.,, 2008a). Es decir, ambos cultivosmarios son estimulados por MPA, y esta
estimulacién es inhibida por RU 486 y E2 (Figura 1.10.B). Postulamos que en los tumores
HI, factores estromales podnicestar activando a los RIEn una linea de trabajo
gue venimos desarrollando desde hace vaims en nuestro laboratorio, demostramos
que el FGF-1y el Ziproblast growth factorl y 2) regulan la proliferacién de células HD
en forma similar al MPA, demostrando asiaross talkentre la via del FGF y del RP
(Giulianelli et al., 2008a; Lamlet al., 1999). Los FGFsps factores de crecimiento
involucrados en angiogénesis, cicatrizacion de heridas (Schultz and Wysocki, 2009) y en
el desarrollo embrionario (Bottcher and N&h2005). Son proteinas secretadas al medio
extracelular, que ejercen su accion poréuna receptores especificos con actividad
tirosina-quinasa en la membrana (FGFR)s&Wamos que el co-cultivo de fibroblastos

con células epiteliales tumorales HI, indujoauinerte estimulacion de la proliferacion
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celular y que el FGF-2 secretado por Idwdblastos estromales podria ser uno de los

factores que activan a los RBiulianelli et al., 2008a).
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Figura 1.9. Crecimiento de adenocarcinomas mamarios murinosn vivo. Los tumores se
transplantaron con trécar en el flanco inguidatecho de animales ovariectomizados (OVX), con
operacion simulada (SHAM), inoculados sc en el flanco inguinal izquierdo con un depdésito de MPA
(20 mg/ratdén, +MPA) y controles (-MPA). El tamafio se midi6 cada 2-5 dias con un calibre (largo x
ancho). En el grafico se indica tamafio tumoratliime: DS. Se muestra una curva representativa de
cada tipo de tumor: A) hormono-dependiente, C4-HD; B) hormono-independiente, C4-HIl. Tomado de
(Helguero et al., 2003). C) Expresién del RP y detREvivo. Tumores C4-HD creciendo con MPA, o
cuando el progestagenoefieliminado 48 hs previo al sacrificio del animal, y tumor C4-HI. Utero:
extracto de utero, utilizado como control positive receptores hormonales. Musculo: extracto de
musculo, utilizado como control negativo para la expresion del RP y del REutilizé Erk1/2 como
control de carga.
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. Introduccién

En este modelo, el RP juega un papel esencial en el crecimiento tumoral. Los
tumores de crecimiento HI respondedoedstratamiento endocro, tienen el mismo
patron de expresion de isoformas del RPIqaéumores HD, excepto que en los primeros
el MPA regula principalmente la isoforma B del RP. Por otra parte, los tumores HI no
respondedores expresan una menor cantidad de RP evaluado por ensayo de unién al
ligando (Helguero et gl2003), siendo el RPel que se encuentra expresado en menor
cantidad respecto al BRWargon et al., 2008). La importancia de este receptor en el
crecimiento tumoral fue determinada mediante ensewyuiro e in vivo con nucleétidos
antisentido para el RP (asRP). Esta estiategdujo los nivelesle expresion del RP,
causando una inhibicion enpeoliferacion celulam vitro, y una inhibicion el crecimiento
tumoral Hlin vivo (Lamb et al., 2005).

En los tumores respondedores de este modelo, la relackRBRRes similar a la
observada en el Gtero yéagidula mamaria normal deltéa, siendo mayor que uno
(Helguero et al., 2003).

La regresion tumoral inducida por RA86 y E2, es acomparmdie citostasis,
apoptosis de células iggliales e incremento en protegneegulatorias del ciclo celular
como p21, p27 y p53, llevando a una dismiéocdel parénquima, a un aumento del
estroma tumoral y a una remodelacién en &lopade expresion de laminina y colageno
IV (Vanzulli et al., 2002; Simian et al., 2000)a la diferenciacion édar (Wargon et al.,
2008). Recientemente, utilizamagoaistas selectivos para el &k el RB3, con el fin de
identificar qué receptor estaba involucragio la inhibicidbn en el crecimiento tumoral
mediado por E2n vitro, E2, PPT (agonista selectivo del dQE DPN (agonista selectivo
del RB3) inhiben la proliferacion mediada pdvMPA de células epiteliales C4-HI,
observando una disminuci@m la expresion del REy en ciclina D1, y un incremento en
la expresion de la proteimmoapoptética Bax. Mientras que vivo, E2 y PPT son muy
similares en inducir regresion tumoral, ebsando una disminucion en la expresion del
REa y un incremento en la paracion de la via intrinseca de la apoptosis (aumento de
Bax y caspasa 9 activa, y disminucion de Bg- Bcl-2). Mientrasque con el DPN, se
observé un efecto inhibitorioansiente en el crecimiento tumoral, acompafiado por un
aumento en la expresion dexBaAif (Soldati et al., 2009).

Ademas, como se explicd previamenta, apoptosis inducida por E2 esta

relacionada a laobreexpresion de PKLCen ciertos tipos celules (Zhang et al., 2009).
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. Introduccién

En este modelo, también vemos una elevada expresion dex RMC tumores
respondedores al tratamiento con E2 (tumores C4-HI), en comparacion a aquellos no

respondedores o resistentes (tum@4<2-Hl, resultados no publicados).

El estudio citogenético de los tumoreseatte modelo demast que los tumores
HD presentan generalmente un nimero de csamas cuasi-diploide, mientras que las
variantes HI, o mantienen el mismo namdla minoria) o presentan un namero de
cromosomas en el rango trile a tetraploide. Todos Ideamores presentan alteraciones
numéricas y estructurales de sus croma@snsiendo los cromosomas 4 y 7 los méas
involucrados en traslocaciondss 3, 4 y 6 en ganancia, y los cromosomas 16 y X en
pérdida. La adquisicion de la hormono-indegencia no es causada por el aumento de
cromosomas, este aumento es posterior y ocurre como consecuencia del avance de los
pasajesn vivo (Fabris et al., 2005). Ademas de #keraciones numéricas detectadas, los
tumores C4-HD presentan una mutacion egesl TRp53 (transformation related protein
53). Esta mutacion en ebddn 152 representan cambio de serina arginina en la
proteina p53, sin embargo no estan asociadasmadtabilidad cromosomica (Fabris et al.,
2005).
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. Introduccién

A
C4-HD C4-HI
in vivo
300 300 .
£ -~MPA + E2 = ——E
= ,00] <~MPA +RU 486 = 200 " RU4EG
o -o--MPA ©
o o
= E
= -
L =1 el
2 100- 2 1001
(i ‘ o
£ 5
= [
0 :
0 5 10 15 20 25
Dias Dias
B
C4-HD C4-HI
in vitro
2000 b b
[— ]
2 Jogge:
5 £ 1500
o © ‘é‘ avs b -p<0.001 7500+ avs b - p<0.001
E £ S 1000- b vs ¢ - p<0.001 b vs ¢ - p<0.001
2Kk 5000+
§ o s00{ _a i . 25004
o et J— e o
MPA (10nM) - + + + - + + +
RU 486 (10nM) - . + " - - % i
E2 (1nM) - - ¥ + & “ " +

Figura 1.10.Respuesta al tratamiento enddcrinale adenocarcinomas mamarios murinos vivo e

in vitro. A) Tumores C4-HD y C4-HI se transplantaron con trocar, sc en el flanco inguinal derecho de
ratones hembras de la cepa BALB/c. Se coinoculé un depésito de MPA (20 mg/ratén) sc en el flanco
izquierdo s6lo en tumores C4-HD. Se realizaron los controles de dependencia hormonal para el tumor
C4-HD, transplantados sin MPA (-MPA). El tratamiento hormonal comenzé cuando los tumores
alcanzaron un tamafio de aproximado 50°rtfracha ). RU 486: 12 mg/kg/dia, E2: 5 mgelle. El

tamafio tumoral se midié cada 2-5 dias con un calibre (largo x ancho). En el gréafico se indica la media
del tamafio tumoral + DS. B) Ensayde proliferacion celular pordorporacion de timidina tritiada
(*H-timidina) a partir de cultivos primarios de célsilepiteliales C4-HD y GHl. Las células fueron
sembradas en placas deWélls Luego del pegado a las mismas, el medio fue reemplazado por 1%
SFBch por 24 hs. Las células fueron tratadas por 48 hs con MPA (10 nM), RU 486 (10 nM) y E2 (1
nM), y se cuantifico la timidina incorporada corse detalla en Materiales y Métodos. Analisis
estadistico: ANOVA y test de Tukey
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|. Hipotesis

Hipotesis

Nuestro Laboratorio se ha focalizado en los dltimos afios en estudiar el papel
jerarquico de los RP en el crecimientd déncer de mama basado principalmente en
observaciones realizadas en nuestro feodexperimental. En este sentido hemos
demostrado que tanto el bloqueo de la ex@inegénica del RP, asi como su inhibicion
farmacoldgica usando diferentes inhibidorgmieden inducir la regresion tumoral.
Demostramos también, que el estroma curapleol fundamental en mantener activado al
RP en los tumores de crecimiento hormamdpendiente (HI), sugiriendo que el estroma

de este tumor es diferente al esteotie un tumor hormono-dependiente (HD).

Por otra parte, ya hemos mencionadac@htroversial efecto de los estrégenos
induciendo regresiéon tumoral asociada a usengiucion significativa en la expresion del
REo. Asimismo, datos previos de nuestro latorio y del grupo del Dr. Emanuel Levin,
mostraron que el tratamiento con MPA auraelos niveles del RE (medido por técnicas
de union al ligando) en tumores HD, y qudds los tumores que expresaban RP, también
expresaban RE. Todas estas observacionegdogron a pensar que ambos receptores,
los RE y los RP, estarian involucrados en el crecimiento tumoral en este modelo

experimental.

En este trabajo de tesis nos abocamosnéestar dos grandegerrogantes: por un
lado, quisimos estudiayué rol cumplen los REtanto en el crecimiento HD como en el
HI, y por otro, estudiar ladiferencias en los perfiles dexpresion génica entre ambos
tumores que nos ayudaran a comprender los mecanismos asociados a la adquisicion de la
hormono independencia. Cuando iniciamos este trabajo ya era conocido en la literatura el
concepto clasico de que los estrogenos indleamtesis del RP y ademas ya se habian
publicado los trabajos pioneros Kiggliaccio y col(1998), sugiriendo qupara que la Pg
pudiera estimular la proéfacion celular en facélulas T47D, el RPtenia que interactuar
con el RE, sin su ligando, y éste a su vez danquinasa c-Src. Por lo tanto nos

planteamos investigar dos hipotesis posibles.

Hipodtesis 1: Los R& pueden activarse en fornigando independiente en este

modelo de cancer de mama y son la causdoslaaltos niveles de expresion del RP
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|. Hipotesis

observado en los tumores. Por lo tanto al eliminar log, REEminuyen los RP, que como
dijimos son claves en el crecimiento tumoral.

Hipoétesis alternativa: Es necesaria larnateion fisica entre ambos receptores y al
eliminar cualquiera de los dos, se obtiene un efecto inhibitorio.

Los experimentos planteados en estastestuvieron disefiados para determinar
cudl hipétesis era valida. Es interesantstatmar que como observamos una interaccion
nuclear entre ambos receptores, en la cuabfarma A del RP estta involucrada, y esta
interaccion no habia sido descripta antememte, decidimos pfundizar en dicha

interaccion nuclear utilizandortdién la linea humana T47D.

En la segunda parte de la tesis, trabajasobse la hipétesis que ha desarrollado el
laboratorio, segun la cual, el tumor HI liberdaes, que actuando en forma paréacrina, le
permite reclutar un estroma “activado”. Este estroma, participa ezsenvia secreciéon de
factores paracrinos activando RP. Realizamos estudios de&croarrays de ADN de
muestras estromales y epiteliales de tumores/HiD, con el fin de determinar diferencias
en los patrones de expresion génica eaitnbos compartimentos celulares derivados de
cada tipo tumoral. En definitiva nuestra hipotesis contempla que el estroma del tumor Hl

es diferente al del HD.

A partir de estas hipétesis, se plantearon los siguientes objetivos.
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|. Objetivos

CAPITULO |

OBJETIVO GENERAL: estudiar la intezeion entre el receptor de estrogeatia (REx)

y el receptor de progesterona (RP), y sus implicancias en la regulacion del crecimiento de

carcinomas mamarios murinos.

OBJETIVOS PARTICULARES

1) Activacion del R

Estudiar diferencias en la expresion deloREhtre tumores C4-HD y C4-HI, y su
regulacion por MPA.

Estudiar el estado de activacién deloREsu regulacion por MPA en tumores C4-
HD y C4-HI, midiendo el estado de fosforilacion del receptor y su capacidad de
unirse a su secuenciansenso en el ADN.

Investigar el efecto del dfjueo en la expresion del REobre la expresion del RP

y sobre el crecimiento tumoral.

Evaluar la interaccion entre RE/ RP, y como esta interaccion es afectada por
hormonas estimulatorias o inhibitasi de la proliferacion celular.

Evaluar la reproducibilidad de los resultadbsenidos en la linea celular de cancer

de mama humano T47D que también expresa\REP.

2) Activacion del RP por filmblastos asociados a carcinorGa\F)

Estudiar la activacion del RP pBAFsprovenientes de tumores C4-HD y C4-HI.
Investigar si el RE esta involucrado en la estimulécide la proliéracion celular

inducida por factores estromales.
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CAPITULO Il

OBJETIVO GENERAL: estudiar los pedi$ de expresion génica, obtenidos por
microarraysde ADN, a partir de tumores C4-HDGA-HI, como asi también a partir de
muestras estromales y epiteliales derivadassienismos tumores que puedan explicar el

crecimiento y regulacién difereiat de ambos tipos tumorales.

OBJETIVOS PARTICULARES

l. Investigar mediantenicroarrays de ADN diferencias erl perfil de expresion

génica inducido por MPA en tumores C4-HD.

II. Investigar diferencias en el perfil d&presion génica entre tumores C4-HD y C4-
HI.

lll. Analizar genes diferencialmente expresagilo&l componente estromal de tumores
C4-HD y C4-Hl.

IV. Analizar genes diferencialmente expisaen el componengpitelial de tumores
C4-HD y C4-H.

V. Validar los resultados de losicroarraysde ADN mediante ensayos de IHQ e IF

de genes seleccionados en tumores C4-HD y C4-HI.
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Il. Materiales y Métodos

|. Animales, tumorey lineas celulares

Animales

Se utilizaron ratones hembra virgenes de la cepa BALB/c de dos meses de edad,
provenientes del Bioterio deldtituto de Biologia y Medicin&xperimental. Los animales
fueron criados en grupos de 5 ratones polajaon temperatura @2C + 2) controlada,
bajo un cronograma de doce horas de luz/oscuridad, con agua y unldaitum
siguiendo las recomendaciongsl Manual del Uso de Anined de Laboratorio del NIH

(Institute of Laboratory Animal Resources, 1996).
Tumores

En este trabajo utilizamos carcingnanamarios murinos inducidos por la
administracion prolongada de MPA a ratohesnbra de la cepa BALB/c y mantenidos
por transplantes singeneicosa(lari et al., 1986a; Lanari at, 1989; Lanari et al., 2009;
Molinolo et al., 1987). Utilizamos el tumchormono-dependiente (0 progestageno-
dependiente) C4-HD, y el tumor hormono-ipdediente (0 progestageno-independiente)
C4-Hl.

Hormonas y antihormonas utilizadasvivo

e Mifepristona (RU 486,Sigma Aldrich): Administrada de forma sc en dosis de 12
mg/kg/dia. Se prepar6 una soluciéon matleconcentracion 16.2 mg/0.4 ml de etanol
absoluto, y diariamente se preparo la sdlnae trabajo 1:100 egolucion fisioldgica
(SF), inyectandose 0.6 ml/raton.

e 17B-estradiol (E2, Sigma Aldrich): 5 mg gelletsde silastic implantados de forma sc
en la parte dorsal del raton. Lpslletsse prepararon pesando la cantidad de hormona
necesaria. Por ejemplo, para preparapéllets (50 mg) y luego con el peso de un
pelletque es de aprox. 0.05 g se calculé cuanto debian pesarpedetd(0.5 g). A
este peso se le resta el peso de tenbna (0.05 g) y se obtiene la cantidadsiigstic

gue se debe pesar (0.45 g.).
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Il. Materiales y Métodos

e |CI 182.780 (ICI o Fulvestrant, Amzeneca): a partir de usalucién de 50 mg/ml, se
administré en forma de depdsito sc, 0.1pa semana por raton, lo cual corresponde a
5 mg ICl/semana. Se eligié estamulacién en base al trabajo @sborne CK y col
(Osborne et al., 1995).

e Acetato de Medroxiprogesterona o MRRab. Craveri; Argentina): Administrado
como deposito sc de 0.1 ml (20 mg). Es émsayos con el tumor C4-HD en ausencia

de MPA, se quito el depdsito 2 dias antes de extirpar el tumor.

Tratamientos con antihormonigsvivo

Los tratamientos comenzaron oda los tumores alcanzaron un tamafo
aproximado de 50 mmSe usaron 5 ratones por grupos tumores se midieron con un
calibre cada 2-5 dfas (largo x anclyaje graficé el tamafio tumoral (rfinen funcién del

tiempo.

Pasajes tumorales

El transplante tumoral se realizé utilizango trécar en el quse coloca un trozo
de tumor de 2-3 miren forma sc en el flanco inguinal derecho del animal. En el caso de
los tumores progestageno-dependientes segagtambién en forma sc 0.1 ml de un
depdsito de MPA (20 mg: Medresona, Lab. Craveri) en élanco inguinal izquierdo.
Como control de hormono-dependencia dejasiespre un animal por pasaje sin tratar

con la hormona.

Lineas celulares

e TA47D: linea celular derivadde un tumor de mama humano con metastasis en
pulmén, que expresa el RE el RP (isoformas A B; Keydar et al., 1979).

e TA47D-YA: linea celular establecida a padi& un clon de ldinea T47D negativa
para la expresion del RP4TD-Y), la cual fue transféada de manera estable con
un vector de expresion para la isoforma A del RPs(FRrtorius et al., 1994). En

esta tesis fue utilizada como controlifige en los ensayos de EMSA para el RP.
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Il. Materiales y Métodos

e LMa3: linea celular establecida a padiel adenocarcinoma de mama murino M3.
No expresan RP ni RE. Presentan fanotipo altamente invasivo siendo los
principales lugares de metastasis rifftigado y pulmén (Bal et al., 1983). En este
trabajo de tesis fue utilizada como unaércontrol de no expsion de receptores

hormonales.

lI. Cultivo celular: medios y soluciones

Medio de cultivo
e DMEM/F12 (Dulbecco’s modified Eagle’s medium: Ham’s F12, 1:1).

Sigma Aldrich, St Louis, sin rojo fenol. 15,6 g/l
e Bicarbonato de sodio (Sigma Aldrich) 1,2 g/l
e Sulfatodegentamicinacomercial 50mg/l

Se preparé segun las instrucciones ddlrifante con agua bidestilada y se

esterilizé por filtracion.

Suero Fetal Bovino (SFB) decomplementado
SFB (PAA Lab. BIOSER, Argentina) cakado en bafio térmico a 56°C durante

treinta minutos.

SFB adsorbido con carbon o charcolizado (SFBch)

Se incub6 el SFB decomplementado con carbon activado (5%; Mallinckrodt)
durante 1 h a 4°C con agitacion permanentegbuie la adsorcién, el suero se centrifugo
dos veces a 12000 rpm durante 20 minutosSNElse volvié a incubar con 5% de carbén
activado pero esta vez durante toda la ngghiinalmente, el suero se centrifug6é 6 6 7

veces hasta eliminar completamenteabon y se estdido por filtracion.

Medio de cultivo para células epiteliales C4-HD

e DMEM/F12
e 5% SFBch
e MPA 10nM
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Medio de cultivo para células epiteliales C4-HI
e DMEM/F12
e 10% SFB decomplementado

Medio de cultivo para la linea celular LM3
e DMEM/F12
e 10% SFB decomplementado

Medio de cultivo para la linea celular T47D
e DMEM/F12
e 10% SFB decomplementado

Medio de cultivo para la linea celular T47D-YA
e DMEM/F12
e 10% SFB decomplementado
e (418: 1/250 de la solum madre 10 mg/ml (Gibco)

e Insulina

Medio de lavado
e DMEM/F12

e 2% SFB decomplementado.

PBS 10X
e NaHPO,.12H,0
(fosfato dibasico de sodio, dodecahidrato. Anedra)
e NaHPO,.HO

(fosfato monobasico de sodiwonohidratado. Anedra)

e NaCl(Anedra)

Se llevo a un litro con #Dd. Para trabajar sed&una dilucion 1:10 conj@d.

Solucién enzimatica utilizach para la digestion tumoral
e Tripsina(Gibco,1:250)
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e Colagenasdipo Il (Gibco)
e Albumina sérica bovina (Sigm#drich)
Se disolvié en PBS 1X.

Solucion de Tripsina
e Tripsina(Gibco,1:250)
Se disolvio en PBS 1X.

Solucion de Tripsina-EDTA
e Tripsina(Gibco,1:250)
e EDTA (Cicarelli)

Se disolvio en PBS 1X.

Timidita tritiada (utilizada en ensayos de proliferacion celular)

e >H-timidina (NEN, actividad especifica 20 Ci/mmol)

Liquido de centelleo

e Optiphase ‘HISAFE’ 3 (PerkinElmer).

0,25%pl/v
0,5%p/v

0,25%/v

0,25%/v
0,2% plv

Qdi/hoyo

Hormonas, antihormonas y factores derecimiento utilizados en cultivosn vitro

e MPA (Sigma Aldrich), 10 nM
e RU 486 (Sigma Aldrich), 10 nM

e |Cl 182.780 (Aztrazeneca), 0.1 — 0.5 uM

e 17B-estradiol (Sigma Aldrich), 1 nM
e R5020, 10 nM

e FGF-2, 50 ng/ml. Desarrollado en eld_alel Dr. Baldi en el IByME.
La adicion de las hormonasi@ cultivos se realiz6 a ga de soluciones madre

concentradas 1000 a 10000 veces en etanoludbsba concentracion final de etanol no

excedi6 el 0,1% v/v, y no afecto significativante el crecimiento a morfologia celular

(Dran et al., 1995).
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lll. Cultivos primarios

Los cultivos primarios seealizaron utilizando wmores de entre 50 y 100 rim
aproximadamente a los 15-20 dias del transpldmts tumores se extirparon en esterilidad
disgregando primero en forma mecénica condije luego en presencia de la solucién
enzimatica, agitando a 37°C durante 40 minutas suspension cekil obtenida esti
compuesta principalmente por dos poblaciones,denastirpe epitelial y otra de estirpe
fibroblastica. Para separarlas se utilizd la técnicaPaadis y cal con algunas
modificaciones (Pandis et al., 1992; Dranakt 1995). Esta técnica se basa en que la
velocidad de sedimentacion ths células epiteliales querfoan agregados celulares es
mayor que la de los fibroblastos, permitiendo asi su separacion luego de varias
decantaciones diferenciales. Se colocaron las células en un tubo de centrifuga junto con 15
ml de medio de lavado y sentrifugaron a 1000 rpm durart® minutos. Se descart6 el
sobrenadante (SN) y las células se resudipeon en medio con 10% SFB. La suspensién
se dejo sedimentar durante 20 minutos; dirsento constituye la fraccion enriquecida en
células epiteliales que se encuentran halmiteate en agregados y del SN se obtiene la
fraccion fibroblastica. A la fraxdn enriquecida en célulasitghiales se le agregd 15 mli
de medio de lavado y se resuspendierorcédslas. Las decantaciones fueron repetidas
cada 20 minutos descartandose el SN cadahasta que no se detectasen mas células
fibroblasticas en él (aproximadamente 20 dexzahes). Este es el momento en que se
considera que se han separado exitosamente las células epiteliales. Luego de la ultima
decantacion las células fueron resuspendatamedio con 10% SFB y se sembraron en
placas de cultivo (Figura 2.1).

Para la obtencién de cultivos enriquecidos células epiteliales, los agregados
celulares se dejaron adherir dura®@ hs en 10% SFB, y luego se elimind
cuidadosamente el SN. Los cambios dalimee realizaron cada 48 hs, reemplazandolo
por medio fresco con 10% SFB en el casdadecélulas HI o con 5% SFBch mas MPA
(10 nM), para las células HD.
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Pasaje en Ratén hembra

BALBI/c
Diseccion
D
Disgregacion Disgregacion
Mecanica # Enzimética

Tripsina
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) Flbro_blgstos 206 SFB
Células epiteliales “n Veces”

v

Siembra en placas de 6 wells
DMEM/F12 + 10% SFB

Figura 2.1. Representacion esquemética de cultivo de tumores primariodomado de la tesis
doctoral de C. Lamb).

Para la obtencion de tivios enriquecidos en fibrodétos asociados a carcinoma
(CAF9, se tom0d el SN de la primer decantacién y se sembré en placasetle €n 10%
SFB. Luego de 90 minutos, se observaron lasgs al microscopio y se verificd que los
CAFs estuvieran pegados. Cabe destacar lgaecélulas epitelias no son capaces de
adherirse a las placas luegoatte tiempo. Con lo cual, seatiz6 un cambio de medio,
agregando medio fresco con 10% SFB. De &staa solo crecen las células pegadas,
CAFsen este caso. Los cambios de medioesdizaron cada 48 hs, reemplazandolo por

medio fresco con 10% SFB.
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Repique de células

Células epiteliales C4-HD y C4-HI

Se lavaron las células con PBS estgride incubaron durante 2-10 minutos a 37°C
con la cantidad de tripsina necesaria conra gabrir el fondo de la placa. Una vez que
las células se despegaron, se las pasoé @ornconteniendo 10 ml de medio de cultivo con
10% SFB. Las células se centrifugaron a 1000 dprante 10 minutos. Luego, se descartd
el SN y elpelletse resuspendioé con 10% SFB. Finaltaese sembraron las células en las
placas correspondientes.

Para el caso de las células HD, se las pas6 a un medio 5% SFBch con MPA (10

nM), 48 hs luego de repicadas.
CAFsC4-HD y C4-HlI

Los cultivos se repicaron luego de alcanza 90% de confluencia. Se realizaron
lavados con PBS estéril y utdimos en este caso tripsina-EDTA en lugar de tripsina sola,

para levantarlos mas rapidamente.
Lineas celulares T47D y T47D-YA

Las células se lavaron con PBS estgrle incubaron durante 2-10 minutos a 37°C
con la cantidad de tripsina-EDTA necesarianogpara cubrir el fondo de la placa. Una
vez que las células se despegaron, se k& @ain tubo conteniend® ml de medio de
cultivo con 10% SFB. Las células se centydron a 1000 rpm durante 10 minutos. Luego,
se descart6 el SN y pkllet se resuspendié con 10% SFB. Finalmente, se sembraron las

células en las placas correspondientes en medio 10% SFB.
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Ensayos de proliferaciéeelular (Incorporacién d#-timidina)

Cultivos primarios deélulas epiteliales €AFs

Los cultivos enriquecidos en células epitekeao fibroblasticas se subcultivaron en
placas de 96vellsy se incubaron durante 24 hs ¥d%6 SFB, para permitir la adhesion.
Luego el medio se reemplazé por 1% SBlEcinante 24 hs. Las aghs se incubaron
durante 48 horas con las soluciones correspotes, reemplazandose, a las 24 horas, el
50% del volumen de cada hoyo por medio de prueba fresco. Los ensayos se realizaron por
octuplicado. Durante lastithas 18 horas de incubacién se aplicé un pulso da®©i.4le
3H-timidina (NEN, actividad especifica 20 Ci/mmol) en caddl. Luego los cultivos se
tripsinizaron y cosecharon en un cosechadarédlidas, y la radioactividad incorporada se

midié en un contador de centelleo liquido beta durante 1 minuto.
Co-cultivos de células epiteliales cGAFs

Luego se levantar las célalaon tripsina, se realizé wacuento celular en camara
de Neubauer. Aproximadamente el mismoneéo (~2000) de células epiteliales C4-HD,
Epi C4-HI, CAF C4-HD y CAF C4-Hl fueron sembradas solas o en las diferentes
combinaciones en placas de 9&lls en 10% SFB. Luego de 24 hs el medio fue
reemplazado por 1% SFBch. Los cultivos esitom durante 48 hs en estas condiciones,
reemplazandose, a las 24 horas, el 50% del volumen de cada hoyo por medio 1% SFBch

fresco. Luego se procedié como en el item anterior.
Linea celular T47D

Aproximadamente 20000 células fueron sembradas en placas deeli@6e
incubadas durante 24 horas en 10% SFB paranitir la adhesiéon. Luego el medio se
reemplazo por 1% SBFch durante 24 hs. Lada® se incubaron dante 48 horas con las
soluciones correspondientes, reemplazandolses, 24 horas, el 50% del volumen de cada
hoyo por medio de prueba fresco. Los ensagosealizaron por octuplicado, y luego se

procedié como describimos previamente.

50



Il. Materiales y Métodos

Recuento de células

Las células fueron sembradas en placas deeld con 10% SFB y se dejaron
adherir durante 48 hs. Luego, el medio feemplazado por 1% SFBch por 24 hs. Se
incubd con los diferentes tratamientb®rmonales durante 6 dias, cambiando las
soluciones regularmente cada dos dias. Alifiaael experimento se elimind el medio y
las células se despegaron con 1 ml de situde tripsina. Se caanon las células en 10
de esta suspension en una camara de &eub Cada tratamiento se realizd por

cuadruplicado y se graficd el nUmero medio de célulast/8.

Transfecciones

Para ver el efecto dsiRNApara el Ria de ratén (Santa Cruz Biotech) en los
ensayos de expresion de receptores por WBizamos el siguiente protocolo: se
prepararon las siguientes soluciones:Lippfectamina 2000 (Introgen) 4:100 en Opti-
MEM (Gibco), (b) 40 pmol de$iRNAREx por well de transfeccion en 1Qd de Opti-

MEM, y (c) 0.5ug pGFP (vector de expresion pa@&FP) porwell de transfeccion en 100

ul de Opti-MEM. Se incubaron estas solu@erpor 5 minutos a temperatura ambiente,
para mezclar luego partes iguales de lmcon (a) con la (b) y (a) con la (c). Se
incubaron por 20 minutos a temaera ambiente y se utilizaron 2QDde cada mezcla
(una correspondiente alRNALIipo, y otra al control con gbGFP-Lipo) por well de
transfeccion. Previamente, realizamos cultipamarios de células epiteliales de tumores
C4-HD y C4-Hl y se sembraron en placas devdls hasta alcanzar un 70-80% de
confluencia. Los cultivos se lavaron con medio sin suero y sin antibidticos. Y realizamos
la transfeccion con 200l de cada una de las mezclas descriptas anteriormente mas el
agregado de 800l de medio sin antibioticos. Luego de 5 hs de transfecciorr@, 3e
cambio el medio por uno con 109&B por 24 hs. Luego las células estuvieron 24 hs en
1% SFBch (condiciones de quiescia) y se realizaron exttas celulares totales, como

describimos mas adelante, para analizar la expresion dey R por WB.

Para ver el efecto desiRNApara el Rk de ratén (Santa Cruz Biotech) en los

ensayos de proliferacion celulgor incorporacién de timidindritiada, se utilizé el
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protocolo de Invitrogen para la transfeccion sIRNA usando Lipofectamina 2000
(Invitrogen) en placas de 9%ells. Brevemente, se preparar@s siguientes soluciones:
(a) Lipofectamina 2000 1:100 en OMEM (Gibco), (b) 7.5 pmol de$iRNAREw. por
well de transfeccidén en Opti-MEM, y (c) 0.25 pGFP (vector de expresion pa@FP)

por well de transfeccién en Opti-MEM. Se ifgaron estas soluciones por 5 minutos a
temperatura ambiente, para mezclar luego pajtedes de la solucién (a) con la (b) y (a)
con la (c). Se incubaron por 20 minutotemperatura ambiente y se utilizaron @le
cada mezcla (una correspondientsiBRINALIipo, y otra al control con ggGFP-Lipo) por
well de transfeccidn. Previamente, se tripsininazoltivos primarios de células epiteliales
C4-HD y C4-HI, y se sembraron aproximadamente 5000 células enl H@gvolumen
final porwell, en medio completo sin antibidticass células se mantuvieron durante dos
dias en estas condiciones. Luego se yam& con 1% SFBch durante 24 hs, para luego
seguir con el protato estandar de proliferaimn celular como se describié anteriormente.

Cabe destacar en este caso, que los culfivsn estimulados o no con MPA (10 nM).

V. Extractos tumaoales y celulares

Extractos totales de tumor

Buffer TEDG: 20 mM Tris-HCI (Invitrogen) pH 7.4
1.5mM EDTA (Cicarelli)
0.25 mM dithiothreitol (Sigma)
20 mM NaMoOy (Merck)
10 % glicerol (Raudo)
Inhibidores de proteasas (Sigm@)5 mM PMSF, 0.025 mM ZPCK, 0.025 mM
TLCK, 0.025 mM TPCK, 0.025 mM TAME (se agy@n inmediatamente antes de usar el
buffer).

Los tumores fueron homogenizados con poiytron, en una proporcion 1:4

tejido:buffer TEDG (gr:ml) mas inhibidores de peatsas. El homogenato fue mantenido

en hielo durante 20 minutos, y céfutgado a 12000 rpm por 15 minutos€4El SN fue
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inmediatamente congelado a 2@0hasta utilizarlos en ensayos de WB. Se estimé la

concentracion de proteinas por el métodaalery.

Extractos nucleares de tumor

Los tejidos se homogeneizaron boffer TEDG (1:4 tejidabuffer) + 0.25 M
sacarosa (TEDGS) e inhibidores de proteagal homogenato se centrifugd a 3000 rpm,
10 minutos a 4C. Se recolecto el SN que se cdagd a 12.000 rpm, 20 a 4° C. EI SN
resultante es la fraccién citosdlica. Se resuspendiélietde 3000 rpm en buffer TEDGS
+ 0.4 M KCI e inhibidores de proteasas, iseubé durante 30 minutos en hielo y se
centrifugé a 12.000 rpm por 20 minutos a 4° CSHles la fraccion nuclear. Los extractos
fueron inmediatamente congelados a7 @asta utilizarlos en ensayos de WB. Se estimo

la concentracion de peinas por el método dewry.

Extractos celulares totales

Se realizaron a partir de cultivos primarios de células epiteliales C4-HD y C4-Hl.
Los cultivos se lavaron con PBSdriy las células fueron lisadas corbaffer comercial
M-PER mammalian protein extraction reageffhermo Scientific), mas inhibidores de
proteasas, segun recomanmnes del fabricantd.os extractos fueron inmediatamente
congelados a -?C hasta ser utilizados en ensayos\®. Se estimo la concentracion de

proteinas por el método dewry.

Extractos celulares nucleares

Medios y soluciones:

TEDGS 10%: Tris 50 mM (pH 7.4)
EDTA 7.5mM
DTT 0.5mM
dicerol 10%
Sacarosa 0.28

Buffer lavado nucleos: TEDGS 10% + NP-40 0.01%.
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Buffer rotura ndcleos: TEDGS 10% + KCI 0.4 M.
TEDGS 30%: idemTEDGS 10% pero con 30% de glicerol.

Preparacion de extractos nucleares

Se realizaron a partir de cultivos primarios de células epiteliales C4-HD y C4-Hl,
solas o en co-cultivo con fibrastos, y a partir de las lineas tumorales de mama humanas
T47D y T47D-YA. Los cultivos se lavaromwmis PBS frio, y las céluldsieron recolectadas
y centrifugadas a 3300 rpm por 10 minutos a 4°Cheliet de células se resuspendié en
buffer TEDGS 10% en presencia de inhibielrde proteasas (0.5mM PMSF, 0.025mM
ZPCK, 0.0025mM TLCK, 0.025 mMPCK, 0.025mM TAME ) en hielo. El homogenato
se volvié a centrifugar a 3300 rpm, 10 minutgsC. Como resultado se obtuvo un SN
gue se volvié a centrifugar a 12000 rpm, rAhutos, 4°C para luego ser guardado a -
70°C. El SN contiene la fracciéeitosélica. Por otra parte, pkllet obtenido luego de
centrifugar a 3300 rpm se resuspendidefier de lavado de nucleos (TEDG 10% + NP-
40 0.01%) en presencia de inhibidores d#qasas. Luego de centrifugar a 3300 rpm por
10 minutos a 4°C, gbellet conteniendo los nucleos celtda fueron resuspendidos en
buffer TEDGS + 0.4M KCI mas inhibidores de pgatas, que permite la rotura de los
nacleos. Se ayudo al disgregadie extracto utilizando unarjaga y se dejoé extraer en
hielo durante 30 minutos. Luego se cenggd a 12000 rpm por 20 minutos a 4°C. El SN
constituy0 el extracto nuclear, y fue dila 1:2 en TEDGS -30% glicerol mas
inhibidores de proteasas, paraducir la concentracion de sales. Se guardaron los

extractos a -70°C y se cuantificaron los tesale proteinas por el método de Lowry.
V. Cuantificacion de proteinas: métodola®vry (Lowry et al., 1951)

Se realiz6 una curva patron de BSénovalores en un rango desde 0-1@0(por
duplicado). Solucion 1 (Scl): CusD %, tartrato de N& 1 % en buffer NeCOz; 2 % /
NaOH 1N.

Se diluyé la muestra 3:100 o 5:100 (segurtra® de un extracto tumoral o de
células en cultivo respectivamente). De esta dilucion se tomarau $G& agregaron 0.9
ml de Scl. Luego de 10 minutos a tempeetambiente, se agregoé reactivo de Folin
(Folin—Ciocalteu, Anedra) diluido a laitad. Se esper6 30 minutos y se midio

absorbancia a una longitud de onda de T (lector de ELISA). Se estimé la
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concentracion de proteinas en cada extraetpesando el valor de absorbancia a 750 nm

en la curva patrén.

VI. Ensayos de inmunoprecipitacion (IP)

Anticuerpos utilizados en IP:
Anti-RP: C-19 (polyclonal, Santa Cruz Biotech)
Anti-REa: MC-20 (policlonal,Santa Cruz Biotech)

Anti- B Actina: I-19 (policlonal Santa Cruz Biotech)

Se utilizd Proteina A-agarosa (Sar@auz Biotech) para inmunoprecipitar con
anticuerpos policlonales, y ®eina G-agarosa (Santa CrBmtech) para anticuerpos
monoclonales.

Para cada reaccion de IP se utilizé 0.5-1 adegproteinas, a partir de extractos
nucleares de tumor C4-HD, C4-HI o ¢ linea celular T47DSe llevo a 20Qul de
volumen final con elbuffer utilizado en cada caso. Pesormente, se realiz6 un
preclareado con proteina A o G-agarosa durddtainutos en hielo. Luego de centrifugar
a 3500 rpm, 5 minutos a 4°C, se recupero elySbre este se realizo la IP propiamente
dicha. Se agrego g de anticuerpo anti-RP o anti-REpor reaccion, incubando 16 h a
4°C con agitacion. Luego se agregaronpdl@e proteina A o Gegarosa por tubo, se
incubo en hielo, con ocasional agitacion dteah hs. Luego de centrifugar a 3500 rpm
por 5 minutos a 4°C, se lavo (4 veceg)aletcon 1 ml de buffer TBG + inhibidores de
proteasas, para luego resuspenderlo epl & Cracking BufferlX. Se utilizaron 2Qul
para la corrida electroforética y WB.

Como control de la téora, se realizamos las IBin anticuerpos o con un

anticuerpo (antpActina) no relacionado a RP o RE

VIl. Western blot

e Acrilamida 30%:
Acrilamida (Gibco BRL, Invitrogen) 29 gr
Bisacrilamida (Gibco BRL, Invitrogen) lor
H.Od 100ml
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Se agitd durante 30 minutos. La solucion se filtré y se guaréio prétegida de la luz.

e Tris-HCI1.5M pH 8.8
Tris 90.85gr
H>Od 400ml
Se llevo a pH con HCI 1:2 y se completo el volumen hasta 500 ml £aah. H

e Tris-HCI 1.0 M pH 6.8
Tris 60.57gr
H.Od 400ml
Se llevé a pH con HCI 1:2 y se completo el volumen hasta 500 ml £oadh. H

e SDS 10%
SDS(GibcoBRL) 10gr
H.Od 100ml

e Persulfato de amonio 10% (APS)

APS (Amersham) br
H,Od 10 ml

e PBSpH7.4
NaCl (Anedra) 0.8%
KCI (Anedra) 0.02%
NaHPO, (Anedra) 0.144%
KH,PO, (Anedra) 0.024%
En HOd.

e PBST (PBS-Tween 0.1%)
PBS
Tween20 (Anedra) 0.1%

e Cracking Buffer o solucién de siembra 4X
SDS(Gibco) 8%
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B- mercaptoetanol (Sigma) 20 % viv
Glicerol (Raudo) 40%
Tris0.18MpH 6.8 0.25M

Azul de Bromo Fenol (BPB; Sigma) 0.04 % p/v

Se diluyo 1:4 con cada muestra.
e Ponceau S
RedPonceaySigma) 0.5%

Acido acético glacial (Merck para andlisis) 1 %

e Buffer de corrida 10X

Tris (Invitrogen) 3Qyr
Glicina (Invitrogen) 144qr
SDS(Gibco) 10gr

Se llevo a un litro con $#0d y se diluy6 1/10 en4@d antes de usar.
e Buffer de transferencia
Buffer de corrida 1X 800 ml

Metanol (Merk, paranalisis) 200 ml

e Marcadores de peso molecular

Rainbow prestained molecular weight markers (Amersham).

e Membrana de nitrocelulosa
Hybond C (0.45um; Amersham).

e Solucion de bloqueo
Leche descremada 5% en PBST

Anticuerpos primarios:

Monoclonales
Anti-RP: Ab7 (Neomarkers)
Anti-pSer190 RP: Abl1l (Neomarkers)
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Anti-pSer294 RP: Ab12 (Neomarkers)
Anti-pSerl118 Rla: #2511 (Cell Signaling)
Anti-Tubulina: Ab4cocktail(Neomarkers)
Anti-Akt (#610837, Transduction Lab)

Policlonales

Anti-RP: C-19 (Santa Cruz Biotech)
Anti-pSer294 RP (Abcam)

Anti-REa: MC-20 (Santa Cruz Biotech)
Anti-pSerl67 Ria: #2514 (Cell Signaling)
Anti- B-Actina: 1-19 (Santa Cruz Biotech)
Anti-Erk1/2: K-23 (Santa Cruz Biotech)
Anti-Sp1 (Neomarkers)

Anti-REa: SP1 — RM-9101-S0 (Neomarkers)
Anti-pSer473 Akt: #4060 (Cell Signaling)

Anticuerpos secundarios:

Anti IgG de ratén conjugado a peroxidasaple antibodyAmersham).
Anti IgG de raton conjugadoperoxidasa (Vector Labs.).
Anti IgG de conejo conjugado a peroxidasaple antibodfAmersham).

Anti IgG de conejo conjugado a peroxidasa (Vector Labs.).

e Sustrato quimioluminiscente:
A) 4.6 ml de HOd + 333ul Tris pH 8.8 + 5Qul Luminol + 22ul Ac. Cumaérico.
B) 4.6 ml de HOd + 333ul Tris pH 8.8 + 3.2ul H,0, (Merck)
Se mezclaron las soluciones (A) y (B),se coloc6 el resultante sobre las
membranas de nitrocelulosa durante Autos aproximadamente, antes de exponer

las peliculas fotograficas.

Luminol (A8511, Sigma Aldrich): 22 mg en 5Q0de DMSO.
Ac. Cumarico (C9008, Sigma Aldrich): 7.5 mg en 50@e DMSO.
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e Pelicula fotogréfica:
CP BU New (Agfa).

Metodologia

Las muestras (50-10Qg de proteinas totales/calleg separaron en un gel de
poliacrilamida discontinuo usando el sistema higfers discontinuos deLaemmli
(Laemmli, 1970). Se corrié un conjunto de marcadores de peso molecular en cada gel. Las
proteinas se disolvieron egolucién desnaturalizanterécking buffey y se hirvieron
durante 5 minutos. Se realiz6 la electrofrehirante 20-30 minas a 20 mA/gel hasta
gue la muestra paso el gel concentragopor 90-120 minutos a 2A/gel en el gel
separador. Luego, las proteirsgstransfirieron a una membrah nitrocelulosa durante 1
h a 100 V. Las membranas se bloquearon dutadtela noche en keion de bloqueo. Al
terminar el bloqueo, las membranas se lavararias veces en FH y luego fueron
incubadas con los anticuerpos prifoarcorrespondientes durante 16 @ 4n agitacion.
Luego de varios lavados en PBST, se ggrel anticuerpo secunida conjugado con la
enzima peroxidasa. Y se revelaron laandas inmunoreactivas con el sustrato
guimioluminiscente, que al ser modificado poperoxidasa del anticuerpo secundario, da
una sefal quimioluminiscente. Para visuallassefial, las membranas se expusieron a una
placa radiografica. Los geles se difscaron utilizando el programémageJ Soélo se
cuantifico la intensidad dedabandas en los geles dondetaporcion de intensidad se

mantuvo lineal.

VIIl. Ensayos danobility gel shif EMSA)

Marcacion de la Sonda

Elemento respondedor a progestage{Roemer et al., 2006; PRENagency

5 gatcc TGTACAggaTGITCTagctaca 3’ sentido
5 tgtagct AGAACAtcc TGTACAggatc 3’ antisentido

Elemento respondedor a estrégenosr(iblay et al., 1997; ERE - Genbiotech)

5 ggatcta GGTCActg TGACCccggatc 3’ sentido
5 gatccgg GGTCAcag TGACCtagatcc 3’ antisentido

Elemento respondedor a CREB mutado (CREagency)tiene un cambio de bases

en la secuencia consenso “AC” por “TG”
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5 agagattgcc TGIGGTCAgagagctag 3’ sentido
5 ctagctctc TGACCACAggcaatctct 3’ antisentido

1. Se desnaturalizé el PRE o el ERE (segun corresponda) llevando a 75°C por 5
minutos en bafo térmico, dejando que la temperatura descienda lentamente a 37°C.

2. Colocar en hielo:

a. HOd estéril 18.3l
b. BufferT4APNK (New England Biolabs) 218
c. Sonda renaturalizada (75ngQ) .2
d. TAPNK (New England Biolabs) ul

e. ATPy %P (New England Nuclear) 1ul

3. Seincuba 1h a 37°C.

Frenado de la reaccion

Se precipitd la sonda marcadaegando en el tubo de reaccion:

a. EDTA (0.5M; pH 8) esteéril 21
b. Glucogeno il
c. HOd estéril 2ul
d. NHACO (7M) 15l
e. Etanol absoluto 90

Se incubo durante 40 minutos a -70°C ysetrifugd a 4°C por 20 minutos a 12000 rpm.
En un contador de pozo se contd la emisionpadet EI SN también se conté como
control de marcacion. Luego, se resuspendio ghdHestéril de manera de obtener entre

30000-50000 cprpl.

Hibridizacion de la sonda marcada con el extracto nuclear
1. El ensayo de EMSA consta de incuba extracto proteico con la sont&- Para
luego detectar los complejos proteina-sotfétapor su movilidad retardada en un

gel de poliacrilamida no desnaturalizante.

Se agreg6 en un tubo:

= Extracto nuclear 10-2@) de proteinas totales
» Bufferdehibridizacién* 6ul
= Poli dI-dC ** (Sigma) 40 nglg de proteina del extracto
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= PRE®?P 0 EREZP

1 ul (50000 cpm/ensayo)

» |nhibidores de proteasas*** (Sigma) 1X

*E| bufferde hibridizaciéon contiene:

TrispH7.4
NacCl

DTT
MgCl,
BSA
Glicerol

Todo disuelto en pDd estéril.

10mM
50mM
SmM
2mM
50ng/ml
10%

**: Sigma Co. y se resuspende ep(d estéril.

*** Leupeptina: 5Sug/ml
Aprotinina:  5ug/ml
Pepstatina:  pg/ml
Espermina:  0.15 mM

Disueltos en BOd estéril.

Espermidina: 0.5 mM
PMSF: 0.5 mM

Se incubd a 4°C por 40 minutos.

Corrida electroforética

Disuelto en etanol absoluto

1. Preparacién del gel 5% no desnaturalizante

a. BOd

b. Archilamida/bisacrilamida (29:1)
c. TBE 5X*

d. APS10%

c. TEMED (Amersham)

* Para 0.5 litros de TBE 5X:
= Tris (Invitrogen)
= Acido Borico (HsBOs)
= EDTA (0.5M; pH 8)

39.96ml

7.42 mi
12ml
0.aml
0.024ml
60 ml

2749
12.75g
10 ml
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2. Se precorrio el gel sin sembrar 1 h a 10pok gel (con circulacion de agua), lauffer
de corrida (TBE 0.25X).

3. Se sembraron las muestras y se cor20 anA por gel, por aproximadamente 3 hs.

4. Al finalizar la corrida, séevant6 el gel con un papghatmany se envolvio el gel con
un film transparente.

5. Se seco el gel en un secador de geles por 2 h a 80°C.

6. Se expuso el gel en un chasis con plaad®graficas (CP BU New, AGFA) a -70°C
durante aproximadamente 24 a 72 horas.

7. Se revelaron lofilms a distintos tiempos buscando la mejor exposicion.

Como controles de la téaa, se utilizé un exceso de la sonda fria, produciendo un
desplazamiento especifico del receptor nuclear de la sonda marcada. &ar otro lado,
se empled una sonda cuyecsencia no esta relacionadapaigado del RP ni del RE.
Dicha sonda presenta un sitile union al factode transcripcion CREB (CRE). Se la
utilizé en exceso y no es capde desplazar la union receptauclear a su secuencia de
pegado consenso correspondiente. Ademasmgdearon anticuerpospecificos para RP
0 REx (C-19 y MC-20 Santa Cruz Biotech, respemtiente), que utilizados en la reaccion
de hibridizacion forman el complejo anticuerpo-receptor nuseada, produciendo una
movilidad retardada super shiftde este complejo en el gel.

IX. Inmunohistoquimica

Deteccion de:REa (policlonal - MC-20 Santa Cruz Biotech.)
pSerll&REa (policlonal - #2515 Cell Signaling)
pSerl6REa (policlonal - #2514 Cell Signaling)
pSer473 Akt (policlonal - #736E11 Cell Signaling)
PDGFc (policlonal - HE25, Santa Cruz Biotech)
RUNX2 (policlonal - Ab 23981, Abcam)

TF (FL-294, policlonal — sc30201, Santa Cruz Biotech)

Anticuerpo Secundario:

Anti-IgG de conejo conjugado a Bio#r{realizado en cabra,Vector Labs)
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Cortes en parafina

Los tumores se fijaron en formalina 10% en PBS y se incluyeron en parafina segun
técnicas de rutina. Cortes dauB fueron desparafinados &iteno y se rehidrataron con
una serie de alcoholes de graduacion desnéei(etanol 100%, aol 96%, etanol 70%)
hasta agua destilada. Se realizé una recapt®rantigenos con una solucién de citrato
0.1M en ebulliciébn (con Miroondas, durante 4 minutos). Cuando la solucion llegé a
temperatura ambiente, los cortes se lavaron con abunda@i M la actividad de la
peroxidasa endogerse inhibié con HO, al 10% en HOd durante 20 minutos. Luego se
realizé un bloqueo de los preparados @0 SFB en PBS durante 60 minutos, y se
incubaron con los anticuerppsimarios diluidos 1/100 en 4% SBF en PBS 16 hsG 4
Se lavo con PBS y sucesivamente se incubd durante 60 minutos a temperatura ambiente
con el anticuerpo secundariiluido 1/100 eM% SFB en PBS. Luego de varios lavados
con PBS, los cortes fueron incubados adncomplejo ABC, preparado segun las
indicaciones del fabricante (Vector Labs)slwdrios se lavaron varias veces con PBS y
se revelaron bajo el microscopio conkiihde DAKO (K3468), basaden la reaccién con
3-3’ diaminobenzidina y pD,. La reaccion se detuvo con® destilada y los nucleos se
tiieron con hematoxilina-eosina. Entonces dostes se deshidrataron en una serie de
alcoholes de graduacion cradie, xileno y se montaron enedio sintético (DPX, Fluka).
Como control de especificidad de la seS§alomitio el anticuerpo primario en algunos

cortes.

X. Inmunoflourescencia (IF)

Deteccion de REx (policlonal - MC-20 Santa Cruz Biotech.)
pSerl1&REa (monoclonal - #2511 Cell Signaling)
pSerl6MREa (policlonal - #2514 Cell Signaling)
pSerl04/10&REa (policlonal - sc-129565anta Cruz Biotech)
MMP13 (policlonal -H-230, Santa Cruz)
MMP9 (policlonal hecho en cabfraC-20, Santa Cruz Biotech)

Anticuerpos Secundarios:

Anti IgG de raton fluoresceinado (FIT€alizado en caballo,Vector Labs)
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Anti IgG de conejo fluoresceinado (FITf@alizado en cabra, Vector Labs)
Anti-IgG de cabra fluoresceinado (FITrealizado en conejo, Zymed)

Cortes en parafina

Los tumores se fijaron en formalina 10% en PBS y se incluyeron en parafina segun
técnicas de rutina. Cortes dauBn fueron desparafinados &iteno y se rehidrataron con
una serie de alcoholes de graduacion deenéei(etanol 100%, aol 96%, etanol 70%)
hasta agua destilada. Se realiz6 una recamuave de antigenos con una solucién de
citrato 0.1M en ebullicion @ Microondas, durante 1 minuto§uando la solucién llegé
a temperatura ambiente, los cortes se lavaron con abund#ide YHluego con PBS. Se
bloqued con SFB en PBS al 10% durante ltdngperatura ambiente. Luego, se realizo la
incubacion con los anticuerpos primarios-&MP13 o anti-MMP9 diluidos 1/100 en 4%
SFB en PBS durante 16 hs a 4°C. Luegolavar con abundante PBS se realiz6 una
incubacion con el anticuerpeaundario 1:100 eA% SFB en PBS. Se tifieron los nucleos
con ioduro de propidio (fig/ml) durante 5 minutos, se layése montaron los preparados
con solucion de montaje para fluorescenciactdshield, Vector LapsSe observaron los
preparados en un microscopio confocal Nikonm@aontrol de especificidad de la sedal

se omitié el anticuerpo primario en algunos cortes.

Cultivos primarios

Las IF se realizaron con células epiteaC4-HD y C4-HI en cultivo. Las mismas
fueron crecidas hasta un 80% de confluenciahember slidegLab-Tek, Nunc), y el dia
anterior a ser utilizadas se cambi6 el medé crecimiento por medio con 1% SFBch.
Luego de los tratamientos capondientes, las células ls¢/aron con PBS frio y fueron
fijadas en etanol 70% a -20°C. Se lavéglo con PBS y se bloqued con SFB en PBS al
10% durante 1 h a temperatura ambienteegoy se incub6 con el primer anticuerpo
diluido 1/100 en 4% SFB en PBS duranteti6a 4°C. Se lavé con PBS y se incubd
durante 1 h con el anticuerpo secundario 180@% SFB en PBS. Se tifieron los nucleos
con DAPI (1pg/ml) o ioduro de propidio (IP, fkg/ml) durante 5 minutos, se lavo y se
montaron los preparados con solucién dmtaje para fluorescencia (Vectashield, Vector
Labs). Se observaron los preparadonsin microscopio confocal Nikon.
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Ensayo de colocalizacionuclear del RP y el RE por IF, en células

epiteliales en cultivo

Deteccion de REa (policlonal - MC-20 Santa Cruz Biotech.)
REa (monoclonal — M7047 DAKO)
pSerll&REa (policlonal - #2515 Cell Signaling)
RP (monoclonal — Ab7 Neomarkers)
pSer294 RP (monoclonal — Ab12 Neomarkers)
pSer294 RP (policlonal — Abcam)

Anticuerpos Secundarios:

Anti-IgG de ratén Fluoresceinado (FITf@alizado en caballo, Vector Labs)
Anti-lIgG de conejo Texas Red (Tkealizado en cabra, Vector Labs)

Los ensayos de IF, se realizaron a partir de cultivos primarios de células epiteliales
C4-HD, y a partir de las lgas celulares T47D y LM3 (@st ultimas utilizadas como
control negativo de la técnica). Las smias fueron crecidas hasta un 60-80% de
confluencia enchamber slidegLab-Tek, Nunc), y fueron ayunadas por 48 hs en 1%
SFBch. Luego de los tratamientos correspondgerias células sevaron con PBS frio y
fueron fijadas en etanol 70&-20°C por 30 minutos. Sevtaluego con PBS y se bloqued
con SFB en PBS al 10% durante 1 h a teatpea ambiente. Luego, se incub6 con los dos
anticuerpos primarios juntos (anti-RP y antieREIn0 monoclonal y otro policlonal)
diluidos 1/100 en 4% SFB en PBS duranteh%6a 4°C. Se lavéon PBS y se incubd
durante 1 h con dos anticuerpos secundguos (anti-raton HIC y anti-conejo TX)
1:100 en 4% SFB en PBS. Se tifieron los nucleos con DARJ/@I) durante 5 minutos,
se lavé y se montaron los preparados eofucion de montaje para fluorescencia
(Vectashield, Vector Labs). Se observatoa preparados en un microscopio confocal
Nikon.
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Ensayo de colocalizacion nuclear del RP y etuRlar IF, a partir de tumores

creciendan vivo

Deteccion de REa (policlonal - MC-20 Santa Cruz Biotech.)

RP (monoclonal — Ab7 Neomarkers)

Anticuerpos Secundarios:

Anti-IgG de ratén Fluoresceinado (FITf@alizado en caballo, Vector Labs)

Anti-IgG de conejo Texas Red (TXalizado en cabra, Vector Labs)

Las IF se realizaron a partir de awtde cridstato de aproximadamenteur8de
los tumores C4-HD y C4-HI (no se muestra &sta tesis). Los cortes se fijaron en
formalina (10% de formaldetid en PBS) durante 20 minut@&e lavaron luego con PBS
1X y se bloque6 con SFB en PBS al 10% digdnh a temperatura ambiente. Luego, se
incubd con el anticuerpo primaranti-RP (Ab7) diluido 1/10 en 4% SFB en PBS durante
16 hs a 4°C. Se lavo con PBSeg/incubo durante 2 h con et@tanticuerpo primario anti-
REa (MC-20) en 4% SFB en PBS. Luego war con abundante PBS se realiz6 una
incubacion con los dos anticuerpos secundguia®s (anti-ratén FITC y anti-conejo TX)
1:100 en 4% SFB en PBS. Se tifieron los nucleos con DARJY/(!) durante 5 minutos,
se lavé y se montaron los preparados eofucion de montaje para fluorescencia
(Vectashield, Vector Labs). Se observatoa preparados en un microscopio confocal
Nikon.

Incorporaciéon de 5-bromo-2’-deoxiuridina (BrdU) por IF

Deteccion de BrdU (monoclonal, Roche)

Citoqueratina (CK, policlonal. Pan-CK, Dako)

Anticuerpos Secundarios:

Anti-IgG de raton Fluoresceinadol (e, realizado en oveja, Roche)

Anti-lgG de conejo Cy3 (adizado en cabra, Zymed)
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La identificacion de células en proliferacipar la técnica de BrdU, se basa en este
es un anélogo de la timidina y por lo taet® incorporado al ADN durante la fase de
replicacion, subsecuentemente se localigando un anticuerpo monoclonal especifico
anti-BrdU. Se utilizaron células epitelialesnorales provenientes de un cultivo primario
las cuales fueron crecidas hasta un 80% de confluenc@hanber slideqLab-Tek,
Nunc). Se ayunaron por 24 hs en 1% SFBch, y se realizaron los tratamientos hormonales
correspondientes.

Las células fueron tratadas con BrdU (Sigma, upd@®l) 6 hs antes de la
finalizacion de los estimulos. Se lavarondétulas con PBS, y se fijaron en etanol 70%
por 30 minutos a -20°C. Luegte lavar con PBS, se redizina incubacion con HCI 2N
30 minutos — 60 minutos a 37°C. Se lavo abotetaente con PBS, y se bloqued con 10%
SFB en PBS por 1 h. La incutd@n con el anticuerpo anti-BrdU se realizé en 4% SFB en
PBS 16 hs a 4°C. Luego de lavados con PBS, se incubé con un anticuerpo anti-
citoqueratina 1/100 durante lahtemperatura ambiente en 8B en PBS. Se lavd con
PBS y se incubd6 durante 1 h con dos anticuerpos secundarios juntos (anti-lgG de ratén
FITC y anti-lgG de conejo Cy3) 1:100 en 48%B en PBS. Se lavd y se montaron los
preparados con solucion de montaje pawaréscencia (Vectashield, Vector Labs). Se

observaron los preparadoswenmicroscopio confocal Nikon.

XI. Analisis estadistico

En los experimentos de proliferacion catluy recuento de células, para comparar
multiples grupos con el control y entre si, se uso ANOVA seguidtesiale Tukey Las
diferencias entre medias de dosigps se evaluaron con una prué€ba de Student
utilizando el program&raphPad Prism(version 4.0 para Windows, GraphPad Software
Inc.).

En las curvas de regresion con ICI, RU 486 y E2 en los experimantos, se
calcularon las pendientes de las curvas y séizeénsi diferian significativamente entre si,
con el programd@raphPad Prism(version 4.0 para Windows, GraphPad Software Inc.).
Para el tumor C4-HD se analizaron las pendientes de las curvas desde el dia de inicio de
los tratamientos (dia 7) hasta el dia 14. Rhramor C4-HI, se analiz6 desde el dia de

inicio de los tratamientos (dia fiasta la finalizacion de los mismos.
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En los ensayos de WB o EMSA, la inter&ldle las bandas se cuantificé usando el
softwarelmage J(1.345 NIH), sélo se cuantifaron exposiciones no saturadas.

Todos los experimentos se repitieron por lo menos tres veces salvo que se

especifique lo contrario.

XIl. Ensayos denicroarraysde ADN

Se utilizaron las variantes tumorales C4-HD y C4-HI (n=7). Para el caso de los
tumores HD, se obtuvieron muestras detlmsores creciendo con MPA (+MPA, depdsito
sc de 20 mg, n=5), y cuando el progestagercefiminado 48 hs previo al sacrificio del
animal (-MPA, n=4).

Procesamiento de los tejidos.gser Capture Microdissection (LCM)

Una vez extirpados, los tumores se congelaron inmediatamente en nitrégeno
liquido y se mantuvieron a -70 hasta ser procesados como se describe posteriormente.

Los tejidos utilizados pard.CM, fueron embebidos edissue Tek(OCT),
congelados rapidamente y mantenidos &G7Cortes en criéstato de cada tumor (C4-HD
n=3, C4-HI n=3), de aproximadamenteud fueron fijados en etanol 70% durante 25
segundos. Luego de lavar los cortes con aBRMNase-freg se tifieron con H&E.
Finalmente, se deshidrataron con concerdres crecientes de etanol (70-100%) por 5
segundos cada uno, xilenSAFECLEAR |, y se dejaron secar al aire. Luego de la
tincion, los cortes se visualizaron bajo urcroscopio, pudiéndose localizar las células de
interés: epitelio y estroma tumoral. Sobreasda de interés de cadarte, se ubicd un
CapSure LCM CaypArcturus. Mountain View, CAUSA), y poblacionegnriquecidas en
células epiteliales o estromales fueron ob@side cortes consecutivos de cada tumor,
empleando el sistema d€M Arturus PixCell lle(Arcturus, Mountain View, CA, USA)
de acuerdo a recomendaciones del &amte. Aproximadamente 4000 pulsos keler
fueron utilizados para purifec las diferentes poblacionelulares de cada muestra
tumoral, y multipled. CM-capsconteniendo las células aistedde cada muestra, fueron

mantenidos en hielo seco e inmediatamente procesadas para extragthoktol.
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Extraccion deRNAtotal y amplificacion lineal

Para la realizacion de laomicroarrays es necesario partir d@NA total de cada
muestra experimental, y en el ensayo propiate dicho, cada muesisa co-hibrida en el
microarray, con RNA proveniente de una muestra oeferencia. Como cada muestra
experimental se co-hibrida con la mismauestra de referencia, esto permite luego
comparar los perfiles de expresion génica dentaestras experimentales entre si. En la

Figura 2.2, se esquematiza brevemente el procedimiento llevado a cabo.

Muestra de
Referencia

l

Tumor Original

C4-HD C4-HL
Extraccion de
RNA total
Extraccion de l
RNA total
Amplificacion lineal
j y marcacion CI'P-Cy3
Cortes en Criostato Amplificacién lineal (protocolo T7)
(8 pm) y marcacion CTP-CyS
I (protocolo T7)
LCM \
| MICROARRAYS

| Muestras de Epitelio y Estroma | /

Amplificacién lineal
| Extraccion de RNA total | — y marcacion CTP-Cy3
(protocolo T7 — dos rondas)

Figura 2.2. Esquema del procedimiento generdlevado a cabo en los ensayos d&croarrays

Se purificoRNAtotal de cada muestra tumoral y de la muestra de referencia, que
en nuestro caso fuBNA de igual nimero de embriones machos y hembras de 1 dia -
C57BI6/J y 129 (Herschkowitet al., 2007), utilizando @RNeasy Mini Kit(Qiagen Inc.,

CA, USA) de acuerdo a recomemibnes del fabricante. ESEINA total (2.5ug), fue
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convertido acDNA amplificado y marcado con umucleétido conjugado a cianina-5
(CTP-Cy5, PerkinElmer) para las muestrasmorales, o cianina-3 (CTP-Cy3,
PerkinElmer) para la muestra de referencia usandmwl| RNA Input Amplification kit
(Agilent) basado en la utilizacién de un oligopifmer llevando el promotor para RNA
polimerasa T7 (Davanloo et all984), y una transcriptasavezsa (Van Gelder et al.,
1990). ElI RNA amplificado ARNA y marcado con cada fluoréforo, fue purificado
utilizando elQIAquick PCR Purification Ki(Qiagen Inc., CA, USA).

Para las muestras de tejido obtenidasljicivl, variasLCM-capscorrespondiente
al mismo tipo de compartimento tumoral ifefial o estromal) y proveniente del mismo
tumor, fueron agrupadas en un unitubo de reacon conteniendo 20@l de buffer
desnaturalizante GITC (5.25 8 isotiocianato de guanidina mM Tris-HCI pH 6.4, 20
mM EDTA, 1% Triton X-100) y 1.6ul de B-mercaptoetanol, durante 2 minutos. La
extraccion deRNA total se realiz6 segun el métode extraccion con Isotiocianato de
guanidinio-fenol-cloroformo Stratagene RNA microisolation kiStratagene, La Jolla,
CA; Chomczynski and Sacchi, 1987; Hansen and Braman, 1993; Ohyama et al., 2000).

El RNA total purificado, fue sometido dos rondas de amplificacion, por
trascripcionin vitro, mediado por [&&NApolimerasa T7. En la primera ronda, se utilizé un
protocolo basado en el método que utiliza un oliggdmer llevando el promotor para la
RNApolimerasa T7, y una transcriptasa revekdascageAmp Il aRNA amplification Kit
Ambion; Van Gelder et al., 199(sta ultima, convierte @NAencDNA y en presencia
de la polimerasa T7, se realiza la trascripcidnvitro. En la segunda ronda de
amplificacion, se tomaron 0.2 delaRNAresultante de la primera ronda, y incorporo el
nucleotido CTP conjugado aatiina-5 (CTP-Cy5) a la reaccidon de trascripdiorvitro
(Low RNA Input Amplification kitAgilent). EI RNA amplificado y marcado, fue
purificado utilizando eQlAquick PCR Purification Ki(Qiagen Inc., CA, USA).

Hibridizaciones sobre lawicroarraysde ADN y analisis de datos
Dos microgramos daRNA-CySde cada muestra experimental amplificada, fue co-
hibridada con 2ug de aRNA-Cy3correspondiente a la muestde referencia sobre los

microarrays(Agilent Mouse Oligo MicroarraysG4121A — ~20000 genes). Luego de una

incubacion a 6WC por 16 hs en agitacion, lamicroarrays fueron lavados con las
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siguientes soluciones: 2XSSC/0.005% Tri¥6A02, y luego con 0.1XSSC, escaneados en

un escaner GenePix 4000B (Molecular Devices. MDS, Inc.), y las imagenes analizadas
para cada canal (verde gaputilizando el programa GePix 4.1 (Molecular Devices.
MDS, Inc.). Areas de losnicroarrays con defectos evidentes, fueron manualmente
excluidas de posteriores andlisis. Todos ldatos crudos de daintensidades de
fluorescencia para cada canaloawla hibridizacion, fueron subidas a la base de datos para
microarrays de la Universidad de Cdma del Norte (UNC - UMD,

https://genome.unc.edudonde se elimina éackgroundy se normaliza la intensidad de

fluorescencia para ajustar ambos canalgewess normalization;Butte, 2002,
Herschkowitz et al., 2007; Quackenbush, 20@&. seleccionaron aquellos genes que
tuvieran una intensidad de fluorescenueimalizada de 30 unidades en ambos canales, y
se calcul6 el Log2 Cy5/Cy3 pacada gen. Solo aquellos gergue presentaron valores de
fluorescencia en el 70% o mas de las muestradizadas, fueron incluidos en analisis
posteriores, y se centrargpor medianas (Butte, 2002Para encontrar genes con
diferencias significativas en ®xpresion entre las muest&gerimentales, utilizamos el
programasSignificance Analys of Microarrays(SAM; Tusher et al., 2001), con dalse
discovery rate(porcentaje de genes identificados por azBDR<5% (Troester et al.,
2004), disponible en http://www-stat.stanford.edu/~tibs/SAM/ Las muestras

experimentales fueron agrupadas entre sadgerdo a la similitud en los perfiles de

expresion génicaHjerarchical Clustering Analysiggmpleando el progran@luster v2.12

(Eisen et al., 1998), disponible diitp://rana.lbl.gov/EisenSoftware.htm Para esto,
utilizamos la lista de genes con diferencs@gnificativas en su expresion obtenidas por
SAM, vy los resultados se visualizaron con el progrdmaTreeview v1.0.8isen and

Brown, 1999), disponible dmitp://jtreeview.sourceforge.net/

Con el fin de identificar términos omégicos enriquecidos asociados a un patrén
génico diferencial, utilizamos el prograntapression Analysis Systematic Explorer
(EASE; Hosack et al., 2003), disponible en

http://www.geneontology.or@O.tools.microarray.shtmEASE, asigna genes de interés

dentro de categorias funcionales en la base de datos de términos ontolGgices (
Ontology, donde se agrupan los genes en grupos funcionales. Utitezste$tadistico de
Fisher para determinar la probabilidad desebvar un nimero determinado de genes
dentro de una lista de interégersusel nimero de genes erada categoria en el
microarray (Joshi et al., 2006; Bhati et al., 2008).
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[1l. Resultados

CAPITULO |

|. Fosforilacion y activaciodel receptor de estrogenaiéa.

A. Nivel de expresion y fosforilacion del REen tumores C4-HD y C4-Hh

VIVO.

El REa posee multiples sitios de fosforilacion en su secuencia primaria (Lannigan,
2003). Un Rl capaz de sufrir este tipo de modifigacpost traduccional, esta asociado a
un receptor activo y funcional. Para conoekestado de fosforilacion basal deld&rEn
tumores hormono-dependieneindependientes creciengovivo, se realizaron cortes en
parafina e IHQ de los tumes C4-HD y C4-HI con antieupos especificos para el
receptor total y sus sitios fosforilados. Para estudiar la expresion delsRRitilizd un
anticuerpo policlonal (MC-20, &ta Cruz Biotech) que renoce el dominio C-terminal
del receptor de origen murino. Como puexsservarse en las Figuras 3.1.A y 3.2.A,
ambas variantes tumoralespeesan altosiiveles del Rk, esta marcacion es nuclear y
especifica del epitelio tumoral, dado gque se observa marcacion en las células
estromales. Por otro lado, quisimaslizar si la expresion del REe ve influenciada por
la presencia 0 no de MPA. Para estouwinhos tumores C4-HD creciendo con MPA, o
cuando el progestageno fue eliminado 48 lewvipral sacrificio. Elegimos 48 hs porque
sabemos que a ese tiempo ya no se obsefeatos mediados por MPA, sino mas bien,
comienzan a mostrarse signos de regresibmoral y aumento de células apoptéticas
(Simian et al., 2006). De esta manera, olm®os que en presencia de MPA, hay un
incremento significativo en $oniveles de expresion del REFigura 3.1.A y B). Mientras
gue en el tumor C4-HI, no sdbservaron diferencias significativas cuando este tumor esta
creciendo en presencia de MPA (48 hs) aesencia del progestageno (Figura 3.2.A 'y B).

Para estudiar los niveles de fosforilacion deloR&e utilizaron anticuerpos
especificos que reconocém fosfo-serina 118 RE (pSerl18 RE) y la fosfo-serina 167
REa (pSerl67 RE). Si bien estos anticuerpos estan dirigidos al receptor humano, cruzan
con el de raton (Vilgelm etl., 2006; Miyagawa et al., 2004&n ambos tumores, C4-HD

creciendo con MPA y en el C4-HI, se ebg inmunomarcaciéon nuclear en células
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epiteliales para el RE fosforilado en las serinak67 y 118 (Figuras 3.1.A y 3.2.A).
Cuando analizamos el rol de MPA en la fosforilacion dek REvivo, demostramos que el
progestageno induce fosforilacidel receptor en tumores C4-HD, en los residuos serina
analizados (Figura 3.1.A y B). Miea8 que en el tumor C4-HI, el BEestaria

constitutivamente fosforilado (Figura 3.2.Ay B).
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Figura 3.1. Nivel de fosforilacion del REx en tumores C4-HDin vivo. A) IHQ de cortes en parafina

de tumores C4-HD creciendo con MPA (depdsito sc de 20 mg), o cuando la hormona fue retirada 48 hs
previo al sacrificio de los animales. Se utilaaranticuerpos especificos que reconocen la pSerl18
REa, pSerl67 RE, y el REx total. Barra: 5um. B) Cuantificacién de células epiteliales con tincién
nuclear positiva para el REy los residuos serina analizadost@mores C4-HD, epresencia o no del

MPA. Se analizaron 10 campos a 1000X/vidrio en un microscépio de campo claro. En el grafico se
indica la media £ DS. Andlisis estadistico, t#stde Student*** p<0.001, ** p<0.01. CMA: campo de

mayor aumento.

75



Ill. Resultados

C4-HI
REa pSer1l18 REa  pSerl67 REa

T

REx pSer118 REa pSer167 REa
- 100 -~ oo — 100
o 4 3

'g 80+ o 80 'g 80+
o § o

& o =

£ o 604 E 60+ £

o E @0 g @0

o 8 0

29 wf £ w0 2

2 | - 2

g g C
= = ] 2

MPA &+ - MPA  + - MPA &+ -

Figura 3.2 Nivel de fosforilacién del REx en tumores C4-Hlin vivo. A) IHQ de cortes en parafina

de tumores C4-HlI creciendo en presencia (48 hs de tratamiento) o no del MPA (depésito de 20 mg). Se
utilizaron anticuerpos especificos que reconocen la pSerld8fF8erl67 Rk, y el REx total. Barra:

50 um. B) Cuantificacion de células epitelisleon tincion nuclear positiva para el d&r¥ los residuos

serina analizados en tumores C4-HI, en gme®m o no del MPA. Se analizaron 10 campos a
1000X/vidrio en un microscépio de campo claro. CMA: campo de mayor aumento.
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B. Nivel de fosforilacion basal del REen cultivo primario de células

epiteliales tumorales.

Para evaluar el estadte fosforilacion del R& en células epitelialeis vitro, se
realizaron cultivos primarios de célulapiteliales (Epi) tumorales obtenidas por
sedimentacion diferencial a partir de tumores C4-HD y C4-HIl. Como se demostro en la
Figura 1.10.B, ambos cultivos primarigesponden de manera similar a estimulos
proliferativos como inhibitorios. Es decgue tanto las Epi C4-HD como las Epi C4-Hl,
necesitan del progestageno para proliferar éiveuPor lo tanto, para conocer el nivel de
fosforilacion basal del RE se realizaron experiment@n condiciones de quiescencia.
Cuando los cultivos alcanzaron un 50-60%cdafluencia, se los mantuvo por 24 hs en
1% SFBch. Las células fueron fijadas y preckss para IF con anticuerpos especificos
para pSerl6é7 Rk pSerll8 RE, y para las fosfo-serinas 104 y 106 del oRE
(pSer104/106 R&). Como se observa en la Figus.3, las células Epi C4-HI mostraron
niveles mayores de fosforilacion del @Ejue las Epi C4-HD, en las mismas condiciones
de cultivo.

Por lo tanto, las Epi C4-HI presentarian uncR&onstitutivamente fosforilado.
Este estado de fosforilacion basal del rémemo seria suficiente para estimular la

proliferacion celulam vitro. Aln necesitan del MPA urat estimulo proliferativo.
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pSer167 REa pSer118 REa pSer104/106 REa

Epi C4-HD

Epi C4-HI

Figura 3.3. Niveles basales de fosforilacion del REin vitro. Cultivos primarios de células epiteliales
(Epi) C4-HD y C4-HI fueron crecidas hasta un 50-G&4«confluencia y luego mantenidas por 24 hs en
1% SFBch (condicién de no proliferacion celular). Los cultivos se fijaron y se procesaron para IF
microscopia confocal con anticuerpos primarios especificos para pSerlld8pRErl67 RE, y
pSerl04/106 Ré& (se observan en verde). Los nucleedifieron con DAPI (azul). Barra: gén.
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C. Participacion de las vias PI3K/AKIMEK1/MAPK en la fosforilacion del
REa.

Para estudiar con mayor detalle los mé&ans que regulan la fosforilacion del
REa, elegimos dos vias paradigmaticas de lsgg@on intracelular como son las de Akt y
MAPK. Recientemente, se ha demostradimiena relacion entre la fosforilacion del KE
y la activacion de estas dos vissefializacion (Murphy et al., 2009).

Por otro lado, sabemos que la via d8KPAkt estd mas activa en tumores C4-Hl
gue en tumores C4-HD (Figura 3.4, proyecto d®da. Virginia Novaro (Arnoni et al.,
2007). Vimos en untissue array compuesto de diferentes familias de tumores
desarrollados en nuestro laboratorio, pé@lhay una mayor expriés de pSerd73 Akt en
tumores C4-HI respecto a tumores C4-KiBigura 3.4.A). Y el mismo resultado fue
corroborado por WB (Figura 3.4.B). Por lo @mntuisimos evaluar el rol de esta via de
sefalizacion en la fosforilacion basal delcR[Para esto, realizamos cultivos primarios de
células epiteliales C4-Hl, las cuales fuerozuimadas durante 24 hs en 1% SFBch luego de
gue alcanzaran un 80% de confluencia. Cabe recordar que en estas condiciones de cultivo
las células estan arrestadas y no prolifer& posteriori, incubamos las células con
inhibidores especificos de las viasRI8K/Akt y MEK1/MAPK, como son el LY294002
(LY, 10 uM) y el PD98059 (PD, 1@M) respectivamente, dunte 24 hs. Los cultivos
fueron fijados y analizados pata expresién de pSerl67 RE/ REo total por IF y
microscopia confocal. En la Figura 3.5 puedeeajarse que en presea del inhibidor de
la via PI3K/Akt hay una disminucion éos niveles de fosforilacion del REen el residuo
serina 167. Mientras que, por este tratamiento, no se veadalseos niveles de expresion
del receptor. Concluyelo de esta forma que la via de8RIAkt seria reponsable de la

fosforilacion y activacion del RiEen células epiteliales C4-HI.
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A

pSer473 Akt

———c—- A Kt

pSer473 Akt / Akt

C4-HD C4-HI

Figura 3.4. Activacion de la via de PI3KAkt en tumores C4-HD y C4-HI. A) IHQ de cortes en
parafina de tumores C4-HD creciencin MPA (deposito de 20 mg), y C4-HI. Se utilizé un anticuerpo
especifico que reconoce p&erd73 Akt. Barra: 30m. B) WB a partir de extractos totales de tumores
C4-HD creciendo con MPA (n=3) y C4-HI (n=3). 8#lizaron anticuerpos especificos que reconocen
la pSerd73 Akt y Akt total (60 kDa). Las bandas se cuantificaron utilizando el profyreame] y se
grafico la expresion de pSer473thAkkt. Analisis estadistico, “ttestde Student**p<0.01.
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Control LY (10uM) PD (10uM)

REa

Dapi

pSer167 REa

Dapi

Figura 3.5. Participacion de la via PI3K/Akt en la fosforilacion del REx in vitro. Cultivos primarios
de células epiteliales C4-HI fueron crecidas hasta un 80% de confluencia y luego ayunaddsspEmn
1% SFBch. Los cultivos fueron tratados con LY294002 (LY, SigmauMOQ inhibidor de la via
PI3K/Akt, o PD98059 (PD, Sigma) 1M, inhibidor de la via MEK1/MAPK por 24hs. Se fijaron y
procesaron para IF y microscopia confocal emticuerpos primarios especificos para eb.REla
pSerl67 RE. Los nucleos se tifieront®API (azul). Barra: 3@um.
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D. Fosforilacion del RE inducida por MPA.

Utilizando cultivos primarios de células egidles C4-HD y C4-HI, estudiamos la
posible regulacion pdosforilacion del Rk inducida por MPA, mediante técnicas de WB
e lF.

Las células fueron ayunadas por 24 hsleésm SFBch y tratadas durante 10 y 30
minutos con MPA (10 nM) o E2 (1 nM). ER fue nuestro contr@ositivo, dado que esti
ampliamente descripta ladfrilacion y activacién del RE por su ligando natural. Por
otro lado, utilizamos estas concentraciones dp@oestan cercanas al Kd, tanto para el RP
como para el R&, y sabemos que los cultivos primarios responden a ellas (Lamb et al.,
2003; Montecchia et al., 1999). Luego de Ikoatamientos, se realizaron extractos
nucleares los cuales fueron aratlos por WB. En la Figuid6 se muestra el incremento
en la fosforilacion del Ré& inducida por MPA y E2, en células Epi C4-HD. Con ambos
tratamientos hormonales se observo un incréonem los niveles de fosforilacion del &E
en los residuos Serina 118 y 167, mientraslgsi@iveles del receptdotal permanecieron
constantes en los tiempos de tratamientazatbs. Por otro lado, en células Epi C4-Hl,
confirmamos los resultados obtenidos por(Fguras 3.3 y 3.5), que mostraban altos
niveles basales de fosforilacion deldRE.a participacion del MPA en este proceso no es
clara, mientras que E2 parece reducir los niveles de fosforilacion del receptor en estas
células (Figura 3.6), lo cua¢sulta muy extrafo tratdose de su ligando natural.

Habiendo demostrado que el MPA esamape regular la fosforilacion del REn
Vivo e in vitro, quisimos averiguar qué vias de sef@lion estaban involucradas en este
proceso. Sabemos que el tratamiento con MREBmpos cortos induce activacion de las
vias de PI3K/Akt (Carnevale et ak007), y MEK1/MAPK (Labriola et al., 2003;
Carnevale et al., 2007) enlaéés epiteliales C4-HD. Pcello, empleamos inhibidores
especificos de ambas vias y estudiamos la fosforilacion del rRé&diada por MPA.
Realizamos cultivos primarios de célulastemles C4-HD, y luego de ayunarlas por 24
hs en 1% SFBch, los cultivos fueron incubados conMQ.Y294002 (LY), inhibidor de
la via de PI3K/Akt, o 1M PD98059 (PD), inhibidor de la via MEK1/MAPK por 24 hs
en 1% SFBch. Inmediatamente, las célufasron tratadas con 10 nM de MPA en
presencia o ausencia de cane de los inhibidores por Iflinutos. Un tiempo adecuado
al cual MPA es capaz daducir la fosforilacion del Ré& (Figura 3.6). Luego de los

tratamientos, los cultivos fueron fijados y pgeados para IF y microscopia confocal con
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anticuerpos especificos para pSerl18 RpSerl67 RE. En la Figura 3.7 se observa un
incremento en la fosforilacion del BEen los dos residuos serina estudiados, mediado por
MPA. De esta forma ademas, corroboramagslitado del WB d&a Figura 3.6. Por otro

lado, demostramos que las dos vias de sefalizacion estudiadas (PI3K/Akt y
MEK1/MAPK), estan involucradaen la fosforilaciéon del REmediado por MPA, dado

que la inhibicién especifica de ambas agrime la fosforiladin del receptor por el

progestageno.
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Figura 3.6. Fosforilacion del REx inducida por MPA. A) Cultivos primarios de células epiteliales
C4-HD y C4-HI fueron crecidas hasta un 80% dafloencia y luego ayunadas por 24 hs en 1%
SFBch. Los cultivos fueron tratados durante 10 y 30 minutos con MPA (10 nM) o E2 (1 nM). Se
obtuvieron extractos nucleares protéicos, como seritbe en Materiales y Métodos, y se estudié por
WB el estado de fosforilacion del REitilizando anticuerpos especificos para pSerl1@ RESer167

REa. También se analizé la presencia deloRi6tal. Se utilizé Erk1/2 como control de carga. B)
Cuantificacion de los geles dondgaluamos la fosforilacion del RE Se analizé el cociente de la
expresion entre pREREa total. Analisis estadistico. ANOVA yest de Tukey, para todos los
tratamientoversusel Control. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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Control MPA 10min MPA + LY MPA + PD

pSer167 REa

|

pSerl118 REa

=

Figura 3.7. Participacion de las vias PI3K/Akt y MEK1/MAPK en la fosforilacion del

REa inducida por MPA. Cultivos primarios de células epitédia C4-HD fueron crecidas hasta un

80% de confluencia y luego ayunadas por 24 hs en 1% SFBch. Los cultivos fueron pretratados con 10
uM LY294002 (LY), inhibidor de la via de PI3K/AKT, o 1M PD98059 (PD), inhibidor de la via
MEK1/MAPK por 24 hs, y luego con MPA (10 nM) por 10 minutos en presencia 0 no de los
inhibidores. Las células fueron fijadas y procesadas para IF y microscopia confocal con anticuerpos
primarios especificos para pSerl670REpSer118 RE (se observan en verde). Los ndcleos se tifieron

con ioduro de propidio (IP, rojo). Barra: gf.
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E. Union del RE a su elemento respondedor en el ADN.

Como factor de transcrigim inducible por ligando, el REes capaz de unirse a
sitios especificos (EREstrogen responsive elemerh secuencias promotoras de genes
regulados por E2. Este mecanismo de acton transcripcional inducido por ligando,
correlaciona con un incremento en la éwB&cion del receptor. Por otro lado, el &RE
puede sufrir fosforilacién y la consecteractivacion de forma ligando independiente,
pudiendo asociarse directamente a secueld®iss, o indirectamente a sitios consenso
para otros factores de transcripci@e manera tal que podemos tener urRIEtivado,
induciendo la transcripcion de genes deiaados, sin haber E2 en el medio.

Ya vimos como el MPA es capaz de regular la fosforilacion del BE células
epiteliales C4-HD. En este caso quisimosrauar si el MPA era ademas funcional y
capaz de regular la unién del && su secuencia consenso en el ADN (ERE). Para esto,
realizamos ensayos daobility gel shif EMSA) a partir de extraos nucleares de cultivos
primarios de células epiteliales C4-HD y-84 incubados previamente con 10 nM de
MPA o 1 nM de E2 por 10 y 30 minutos. Cos®observa en la Figura 3.8, el tratamiento
con MPA por 10 y 30 minutos y con E2 & minutos, incrementan la union del &r&l
ERE en células Epi C4-HD. Sin emngga, en células Epi C4-HlI, el REya se encontraria
activado, previamente a los tratamientos, dau® se observan altos niveles de union al
ERE en la situacion control. Por otro lado, cornatroles de la técnica y para corroborar
la especificidad de las bandas, empleamosexceso de ERE frio, el cual desplaza la
unién del R al ERE3?P. En este caso no se observan bandas. Ademas, utilizamos un
oligonucledtido a cuya secuencia eldRBo puede unirse (PRE). En este caso, un exceso
de PRE no desplaza la unién especifica dek REERE3?P, y se observan bandas. Si
hubiese desplazado, significaria que elaR&e estaria uniendal PRE, directa o
indirectamente, y la utilizacién deste oligo no seria adecuastano control de la técnica.
Por ultimo, agregamos al ensayo de EMSA&ontrol con un anticuerpo anti-RESi bien
en este caso no se observa super shift producto de la formacion del complejo
anticuerpo-RE-ERE*?P, se visualiza una reduccion les niveles de pegado del Rl
ERE. Es probable que la incubacién defraoto nuclear con el anticuerpo antidjE
impida por cuestiones estéricas (Tyuhkev and Klinge, 2000), lzorrecta union del

REa a su secuencia consenso.
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De esta manera, concluimos que MPA es capaz de inducir fosforilacion y
activacion del Rk en células epiteliales C4-HD, miessrque el receptor se encontraria
basalmente fosforilado y con la capacidad diesara secuencias especificas en el ADN,

en células epiteliales C4-HI.
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Figura 3.8. MPA induce la unién del REx a su elemento respondior en el ADN (ERE). Cultivos
primarios de células epiteliales C4-HD y C4-HI fuercrecidas hasta un 80% de confluencia y luego
ayunadas por 24 hs en 1% SFBch. Los cultivos fueron tratados durante 10 y 30 minutéSAcdrd M
nM) o E2 (1 nM). Se realizaron extractos nuclegpesteicos, como se describe en Materiales y
Métodos, y se estudid por ensayos EMSA la capacidad deld@Einirse al ERE. Como controles del
ensayo, se utilizd un exceso de ERE frio (no radiagtivn exceso de un oligonucleétido al cual el
REa no es capaz de unirse (PRE), y un anticuerpo anti-AB-REcx). NS: bandas no especificas,
dado que desaparecen con un exceso del ERE o PRE.
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ll. Participacion del R& en la proliferacion celular inducida por

MPA y en la expresion del RP.

En este modelo, tanto los estrogenos como también los antiprogestagenos (RU 486,
ZK 299, ZK 211) han demostrado ser inhibibs del crecimientdumoral en ambas
variantes tumorales, C4-H[Kordon et al., 1991) y C44H(Montecchia et al., 1999;
Wargon et al.,, 2008). Curiosamente, el tarfeno también mostrd efectos inhibitorios
tantoin vivo comoin vitro en el crecimiento del tumor C4-HD, mientras que el mismo
efecto fue observado con el antiestrmeuro Fulvestrant en experimenfasvitro con
células epiteliales C4-HD (Lamb et al., 200B%tos resultadasugieren que el REseria
tan necesario como el RP para mantenecretimiento tumoral en este modelo. Una
hipotesis plausible es que el &Estaria involucrado en laspuesta proliferativa mediada
por MPA, o en el crecimiento autbnomo gae la expresion del RP seria totalmente

dependiente de la presencia deodRE
A. Rol del REx en los niveles de expresion del RP.

Para investigar si la expresion del RP es totalmente dependiente de la presencia del

REa en este modelo, empleamos dos estraseg”or un lado, evaluar el efecto del
antiestrogeno puro ICI sobre déxpresion del RP, y por otro lado, evitar la expresion del
REa induciendo la degradacion de miRNA Dado que estd ampliamente aceptado el rol

del REx en la regulacion del RP dliferentes modelos, engalmos el antiestrégeno puro

ICI, el cual tiene lacapacidad de unirse al BEbloquear su actividattanscripcional e

inducir su degradacién via taaquinaria de ubiquitinacion ygieosoma (Robertson et al.,
2001; Wijayaratne and McDonnell, 2001; Maud et al., 2003). Para la segunda
estrategia, empleamos siiRNAespecifico contra @\RNAdel REx con el fin de evitar su

expresion y evaluar como esto afecta al RP.

En ensayos dbinding a partir de cultivos primarios de células epiteliales C4-HD,
demostramos que el E2 incrementa los niveles del RP (Lamb et al.,, 2003). Resultados
similares se obtuvieron con células epitesaC4-HI por WB (Soldati et al., 2009),

indicando que la expresion del RP puede ser regulada poreeluRiHO al E2 en este
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modelo tumoral. Para evaluar el efecto W&l sobre la expresion del RP, realizamos
cultivos primarios de células epiteliales 8By C4-HlI, y luego de 24 hs de ayuno en 1%
SFBch las células fueron incubadas por 6, 12 y 24 hs ¢dvi dle ICI. Utilizamos esa
concentracion de ICI dado que sabemos egie€apaz de inhibir la proliferacion MPA-
dependiente de células epiteliales C4-kDvitro (Lamb et al., 2003), y tiene un 10%
menos de afinidad que el E2 por eldRBNVakeling et al., 1991)Se realizaron extractos
celulares totales y analizamos la expresion del,REpSer190 RP y el RP total, por WB.
Como se observa en la Figura 3.9, luego dedehsatamiento con ICI, hay una reduccion
significativa en los niveles de expresion deloREh ambos cultivos celulares, Epi C4-HD
(p<0.001; Figura 3.9.A) y Epi C4-HI (p<0.00Eigura 3.9.A), lo mismo fue observado
luego de 60 minutos de incubacién con dly&I E2, indicando que ambos compuestos
reducen los niveles del REno se muestra).

En cuanto al tratamiento con el IQletectamos expresiéon del RP en ambos

cultivos primarios en los tiemposaizados, sin cambios significativos.

Para la segunda estrategia, utilizamossiRNA contra elmRNA del REx y
evaluamos la expresion de este receptaoracasi también del RP. Los cultivos primarios
de células epiteliales C4-HD y C4-HI se s#attaron de forma transiente con essiNA
como se describe en Materiales y Métodasalizamos por WB gartir de extractos
celulares totales, la expresion deldR¥del RP. En la Figura 3.9.B se muestran los geles
respectivos. Como puede observarsesiBNAreduce significativamente los niveles de
expresion del R& en ambos cultivos primarios (Epi HD ~40% p<0.001; Epi HI ~60%
p<0.001). Y en cuanto al RP, si bien observamioa leve reduccion en su expresion, del
10% en Epi HD y del 20% en Epi HI, eslssminucion resulté significativa (Epi HD
p<0.05; Epi HI p<0.001).
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Figura 3.9. Nivel de expresién del RP y del R& en células epiteliales C4-HD y C4-HI por
tratamiento con ICl o el SiRNA-REa. A) Cultivos primarios de células epiteliales HD y HI fueron
crecidas hasta un 80% de confluencia y luego aysnpda24 hs en 1% SFBch. Las células fueron
incubadas ICI 182780 (ICI, gM), por 6, 12 y 24 hs respectivamente. Al finalizar el tratamiento, se
realizaron extractos celulares totales y se evialygiesencia del RP, de la pSer190 RP y del R&

WB. B-actina y Erk1/2 fueron utilizadas como cohtde carga. B) Cultivos primarios de células
epiteliales C4-HD y C4-HlI fueron trarsgftados de forma transiente consiRNApara el Rk o con un
vector de expresion pat-P, como se explica en Materiales y Métodos. Los cultivos fueron lisados, y
se realizaron extractos protéicotates los cuales fueron analizagws WB. Se evalud la expresion de
REa y del RP. Se utilizé Erk1/2 como control de carga. Ut: extracto de Utero (control positivo de
receptores hormonales).
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B. Rol del REx en la proliferacion celular mediada por MPA.

Previamente demostramos que el tratamiento con ICI, E2siREIA para RE:,
inducen una reduccién en losveles de expresion del RE Sin embargo, el RP esta
presente en los tiempos de incubacion aadbs. Es decir que estaria disponible para
ejercer un efecto proliferativo mediado por MPPara investigasi los progestagenos
pueden estimular la proliferién en estas condiciones expeentales, realizamos ensayos
de proliferacion por incorporacion de timiditrtiada a partir de cultivos primarios de
células epiteliales C4-HD y C4-Hl, con el file evaluar el efecto de la reduccion en la
expresion del Ré& sobre la proliferacion celular indda por MPA. Sabemos que el E2 y
el RU 486 son inhibitorios tleefecto proliferativo med@do por MPA en este modelo
(Figura 1.10). Ademas, se demostré que el ICI es inhibitorio en cultivos primarios de
células Epi C4-HD (Lamb et al., 2003). Portémto, quisimos evaluar el efecto de este
antiestrogeno puro sobre laopferacion celular comparando entre células epiteliales C4-
HD y C4-HI. Como puede observarse en lgura 3.10.A, el ICI, inhibio la proliferacion
celular inducida por MPA en ambos cultivpemarios, C4-HD y C4-HI, siendo este
ultimo, mas resistente a la inhildoi. Necesitamos una concentracion deyben los
cultivos C4-HI, en comparacion a la de QM del ICI en los cultivos C4-HD, para tener
una inhibicidn significativa dé proliferacion celular. Essoresultados siguieren que los
RE son necesarios para la estimulacion gedéferacion celulamducida por MPA o que
la cantidad de RP no es suficiente para gatiha respuesta prolitdiva. Para descartar
esta Ultima posibilidad decidimos encarar experitos a mas corto plazo en los cuales ya
sabemos por los estudios antezgrque los RP no han disminuido.

En ensayos de incorporacidie 5-bromo-2’-deoxiuridia (BrdU) en cultivos
primarios de células epiteliales C4-HD luat®6 hs de co-tratamiento con MPA (10 nM)
e ICI (1 uM), se demostré una reduccion en la proliferacion comparada con la inducida
por el progestdgeno solo (Figura 3.10.B)b€alestacar en estaso, que el BrdU fue
agregado al inicio del tratanm® hormonal (6 hs), un tiempo ehcual los niveles del RP
son similares al control (Figura 3.9.A). Destramos asi, que Ianhibicion en la
proliferacion celular mediada por MPAQ se debe a una ausencia de RP.

Los resultados de proliferari celular por inorporacién déH-timidina y BrdU,
fueron corroborados por recuemte células, como se muesgmala Figura 3.10.C. En este

caso, los cultivos primarios fueron sembrados en placasvé#sby luego de 24 hs en 1%
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SFBch fueron incubados con MPA (10 nN&)\J 486 (10 nM), E2 (1 nM) e ICI (M) y

las combinaciones que se muestran erFitgura 3.11.C, por 6 dias. Los resultados
muestran una concordancia cos knsayos de incorporacién d¢-timidina, en cuanto
que el MPA aumenta el nimero de célulageos cultivos primarios, C4-HD y C4-Hl,
mientras que el ICI, al igual que el RAB6 y el E2, inhiben significativamente este

aumento.

En la Figura 3.11, se muestran lossa&os de prolifexcion celular por
incorporacion de timidina tritiada luego ttansfectar los cultivo€4-HD y C4-HI con el
siRNApara el Ri. En la Figura 3.9, habiamasostrado una disminucién del REon
una disminucién parcial del RP por efecto d&#NA Como vemos, el bloqueo en la
expresion del R&, inhibe la proliferacion celulanducida por MPA en ambos cultivos
primarios C4-HD y C4-HI. La inhibicion naes completa en concordancia con la

disminucién parcial de ambos receptores.

De los resultados presentados aqui, spr@@de como conclusion, la necesidad de

un REx presente y no unido a ligando, en lspigesta proliferativa mediada por MPA.
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Figura 3.10 ICI 182780 (ICI) inhibe la proliferacién celular inducida por MPA. Continua.
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Figura 3.10. Continuacién Se realizaron cultivos primarios de células epiteliales a partir de tumores
C4-HD y C4-HlI, los cuales fueron repicados wea alcanzado el 80% de confluencia, y utilizados
para: A) Ensayos de proliferacién celufgor incorporacién de timidina tritiadd@H-timidina). Las

células fueron sembradas en placas dewBBs Luego del pegado a las mismas, el medio fue
reemplazado por 1% SFBch por 24 hs. Las células fueron tratadas por 48 hs con MPA (10 nM) o ICI
(0.1, 0.5 y 1uM), y se cuantificé la timidina incorporada como se detalla en Materiales y Métodos.
Analisis estadistico: ANOVA yestde Tukey. B) Izquierda, proliferacion celular por incorporacion de
5-bromo-2’-deoxiuridina (BrdU). Células epiteliales C4-HD fueron sembradashamber slides
arrestadas por 24 hs en 1% SFBch e incubadas con MPA (10 nM), ) @ RU 486 (10 nM) y las
combinaciones por 6 hs. El BrdU (1p@/ml) fue agregado al inicio del tratamiento hormonal. Las
células fueron fijadas y analizadas por IF como se describe en Materiales y Métodos. Células positivas
para BrdU (BrdU+) se muestran en verde. Células epiteliales citokeratina positivas (CK+), en rojo.
Derecha, cuantificacion de células BrdU+/CK+. BarrauB0 Andlisis estadistico: ANOVA testde

Tukey. C) Recuento celular. Células epiteli@d@sHD o C4-HI fueron sembradas en placas dels,
procesadas como se describe en (A), e incubadas por 6 dias (T6) con MPA (10 nM), E2 (1 nM) , RU
486 (10 nM) o ICI (1uM), y las combinaciones que se muestpan,triplicado. EI medio de cultivo fue
renovado cada 2 dias. Las células se tripsinizarorcgrgaron en camara de Neuwier al dia del inicio

de los tratamientos (TO) y al finalizar el experimento (T6). Andlisis estadistico: ANO&Atde

Tukey.
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Figura 3.11. El bloqueo en la expresion del R& inhibe la proliferaciéon celular inducida por
MPA. Cultivos primarios de células epiteliales -8B y C4-HI fueron transfectados de forma
transiente con usiRNA para el Rie o con un vector de expresion pdB&P, como se explica en
Materiales y Métodos. Los cultivos fueron amatlos en ensayos de proliferacién celular por
incorporacion deH-timidina luego de ser estimuladas o an MPA (10 nM) por 48 hs. Anélisis
estadistico: ANOVA yestde Tukey.
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C. Efecto del ICI en el crecimiem tumoral hormono-dependiente e

independientdan vivo.

Luego de haber demostrado que el ICllaehia proliferacion celular medida por
MPA en cultivos primarios de células epiteliales tumorales, y que ademas reduce los
niveles de expresion del REquisimos evaluar su efecto sobre tumores HD jnHivo.
Para esto, utilizamos tumores C4-HD creciendo en presencia de MPA y tumores C4-Hl.
Cuando los tumores alcanzaron un tamafio aproximado de 30 eomenzaron los
tratamientos, que constaron de: E2 pafietde 5 mg; sc), ICI (5 mg/semana; sc), y RU
486 (12 mg/kg/dia; sc), los controles sin tratarinocularon con &eion fisioldgica. Se
registré el tamafio tumoral cada 2 — 5 dragliendo ancho x largg se graficaron las
curvas que se muestran en la Figura 3.12CEinduce una completaegresion del tumor
C4-HD creciendo en presencia @A (analisis de las pendites de las curvas Contnd
IClI p<0.001); mientras que solo inhibe @lecimiento tumoral de la variante C4-HI
(andlisis de las pendientes de las curvas Com&rtilCl p<0.001). En este caso, se puede
observar como el E2 o el RU 486 son mésiaites en la inhibicion del crecimiento
tumoral HI, respecto al ICI (andligite las pendientes de las curvasvERCI p<0.001, RU
486vsICl p<0.001).

Estos experimentds vivo son coherentes consleesultados obtenidas vitro, en
cuanto a que el tumor C4-HI es menos séasib tratamiento con ICI que la variante
tumoral C4-HD.
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Figura 3.12 EI ICI (ICI 182780) induce regresion delcrecimiento tumoral HD (C4-HD) e inhibe

el crecimiento tumoral HI (C4-HI). Los tumores se transplantaronfdema sc en el flanco inguinal
derecho de ratones hembras de la cepa BALB/c. $®cal6 un depdésito de MPA (20 mg/ratdn) sc en

el flanco izquierdo sélo para los tumores C4-HD. El tratamiento hormonal comenzé cuando los tumores
alcanzaron un tamafio aproximado de 5C°iitacha|). RU 486: 12 mg/kg/dia, E2: 5 mgelled, ICI:

5 mg/semana. Se utilizaron 5 ratones por tratamiento. El tamafio se midié cada 2-5 dias con un calibre
(largo x ancho). En el grafico se indica la media del tamafio tumoral + DS.
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lll. Interaccion entreeceptores de estrogenaléa y receptores de

progesterona.

Como se explicé en la lmtduccion de esta tesis, estéscripto una interaccion
fisica entre RP y Rica nivel citoplasmatico como mecanismo no gendmico de activacion
de MAPKSs por progestadgenos (Dressing et 2009; Migliaccio et al., 1998) en lineas
tumorales humanas T47D. Los dominios del RP y del REmanos, que participan de
esta interaccion se encuentran perfectamente mapeados (Ballare et al., 2003). Por otro
lado, hay indicios que indicarian que ambos receptores podrian coexistir en una region
acotada del promotor del gen de ciclina @dando células T47D son estimuladas con
estrégenos o progestagenos €iielo et al., 2004; Eeckhaautet al., 2006; Quiles et al.,
2009). Teniendo en cuenta ad®mnque la presencia del &Bo unido a ligando es
necesaria en la proliferacion inducida por Ménh nuestro modelo de tumores mamarios,

nos propusimos investigar la irdecion entre el RP y el RE

A. Interaccién nuclear entre RP y &En tumores C4-HD y C4-Hh

ViVO.

Para analizar la posible interaccion entre el RP y el Bf:tumores creciendn
vivo, utilizamos las variantes tumoraleC4-HD y C4-HI. Los tumores fueron
transplantados en hembras virgenes depa BALB/c, con un depdsito de MPA (20 mg)
s6lo cuando se traté del tumor hormatependiente. Cuando los tumores alcanzaron un
tamafio aproximado de 80 rirse sacrificaron los animales. Los tumores se congelaron
rapidamente en nitrogeno liglai y luego se los mantuvo a °@)

Realizamos ensayos de colocalizacidnad#os receptores por IF y microscopia
confocal, y ensayos de comnunoprecipitacion (IP). Parasl@nsayos de colocalizacion,
empleamos cortes de criostato de aproximadamentenkdbre los cuales se realizé la IF
con anticuerpos especificos para ebRpoliclonal, MC-20 Sant&ruz Biotech), y para el
RP (monoclonal, Ab7 Neomarkers). Durante edasteollo de esta tesise describié que el
anticuerpo Ab7, que reconoce el extremo aminoiteindel RP total, egspecifico para la

isoforma A del RP cuando se Utiliza en ensayos de IRientras que por WB, reconoce
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ambas isoformas (Aupperlee et al., 2005b). Botanto, cada vez que analicemos la
presencia del RP con este anticugspo IF, nos estaremos refiriendo a laxRPos cortes
fueron analizados por microscopia confocal pnose muestra para el tumor C4-HD en la
Figura 3.13.A, se observo marcacion nuclear para e B rojo) y para el RP(en
verde). Ademas, se identificaron zonas de colocalizacion nuclear (en amarillo) por la
superposicion de ambos canales.

Para confirmar la posiblateraccion nuclear de ambeosceptores, se obtuvieron
extractos nucleares de tumores C4-HD y Q4ddbre los cuales se inmunoprecipitd con
un anticuerpo policlonal anti-RE(MC-20, Santa Cruz Biotegho con otro anticuerpo
policlonal anti-RP (C-19, Santa Cruz Biotechds inmunoprecipitados se analizaron por
WB con los mismos anticuerpos utilizadoslahP. Como se obsenen la Figura 3.13.B,
las reacciones de IP funcionaron, dado que detectamad &B las proteinas que
habiamos inmunoprecipitado (RP83 kDa, RRB: 115 kDa, RE: 66 kDa). Ademas,
cuando inmunoprecipitamos el REletectamos también al RP formando parte de ese
complejo. Y viceversa, cuando bajas el RP detectamos al &EA pesar que por IF
detectamos interaccion entre eldri el RR, los ensayos de IP demostraron que ambas
isoformas del RP participan en dicha iation. Con lo cual, podemos concluir que el
REa esta interactuando con ambas isoformas del RR yR#R:) en el nucleo celular de
tumores C4-HD y C4-HlI.
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Figura 3.13 Interacciéon nuclear entre RP y Rk en tumores C4-HD y C4-HI.A) Colocalizacion

nuclear del RR (monoclonal, Ab7 — Neomakers, en verde) y eblRgoliclonal, MC-20 - Santa Cruz
Biotech, en rojo) evaluada por IF y microscopia confocal a partir de cortes de criostato de un tumor C4-
HD creciendo con MPA. B) Ensayos de co-inmunoprecipitacion del RPoyaRpartir de extractos
nucleares de tumores C4-HD y C4-HI. Se realizaron extractos nucleares de tumor, como se describe en
Materiales y Métodos, y se inmunoprecipitd el RP o el REbmo control de la técnica, se realizé la IP

sin anticuerpo (-), y las proteinas inmunoprecipitadas se analizaron por WB con anticuerpos especificos
anti-RP (C-19, Santa Cruz Biotech) y anti<R@C-20, Santa Cruz Biotech). Utero: extracto de (tero,
control positivo de receptores hormonales.
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B. MPA induce colocalizacién nushr entre el RP y el RE

A partir de este resultado vivo, pasamos a estudiar lagraccion entre el RP y el
REa., en cultivos primarios. Un sistema menos complejo guewlo, y que nos permitio
estudiar con mas detalle el mecamisde este proceso y su regulacion.

Realizamos cultivos primarios de células epiteliales de tumores C4-HD e
investigamos si el MPA ejercia algun camld nivel de esta interaccion. Luego de
alcanzar un 80% de confluencia, los cultisron ayunados por 48 hs en 1% SFBch. Se
realizd una incubacion con 10 nM de MBRar 5, 10, 30 y 60 minutos. Las células se
fijaron, se realizé la IF doble con anticuerpos especificos parace(Riclonal, MC-20
Santa Cruz Biotech), y para el RBEnonoclonal, Ab7 Neomarkers). Los preparados se
analizaron por microscopiaoefocal y los resultados smuestran en la Figura 3.14.
Observamos un incremento emarcacion nuear para el RP(en verde) y para el RE
(en rojo) por el tratamiento con MPA. Asiismo, detectamos un incremento en la
colocalizacion nuclear entre ambos recemqgper el tratamiento con el progestageno
(Figura 3.14.A). Este incremento endalocalizacion resulté gnificativo, alcanzandose
un maximo a los 30 minutos dedtimulo con MPA (Figura 3.14.B).

Como control negativo de este ensayocdéocalizacion, utilizamos a la linea
celular LM3 (Bal et al 1983), que no expresa RBi RP. Las células se cultivaron como
explicamos en Materiales y Mélos, y la IF se realizé la par con las células C4-HD
utilizando los mismos anticuerpos y reactives la Figura 3.14.C se muestra la IF, y
como puede apreciarse, no se detectdé mantacin ninguno de los anticuerpos primarios
utilizados, en células tratadas o no con eAMRdemas, realizamos otro control negativo
donde no incluimos anticuerpos primarios en lasiho para ver el nel de especificidad
de los anticuerpos secundari@ este caso, tampoco @aeservdé marcacion inespecifica,

validando los resultados obtenidos endokivos de células epiteliales C4-HD.
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Figura 3.14. MPA induce la co-localizacion nuclear del RP y el Ricen células epiteliales C4-HD.

A) Cultivos primarios de células epiteliales C4-Hilzron crecidas hasta un 80% de confluencia y
luego ayunadas por 48 hs en 1% SFBch. Los cultivos fueron incubados con MPA (10 nM) por 5, 10, 30
y 60 minutos. Las células fueron fijadas y procesadas IF y microscopia confocal con anticuerpos
primarios especificos para el RFmonoclonal, en verde) y RE (policlonal, en rojo).Merge
superposicion de ambos canales. Barra:pg@ B) Cuantificacion decélulas donde se observo
colocalizacién nuclear de ambos recepofen amarillo).***p<0.001, ANOVA ytestde Tukey. C)
Como control negativo se utilizé la linea LM3 que no expresa RERP. Los cultivos se incubaron
igual que en (A) y con MPA (10 nM) por 10 minutosslcglulas se fijaron y fueron procesadas para IF
y microscopia confocal con anticuegprimarios especificos para Rfmonoclonal, en verde) y RE
(policlonal, en rojo), o sin anticuerpos primariderecha o-ratdbn en verde, w-conejo en rojo). Se
observa la imagen de ambos canales. Los nsiflexwon tefiidos con Dapi (azul). Barra:,i0.
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C. MPA induce colocalizacion nuclear tem las formas fosforiladas del
RP y el RE..

Sabemos que el MPA es capaz de inducirofilsCion del RP en el residuo serina
294, en células epiteliales C4-HD (Labriolaakt 2003). Si bien estd mas estudiada la
fosforilacion del RE en presencia del ligando en esi@, ambas isoformas son capaces
de sufrir esta modificacion. Por otro lado, etadssis se describié como el MPA es capaz
ademas, de inducir la fosforilacion del &®REEI siguiente objetivo fue investigar la
interaccidbn nuclear entre ambos receptorfesforilados, y la participaciéon del
progestageno en este proceso.

Cultivos primarios de células epitelial€4-HD fueron incubadas por 30 minutos
con MPA (10 nM), ya que en este tiempookduvo la maxima colocalizacion, fijadas y
procesadas para IF y microscopia confocal aoticuerpos primarios especificos para la
pSer294 del RP (policlonal, Abcam) y para eloRBtal (monoclonal, Dako). Los
resultados obtenidos se muestran errigura 3.15. Como puede observarse, el MPA
induce un aumento en la fostacién en la serina 294 del R esta marcacion es nuclear.
Ademas, luego de 30 minutos de incubaciom eloprogestageno hay un incremento en la
localizacion nuclear del RE Cuando superponemos amhxagales, correspondientes a
cada inmunomarcaciomgerge en amarillo), observamos un aumento significativo en la
colocalizacion nuclear entre la pSer294 RP y ek RHgura 3.15.A y B).

Posteriormente, analizamos la irieeion entre la pSer294 RP y la pSerl1&RE
Cultivos primarios de células epitelial&€l-HD fueron incubadas por 15 minutos con
MPA (10 nM), fijadas y procesadas para yFmicroscopia confmal con anticuerpos
primarios especificos para la pSer294 del(RBnoclonal, Neomarkers) y para la pSer118
del REx (policlonal, Cell Signaihg). Como se observa da Figura 3.16, MPA induce
fosforilacion del RP (en la gea 294 analizada), y del RE(en la serina 118). Esta
marcacion es principalmente nuclear, aunquebién se observa en el citosol y en la
membrana citoplasmatica (para el RP). Ademas, el tratamiento con el progestageno
induce, de forma significativa, colocalizacion nuclear entre ambos receptores fosforilados
(Figura 3.16.A y B).

Estos resultados, no sélo nos aportan mayor informacion sobre el mecanismo de
dicha interaccion entre el RP y el &Esino que también validan los resultados obtenidos,

dado que observamos el mismo evento con distintos anticuerpos.
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Luego quisimos investigar el efectol deatamiento con éggenos, RU 486 o
antiestrogenos en la intera@gi nuclear entre el RP y el REVimos previamente que
estos tratamientos inducen una mdn en los niveles totales del &y que ademas
inhiben la proliferacion celular mediada pdPA. Cuando incubamos células epiteliales
de tumores C4-HD con MPA (10 nM) por 30 miositaumenta, como ya describimos, la
colocalizacion nuclear entre el RP y eldREuriosamente, la incubacion de las células
con RU 486 no inhibio la interaccion des#leda en presencia del MPA, indicando un
efecto agonista del antipgestageno en este nivel. Este resultado esé@&ubrdo con que
el efecto inhibitorio del RU 486 en la pr@ificion celular estariads relacionado con el
reclutamiento de represores de la trapsodn. Cuando se incubdas células con MPA,
conjuntamente con E2 (1 nM) o ICI (M) durante 30 minutos, observamos una
disminucién en la colocalizacion del RP con ebREigura 3.17). En este caso, se realiz
la IF doble con anticuerpos especificos para et Rpoliclonal, MC-20 Santa Cruz
Biotech), y para el RP(monoclonal, Ab7 Neomarkers). De manera tal que cuandocel RE
se encuentra unido a ligando, disminugecolocalizacién nuclear con el RPOtra
observacion interesante, es la presenciRileen la membrana celular detectado con dos
anticuerpos diferentes (parag8er294 RP — Figura 3.16, y para el RP total — Figura 3.17),
corroborando asi experimentos demostrgwda Dra. MC Bottino (tesis doctoral)
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Figura 3.15 MPA induce la colocalizacion nuclear de la pSer294 del RP y el BEen células
epiteliales C4-HD.A) Cultivos primarios de células epiteliales C4-HD fueron crecidas hasta un 80% de
confluencia y luego ayunadas por 48 hs enSEBch. Los cultivos fueron incubados con MPA (10nM)

por 30 minutos, fijados y procesados para IF y microscopia confocal con anticuerpos primarios
especificos para la pSer294 RP (policlonal, en rojo) y ek Rfonoclonal, en verdeMerge
superposicion de ambos canales. Barra:ub@ B) Cuantificacion decélulas donde se observo
colocalizacién nuclear de ambos retoeps (en amarillo).***p<0.001, “ttestde Student
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Figura 3.16. MPA induce la colocalizacion nuclear etne la pSer294 del RP y la pSer118 del RE

en células epiteliales C4-HDA) Cultivos primarios de célulapiteliales C4-HD fueron crecidas hasta

un 80% de confluencia y luego ayunadas por 48 hs en 1% SFBch. Los cultivos fueron incubados con
MPA (10nM) por 15 minutos, fijados y procesados para IF y microscopia confocal con anticuerpos
primarios especificos para la pSer294 RP (monoclonal, en verde), y la pSerd @di&onal, en

rojo). Merge superposicién de ambos canales. Barrgui0 B) Cuantificacion de células donde se
observé colocalizaciéon nuclede ambos receptoresi(@marillo).***p<0.001, “t”" testde Student

107



[1l. Resultados

RP,/REa
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Figura 3.17. Estradiol o ICI 182780 reducen la colcalizaciéon nuclear entre el RP y el R&

inducida por MPA en células epiteliales C4-HDIlzquierda,cultivos primarios de células epiteliales
C4-HD fueron crecidas hasta un 80% de confluencia y luego ayunadas por 48 hs en 1% SFBch. Los
cultivos fueron incubados con MPA (10 nM), MPA + RU 486 (10 nM), MPA + E2 (1 nM) y MPA +

ICI (1 uM) por 30 minutos. Las células fueron fijadas y procesadas para IF y microscopia confocal con
anticuerpos primarios especificos para el RRonoclonal, en verde) y el REpoliclonal, en rojo).

Barra: 12um. Derecha se muestra un detalle de la marca@éma cada uno de los receptores (canal
verde, RR; canal rojo, R&), Merge superposicion de ambos canales. Barrairhi2
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D. MPA induce colocalizacion nuclear entre el RP y ebRdn la linea

tumoral humana T47D.

Posteriormente, quisimos investigar si los resultados anteriores, en cuanto a la
interaccion nuclear entre el RP y eld3Eeran reproducibles en la linea tumoral de mama
humana T47D. Esta linea expresa receptores de estrogenos y altos niveles del RP. En
primer lugar se evaluo la respuesta a horre@mlas mismas condiciones experimentales
gue las utilizadas para los tumores mas. Como observamos en la Figura 3.18, su
respuesta a MPA (10 nM) es muy similar adacélulas epiteliales C4-HD y C4-HI en
ensayos de incorporacién de timidina tritiadagkan diferencia en este caso, es que el E2
(1 nM) induce proliferacion celular, mientrgse su efecto es inhibrio sobre las células
tumorales murinas. En cuanto al efectoesbado con el ICI, vemos que inhibe la
proliferacion celulainducida por MPA (ICI 1uM) o E2 (ICI 0.01 y 1uM). Ademas, el
RU 486 mostro efectos ya observados porsoffwasaki et al.,, 1999;abriola et al.,
2003). Desarroll6 una tendencia a inhibireltimulacion inducida por E2, mientras que
inhibi6 completamente la inducida por MPAugiriendo que el RP es clave en el

crecimiento de estas células.

Para analizar la interaccion entre RP yoREh esta linea celular, cultivamos las
células erchamber slidesiasta un 80% de confluencia, y luego de ayunarlas por 48 hs en
1% SFBch, fueron incubadas con MPA (10 nM) por 5, 10, 30 y 60 minutos. Se fijaron las
células y se procesaron paraylfmicroscopia confocal con tizuerpos especificos para el
RPx (monoclonal, Ab7 — Neoarkers) y para el RE (policlonal, MC-20 — Santa Cruz
Biotech). Como observamos en la Figura93Al el tratamiento con el progestageno
induce la colocalizacion nuclede ambos receptores. Esto fue cuantificado, y como se
muestra en el grafico de la Figura 3.19.Bhdi colocalizacidn resulté significativa luego

de 5y 10 minutos de tratamiento con el MPA.

Por otro lado, y para validar estos femips, se realizan ensayos de co-
inmunoprecipitacion a partir de extractos nudsate la linea tumoral T47D, tratadas o no
con 10 nM de MPA por 20 minutos (Figura 3@p En este caso, se inmunoprecipitdé con

un anticuerpo policlonal anti-RE (MC-20, Santa Cruz Biotech), o con otro
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Figura 3.18. Respuesta al tratamiento hormonal de la linea tumoral de mama humana T47Das
células fueron sembradas en placas dev&is y mantenidas durante 24 hs en 10% SFB. Luego del
pegado a las mismas, el medio fue reemplazadd%o8FBch por 24 hs. Las células fueron tratadas
por 48 hs con MPA (10 nM), E2 (1 nM), RU 486 (10 nM) o ICI (0.01 yM), y se cuantifico la
timidina incorporada como se detalla en Mates y Métodos. Andlisiestadistico: ANOVA ytestde
Tukey
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anticuerpo policlonal anti-RP (C-19, Sar@auz Biotech). Los inmunoprecipitados se
analizaron pomwestern blotcon anticuerpos especificosrpael RP total (C-19, Santa
Cruz Biotech), para la pSer190 RP (Abll, Nagars), para la pSer294 RP (Abcam), y
para el Rle (MC-20, Santa Cruz Biotech; y SP1,d4earkers). Como podemos observar,
MPA induce fosforilacion del RP en los sgigerina analizados (Serl90 y Ser294) en
ambas isoformas del RP. Ademas, cuando inmunoprecipitamos el detectamos
también al RP, total y fosforilado, formandatpade ese complejo. Y viceversa, cuando
bajamos el RP detectamos al ®®Econ lo cual, podemos concluir que el REsta
interactuando a nivel nucleanrt ambas isoformas del RP (RPRR;) en la linea tumoral
humana T47D. En la inomoprecipitacion para el RE& detectamos un incremento
(p<0.05) en el RP fosforilado en la $&i294 mediado por MPA. Este estado de
fosforilacion del RP seria un indicio de receptor activo transcripcionalmente.

En la Figura 3.19.D, se muestran los cdesaealizados para estar seguros que no
tenemos proteinas citosodlicas en los extectacleares utilizados das ensayos de IP.
Como marcador citoplasmatico empleamosnticuerpo anti-Tubuling; como marcador
nuclear, un anticuerpo anti el factor dastripcion Spl. Como vemos, no detectamos
marcacion para Tubulina en los extractogleares, ni marcacion para Spl en los
extractos citosolicos.

Posteriormente, analizamos la interaccion entr&Rlfosforilado, inducido por
MPA, y el REx. Para esto, las células fueron crecidastemmber slidesasta un 70-80%
de confluencia, y luego de ayunarlas p8rhs en 1% SFBch, fueron incubadas con MPA
(10 nM) durante 10 minutos, §i@ron y se procesan para IF y microscopia confocal con
anticuerpos primarios especificos para la pS€rdel RP (policlonal, Abcam) y para el
REa total (monoclonal, Dako). Como observayen la Figura 3.20.A, hay un incremento
en la fosforilacion del RP en el residwserina 294 luego del tratamiento con el
progestageno, y esta marcacies fundamentalmente nucleRor otro lado, también se
observa un aumento en la marcacion para e, Rilucido por MPA. Cuando analizamos
ambos canales en el microscopio confocal, observamos un incremento en la colocalizacién
nuclear entre ambos receptores por efectotrdéhmiento con el progestageno (Figura
3.200A y B). Como control de la édnica, realizamos la IF en
ausencia de los anticuerpos primarios (FAg8l20.C). En este caso, s6lo observamos una

marcacion basal correspondiente a los anticuerpos secundarios.
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Figura 3.19. Interaccion nuclear entre el RP y el R en células tumorales de mama humana
T47D. Continua.
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Figura 3.19.Continuacién.A) MPA induce la colocalizacion nedr de ambos receptores. Las células
fueron crecidas hasta un 80% de confluencia y luego ayunadas por 48 hs en 1% SFBch. Luego de 5, 10,
30, y 60 minutos de incubacion con MPA (10 nM), los cultivos fueron fijados y procesados para IF y
microscopia confocal con anticuerpmsmarios especificos para el RBnonoclonal, en verde) y el

REa (policlonal, en rojo). B) Cantificacion de células donde skservo colocalizacion nuclear de
ambos receptores (en amarillo).***p<0.001, ANOVA test de Tukey. C) Ensayos de co-
inmunoprecipitacion (IP) del RP y el RE partir de extrdos nucleares de células tumorales humanas
T47D. Las células se trataron como en (A), y tudgl ayuno en 1% SFBch, fueron tratadas con MPA

(10 nM) por 20 minutos. Se realizaron extractos nueteaomo se describe en Materiales y Métodos, y

se inmunoprecipitd el RP o el REComo control de la técnica, se realizo la IP con un anticuerpo no
relacionado (anti-Actina:a-Act). Las proteinas inmunoprecipitadas se analizaron por WB con
anticuerpos especificos anti-pSer294 RP, pSer190 RP, RP total, y dos anticuerpos diferentes para el
REa (MC-20; y SP1). D) Control de contaminacidn sitica en los extractos nucleares. Se analizaron
extractos nucleares (N) y citosolicos (C) dditeea T47D con anticuerpos anti-Tubulina (marcador
citoplasmatico), y anti-Sp1 (marcador nucle&rk1/2 se utiliz6 como control de carga.
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Figura 3.20. MPA induce colocalizacion nuclear de pSer294 RP y REen células tumorales de

mama humana T47D A) MPA induce colocalizacion nuedr del RP fosforilado y del RE Las

células fueron crecidas hasta un 70-80% de cordflaenluego ayunadas por 24 hs en 1% SFBch.
Luego de 10 minutos de incubacién con MPA (10 nM), los cultivos fueron fijados y procesados para IF
y microscopia confocal con anticuerpos primarios especificos para pSer294 RP (policlonal, en rojo) y
REa (monoclonal, en verdeMerge superposicion de ambos canales. BarrgiurOB) Cuantificacion

de células donde se observo colaemion nuclear de ambos receg®i(en amarilloy**p<0.001, “t”

testde StudentC) Como control negativo de la técnica &lulas se fijaron y fueron procesadas para

IF y microscopia confocal sin anticuerpos primsnjoen presencia de los anticuerpos secundarios (
raton en verde, g-conejo en rojo). Se observa la imageradéos canales. Los nicleos fueron tefiidos

con Dapi (azul). Barra: 10m.
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I\VV. Estroma tumoral y receptores hormonales.

Las células epiteliales de este modelo tumoral, pueden utilizar tanto progestagenos
como factores de crecimiento para proéfelSin embargo, siempre necesitan tener un RP
funcional, ya que el blogqueo del RP induce tanto inhibicion en la proliferacion dalular
vitro, como asi también, regresion tumonalvivo. Demostramos que los factores de
crecimiento fibroblasticos (FGFs) estimulan el crecimiento tumoraitro sobre células
epiteliales (Lamb et al., 1999).

En un trabajo publicado durante el deséorde esta tesis, demostramos que un
componente del estroma tumoral, en paréicdbs fibroblastosasociados a carcinoma
(CAF9, son capaces de regular el crecimignitmoral hormono-independiente mediante
un crosstalk entre el FGF-2 y el RP (Giulianekt al., 2008a). A partir de cultivos
primarios de células epiteliales @AFs provenientes de tumores C4-HD y C4-Hl,
realizamos co-cultivos entre ambas poblaesor{Figura 3.21.A, Tesis Doctoral Dra.
Caroline Lamb). En ensayos gwoliferacion por incorporagn de timidina tritiada,
demostramos que |o€AFs derivados del tumor C4-HI inducen un mayor nivel de
proliferacion de células epitelialesmiorales (HD o HI), en comparacién a I[GaFsdel
tumor C4-HD (Figura 3.21.B, TesDoctoral Dra. Caroline lmab). Por otro lado, sabemos
gue tanto las células Epi C4-HD como las-Kl4 responden a estiros proliferativos
mediados por FGF-2 (Lamb et al.,, 1999), y que este efecto es inhibido por el
antiprogestageno RU 486idltra 3.21.C), indicando wrosstalkentre la via del FGF-2 y
del RP. Ademas, demostramos que @#s- C4-HI expresan elevados niveles del FGF-2
en comparacion a IGSAF C4-HD (Giulianelli et al., 2008a) en co-cultivo con células
epiteliales C4-HI, inducen uimcremento en la exprési del RP (p<0.01) y en la
fosforilacion del receptor en residuos especificos serina 190 (p<0.01) y serina 294
(p<0.001; Figura 3.22.A). Luego estudiamos ciapacidad del RRle unirse a su
elemento respondedor en el ADN (PRiEQgesterone responsive elenmeimducido por
los CAFs Utilizamos la linea tumoral humana T47D-YA que sobreexpresa pta
poner a punto la técnica de EMSA para el RBmo se observa da Figura 3.22.B, la
incubacion con el progestageno R5020, inenéta la union del RP al PRE. Como
controles de la técnica y na@acorroborar la especificidate las bandas, empleamos un
exceso de PRE frio, el cual desplaza la unién del RP al*ffREEn este caso no se

observan bandas. Ademas, utilizamos un oligonucle6tido a cuya secuencia el RP no puede
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unirse (CRE). Un exceso de CRE no dezmla unién especéfa del RP al PRE?P, y se
observan bandas. Por ultimo, agregamos sdymde EMSA el control con un anticuerpo
anti-RP, con el que pudimos observar un desplazamieufeer( shiff del complejo
anticuerpo-RP-PRE?P. Cuando estudiamos la capacidad de Gd¢=s de inducir el
pegado del RP al PRE, observamos que cukasdcélulas epiteliales, C4-HD y C4-Hl, se
encuentran en co-cultivo con IGAF C4-HI, hay un incremento en la unién del RP a su
elemento de respuesta en el ADN, en carapion a cuando los cultivos epiteliales se
encontraron co-cultivados c@AF C4-HD (Figura 3.22.C).

Habiendo demostrado que Id&3AF C4-HI expresan altos niveles de FGF-2
(Giulianelli et al.,, 2008a)y que co-cultivados con céhd epiteliales activan al RP,
evaluamos el efecto en elogueo del FGF-2 sobre la capaaiddel RP de unirse a su
elemento respondedor PRE. Empleamos uitwerpo policlonal bloqueante contra el
FGF-2 (Ab-FGF-2, desarrollado en el laborai del Dr. Baldi en el IByME), y
evaluamos la actividad del Rfér EMSA. Como se muestea la Figura3.22.D, luego de
tratar por 2 hs con el Ab-FGF-2 los co-cultivos de Epi C4-HI co@AF C4-Hl,
observamos una disminucion significativa epefjado del RP al PRE en comparacion al
co-cultivo sin tratar.

En la Figura 3.22.E, se muestra por WB quedassprovenientes de tumores C4-
HD o C4-Hl, no expresan REni RP. Ademas, tampoco observamos marcacién para E-
Caderina, un marcador de células epiteliaRs. lo tanto, los efectos observados son
exclusivos de las células epiteliales. Cdbstacar también, que por efecto del co-cultivo
con CAF C4-HI, corroboramos el incremento &nexpresion del RP por parte de las
células epiteliales, ya descripto previamente, y al mismo tiempo, demostramos que los
niveles del Rk también aumentan cuando las t8wepiteliales son cultivadas cGAFs
(p<0.05).

116



Ill. Resultados

=~

A
Epi C4-HI

g

avsb-p<0.05 e
avsc - p<0.001
b vs c - p<0.001
dvs e - p<0.001
dvsf - p<0.001
evsf - p<0.001

:

Incorporacién de
®H-Timidina (cpm)

1000+

a

o_
EpiC4-HD + - - - + - + -
EDICAHI - + - - - + - 4
CAFC4HD - - + - 4 - - 4

CAFC4HI - - - + - + + -

C
® 5.0- *kk o 3- a
ﬂﬂ ek k -uw *k
=K T8 2
T 5 b
28" 11
£ 2 L [
c c
- 0.0- = 0-
MPA - - + + - - FGF2 - - + + - -
FGF2 - - - - + + RU486 - - - - + +

3 Epi C4-HD [ Epi C4-HI

Figura 3.21 Proliferacion de células epiteliales mediada po€CAFs y FGF-2. A) Microscopia de

campo claro (100X) de células Epi C4-HI purificadas o en co-cultivdaCédhC4-HI (tesis Doctoral C.
Lamb). B) Ensayos de proliferacién celular por incorporaciéfHeemidina. Igual nimero de células

Epi C4-HD, Epi C4-HI,CAF C4-HD y CAF C4-HI fueron sembradas solas o en las diferentes
combinaciones en 10% SFB en placas den@lis Luego del pegado a las mismas, el medio fue
reemplazado por 1% SFBch por 48 hs. Se cuantific la timidina incorporada como se detalla en
Materiales y Métodos. Anidis estadistico: ANOVA yestde Tukey (tesis Doctoral C. Lamb). C)
Ensayos de proliferacion cedul por incorporacién déH-timidina. Las células fueron sembradas en
placas de 98vells Luego del pegado a las mismas, el medio fue reemplazado por 1% SFBch por 24 hs.
Las células fueron tratadas por 48 hs con MPA (10 nM), FGF-2 (50 ng/ml), y RU 486 (10 nM), y se
cuantificé la timidina incorporada como se detala Materiales y Métodos. Analisis estadistico:
ANOVA y testde Tukey, **p<0.01, ***p<0.001, a vs b p<0.01.
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Figura 3.22 Continuacion.A) Co-cultivos de Epi C4-HI corCAF C4-HD o CAF C4-HI fueron
crecidos hasta confluencia en 10% SFB. Luego de 24 hs en 1% SFBch los cultivos fueron lisados y los
extractos proteicos analizados p¥B con anticuerpo especificos para RP total, pSer190 RP y pSer294
RP. Los extractos fueron sembrados por igual nivel de expresion de E-Caderina (E-Cad, marcador de
células epiteliales). B) Ensayos de EMSA a partiexteactos nucleares ¢ linea tumoral T47D-YA,

gue sobreexpresa RRComo controles del ensayo, se utiliz6 un exceso de PRE frio (no radiactivo), un
exceso de un oligonucleétido al cehlRP no es capaz de unirse (CRE), Ab-RP: anticuerpo especifico
para RP (C-19) utilizado en el ensayostdger shift(RP*). ON: 16 hs de tubacion. Se cuantifico la
intensidad de las bandas y se graficd la relaciéon entre los cultivos mixtos con los cultivos puros, se
muestra la Media + ES. Andlisis estadistico:td8tde Studenta vs b y ¢ vs d p<0.05. C) Ensayos de
EMSA a partir de extractos nucleares de Epl-HD y Epi C4-HI solas o co-cultivadas cGAF C4-

HD o CAF C4-HI. D) Ensayos de EMSA a partir de extractos nucleares de Epi C4-HI en co-cultivo con
CAF C4-HI incubados por 2 hs con un anticuerpo blogueante para FGF-2 (Ab-FGEg2nlp Se
cuantificé la intensidad de las bandas y se grafigél&cion entre los cultivos mixtos con los cultivos
puros **p<0.01 “t"testde StudentE) WB de extractos totales a fpade cultivos primarios de células
epiteliales C4-HICAFsC4-HD y C4-HI, y co-cultivos de Epi C4-HI cddAF C4-Hl, luego de 24 hs

en 1% chSFB. Evaluamos la expresion del RP (C-19), del (REE-20), y de E-Caderina. Erk1/2 fue
utilizada como control de carga
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Para evaluar la participacion del &En los efectos proliferativos mediados por
los CAFsdel estroma tumoral, y por el FGF-2bse los cultivos epiteliales, realizamos
ensayos de proliferacion por incorporacion dedina tritiada en presencia de estrogenos
y antiestrogenos. Como vimos previamente, teaht?2 como el ICI reducen los niveles de
expresion del R& (Figura 3.9), inhiben la proliferaim celular inducida por MPA sobre
células epiteliales tumoral@svitro (Figura 3.10), e inhiben el crecimiento tumanavivo
(Figura 3.12). Por lo tanto, investigamos ses&fs sobre la prolifacion celular inducida
por losCAFsy por el FGF-2. Realizamos ensayospdeliferacion a partir de co-cultivos
entre células epiteliales C4-HDGAF C4-HD. Como observamos en la Figura 3.23.A,
tanto el E2 como el antiedggeno puro ICI, inhiben la proliferacion d=-cultivo. Dado
gue losCAF C4-HD no expresan receptores hormlesgFigura 3.22.E) ni responden en
forma significativa a ningun tratamiento hormbiya sea MPA, RUI86, E2 o ICI (Figura
3.23.A), sugerimos que los efectos inhibde del E2 o del ICI son efectivos
principalmente sobre las células epitebald&En el mismo ensayo, corroboramos la
respuesta al tratamiento hormbpar parte de las células BEp4-HD al tratarlas con MPA
y RU 486.

La proliferacion de células epiteligldumorales inducida por FGF-2, pudo ser
inhibida bloqueando al RP. Ha Figura 3.23.B, se muestraasultados obtenidos al
estudiar los efectos del E2 y del ICI solaeaccion estimulatoria del FGF-2 en cultivos
primarios de células epiteliales C4-HD y C#-Hanto el MPA como el FGF-2 indujeron
proliferaron celular. Mientts que, 1 nM de E2 ydM de ICI, fueron capaces de revertir
el efecto proliferativo del FGF-2 sobre los cultivos epiteliales en forma similar o ain més
que el RU 486. Estos resultados demuestran la importancia delaB&mnas del RRn

los efectos estimulatorios madios por el estroma tumoral.
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Figura 3.23 Participacion del REo en la estimulacion inducida por el estroma tumoralContinua.
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Figura 3.23 Continuacion.A) Ensayos de proliferacion celular pacorporacion de timidina tritiada
(*H-timidina). Igual nimero de células Epi C4-HD y CAF C4-HD fueron sembradas solas o
combinadas en 10% SFB en placas dew@lis Luego del pegado a las mismas, el medio fue
reemplazado por 1% SFBch por 24 hs. Los cultivos fueron tratados por 48 hs con MPA (10 nM), RU
486 (10 nM), E2 (1 nM) e ICI (M), y se cuantificd la timidina incorporada como se detalla en
Materiales y Métodos. Analisis estadistico: ANOVAegtde Tukey. B) Cultivos primarios de células
epiteliales C4-HD y C4-HI fueron sembradas en placas devéis en 10% SFB. El medio fue
reemplazado por 1% SFBch por 24 hs. Los cultivos fueron tratados por 48 hs con MPA (10 nM), FGF-2
(50 ng/ml), RU 486 (10 nM), E2 (1 nM) e ICI (0.1 yuM), y se cuantificd la timidina incorporada
como se detalla en Materiales y Métodos. Andlisis estadistico: ANQestge Tukey.
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CAPITULO Il

|. Patron de expresion génica correspent® a tumores creciendo

INn VIVO

A. Cambios en el perfil de expresion génica mediado por MPA en tumores
C4-HD.

Con el objetivo de identificagenes de importancia en el crecimiento tumoral HD
mediado por MPA, obtuvimos diferentes estras de tumores €4D creciendo con MPA
(+MPA, n=5), o cuando el progestageno fliemmado 48 hs previo al sacrificio de los
animales (-MPA, n=4). Comparamos los perfiles de expresion génica en presencia 0
ausencia de MPA, y utilizando el progra®AM (Significance Analisys of Microarrays
identificamos 112 genes que presentaronreiifeias significativas por el tratamiento
(Tabla 3.1). De esos 112 genes, encombsa 104 sobreexpresados y 8 subexpresados en
los tumores sin MPA, en comparacion a aqeetieeciendo con el pgestageno. Es decir,

s6lo 8 genes se encontraron sobpeesados en presencia de MPA.

Tabla 3.1. Numero de genes con diferencias significativas en su expresién en mues

tumorales, determinado porSAM*

Tumores Numero de Genes Significativog  False FDR
e Significant | (%)***
(comparacion) Total + - NUmber**
C4-HD —MPA vs C4-HD +MPA 112 104 8 5.52 4.9
C4-Hl vs C4-HD +MPA 5242 2696 2546 225.6 4.3
C4-Hl vs C4-HD -MPA 4534 2024 2510 191.94 4.23

* Significance Analysis of Microarrays (Tusher et al., 200%F) Namero de genes tlgotal, que podrian ser
significativos por azar. ***False discovery ratéporcentaje de genes significativioentificados por azar). +: genes
sobreexpresados. -: genes subexpresados.

Luego, utilizamos estos 112 genes para@arlas muestras experimentales segun
su patrén de expresion géniddidrarchical Clustering AnalysisEl patron y la longitud
de las ramas del dendograma refleja la similitud entre las muestras experimentales. Los

resultados obtenidos demuestran que los twsremalizados se agrupan en dos ramas bien
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definidas. Por un lado, todos los tumoresHI3 creciendo con MPA, y por otro lado,
aquellos a los cuales les fuetqdo el progestageno por 48 Wgpéndice Figura 7.1).

En la Tabla 3.2 (veApéndicg, se muestran algunos de los genes que presentaron
diferencias significativas en su expresiortretos tumores C4-HD creciendo en presencia
del MPA, o cuando sacamos la hormona pohg8Entre los 8 genes sobreexpresados en
presencia del MPA, podemos destacar-@F-2 (basic fibroblast growth factgr Es
curioso que lo veamos mayormente expresam tumores creciendmn MPA, indicando
gue uno de los mecanismos por los cualddRA estimula la proliferacidon celular, podria

ser la sintesis del FGF-2.

Por otro lado, dentro de los genes sapresados en el tumor C4-HD -MPA,
encontramos diferentes ejemplos de genesiagos con el arresto del ciclo celular,
apoptosis, y mecanismos de remodelacion deébtlio vascular. Mecanismos coherentes
con la falta de estimulos proliferativos dredos por MPA sobre el tumor C4-HD. Entre
estos genes podemos citar@add45a (growth arrest and DNA-damage-inducible 45
alpha) y Gadd45g(growth arrest and DNA-damage-inducible 45 gamnd2 (inhibitor
of DNA binding 2 e Id3 (inhibitor of DNA binding 3 Hifla (hypoxia inducible factor 1,
alpha subunit, Angptl4 (angiopoietin-like 4, y Bcl-2L14 (Bcl-2ike 14), entre otros.

Gadd45a y Gadd45g son genes que codifican para una serie de proteinas
inducibles por dafio en el ADN o sefiales de estrés y que estan implicadas en el arresto del
crecimiento celular, reparaciael ADN, supervivencia celulasenescencia y apoptosis
(Zerbini and Libermann, 2005 retu et al., 2009). Se demastque la expresion de
Gadd45a en la carcinogénesis mamaria medipdr Ras, funciona través de la
activacion de las vias deefalizacion de JNK y p38, slacuales contribuyen a un
incremento de la apoptosis (Tront et al., 2006).

Id2 e Id3, que son miembros de la familia de factores de transcripcion bHLH
(basic helix-loop-heliy, carecen del dominio de union al ADN, y funcionan por
interaccion con otros factordg transcripcién de la misnfiamilia inhibiendo su actividad
transcripcional (Zhao et al., 2006). Estan irwgdias en crecimiento celular, diferenciacion
y angiogénesis de tejidos entrales y adultos, como asi también en la biologia de la
glandula mamaria normal y neoplasica (Stighthl., 2005; de Candia et al., 2004; Sikder
et al., 2003).
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Hifla y Angptl4, son otros de los genes identificados en estos tumores, que
aparecen en respuesta a esfrés hipoxia (Wang et al., 2008). Hil codifica para la
subunidadalpha del factor de trascripcion HIF1 eual funciona ba condiciones de
hipoxia regulando la expresion de genes refeuilos al transporte de glucosa, enzimas
glucoliticas, factores de crecimiento del endoteéscular y otros genes implicados en la
disponibilidad de oxigeno para facilitar &daptacion a la hipoxia (Poon et al., 2009;
Marin-Hernandez et al., 2009). Mientras qegptl4, es un miembro de la familia de
“angiopoietin-like proteir’'s compuesto por factores pemgiogénicos (Hato et al., 2008;
Murata et al., 2009), cuya exg®ion podria estargalada por HIF1 (Brkitt et al., 2009).
Por otro lado, se ha visto wmosstalkentre miembros de la familia de proteinas Id e
Hifla, en la expresion de VEGF y lagiogénesis tumoral (Kim et al., 200Bcl-2L14,

es un miembro pro apoptotico de la famdm proteinas Bcl-2 (Guo et al., 2001)

B. Diferencias en el perfil de exprés génica entre tumores C4-HD y C4-
HI.

Con el objetivo de identificar genes depiontancia en el crecimiento tumoral Hl,
se obtuvieron diferentes muestras de tum@ddil (n=7), las cuales fueron analizadas y
comparadas con los perfiles de expresion génica de los tumores C4-HD (en presencia,
+MPA, o ausencia de MPA, -MPAWLtilizando la herramienta informaticBAM se
identificaron 5242 genes con diferencias sigatfias en su expresiéon entre tumores C4-
HI versustumores C4-HD creciendo con MPA&fdla 3.1). Mientras que 4534 genes
resultaron con diferencias significativasalgresion entre los mismos tumoresvidisus
tumores C4-HD -MPA.

Con las tres listas de genes, daede cada comparacion (Tabla 3.1), que
presentaron diferencias significativas sa expresion, se obtuvo una Unica lista no
redundante de 6418 genes. Estos genes luegdilgaron para agrupar las muestras
tumorales de acuerdo a surpa de expresion génicalierarchical Clustering Analysis)
Todas las muestras de tumores C4-HI sepmgryuntas pero separadas de las muestras
HD, lo cual indica la semejanza entre los tumores HI por un lado, y los HD por el otro
(Apéndice— Figura 7.2). En las Tablas 3.3 y 3.4 (»géndicg, se muestran algunos de
los genes mas representativogiue presentaron férencias mas imptantes luego de
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comparar los perfiles de expresion entre tumores CéekusC4-HD +MPA, y C4-HlI
versusC4-HD —MPA respectivamente.

Algunos de los genes mas interesantggesados en los tumores C4-HI y que
presentaron mayores diferencias en guresion con los tumores C4-HD, fuer@teap
(Six transmembrane epithdliantigen of the préstale S100a8(S100 calcium binding
protein A8, Pdgfc (Platelet-derived growth factor, C polypeptjd®unx2 (Runt related
transcription factor 2, Sdf2 (Stromal cell derived factor)2MMP10, MMP13, MMP9,
MMP3 (Matrix metallopeptidasgs Angpt2 (Angiopoietin 2. Mientras queClca3
(Chloride channel calcium activated, 3alca (calcitonin/calcitonin-related polypeptide,
alpha), TF (Tissue factor/Coagulation factor )lIPten (phosphatase and tensin homaglog
FGF-2, entre muchos otros genes presentaatia expresion en tumores C4-HD en
comparacion a los C4-Hl.

Steap es una proteina de 6 pasos transhrama que, por su estructura, se pueden
predecir funciones de canal o de transpdBiebien se ha descripto en prostata como
antigeno de la superficie celular, se encoatrdvarios tipos tumorales por lo que resulta
atractiva como potencial blanco terapéutiédves et al., 2006). Esta sobreexpresada en
células de cancer de mama humano, obserg@naloa regulacion positiva por el RP en la
linea T47D (Jacobsen et a005), y una regulacién negatipar E2 via el receptor de
estrogenos de membrana effitea MCF-7 (Maia et al., 2008).

S100a8 pertenecen la super familia de proteinas de unién a calcio, y aunque no se
conoce exactamente su funci@stan asociadas a fosforiléeide proteinas, regulacion
del ciclo celular, diferenciacion celular,omilidad celular, y contactos célula-célula y
célula-matriz (Arai et al., 2008). Por otro ladogkpresion de esta proteina esta asociada
al desarrollo y progresién tumoral, indicld una pobre sobreviva en tumores de mama
(Arai et al., 2008). Ademas, esta sobreexprasadlineas celulardamorales de mama,
resistentes a terapias endoas (Sommer et al., 2003).

Pdgfc, es un factor de crecimiento quimiaattante de fibroblastos (Tejada et al.,
2006). Se observé que en uraeh celular de carcinoma gelmoén los altos niveles de
Pdgfa y c correlacionaban con la infiltracfdroblastica del tumor y se proponen terapias
dirigidas a inhibir este factor. Recientementelemostro un aumento de expresion de este
factor en CAFs provenientes de tumores resistentes al tratamiento con anti-VEGF
(Crawford et al., 2009). En células daeelanoma B16, se public6 un trabajo muy

interesante en el que demuestran quedeffd®promueve el crecimiento tumoral via el
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reclutamiento deCAFs A su vez, este factor induce sacrecion de FGF-2 de manera
paracrina (Anderberg et aRp09). Por otro lado, en células de musculo liso (SMC) de
aorta de rata, se demostro que el FGiRdlice la expresion té>dgfc (Midgley and
Khachigian, 2004).

Runx2, es un factor de transcripcién quguka genes relacionados con metastasis
Oseas (ej. Colagenasa 3MMMP13) en cancer de mama (Selvamurugan et al., 2009;
Selvamurugan et al., 2004). En pancreagulee genes relacionados con mitosis y
microambiente tumoral como SPARC y MMRratap et al., 2006; Kayed et al., 2007),
mientras que en glandula mamaria, regula genes especificos c@ivoasaina (Shore,
2005). Curiosamente, se ha demostrado que uno de los alelos del FGFR2 esta ligado al
cancer de mama esporadico en la mujer (Huetted., 2007). El alelo implicado tendria
mayor afinidad por el factor de transciipt Runx2 que a su vexs activado por FGF-2
(Kim et al., 2006a).

Sdf2, es una proteina secretoria, aisladpagtir de una linea celular estromal
murina (Hamada et al., 1996), de la quadesconocen sus funciones. Es expresada por
células tumorales de mama, donde elevadesles de expresion estan asociados a una
buena sobrevida (Kang et al., 2009), mientras resultados similares se observaron en
cancer de colon (Vendrell et al., 2007).

Angpt2, es un factor de crecimiento capaz idducir migracion e invasion de
células tumorales mamarias MCFHY vivo, reduciendo los niveles de Caderina E, y
aumentando la actividad de AKImanishi et al., 2007).

MMP10, se encontré6 aumentada en linfomas de células T (Van Themsche et al.,
2004) y en cancer de pulmoén (Gill et al., 2004) y rifiébn (Miyata et al., 2000WMR13
se encuentra aumentada en cancer de mama y es expresada por el estroma adyacente al
tumor (Lafleur et al., 2005). Es secretada @é&s asociados a tumores mamarios y se
propone que esta involada en la transicidmle un carcinoma ductah situ a un
carcinoma ductal invasivo {dlsen et al., 2007). LMMMP9 se expresa tanto por células
epiteliales tumorales como por fibroblastpssu expresion se encuentra asociada a
metastasis (Vizoso et al., 2007; Hao et2007). Nosotros hemos demostrado un aumento
de la MMP9 en tumores HD en regresion (Simian et al., 2006), resultados luego
confirmados porCarnevaleet al quienes demostraron qUdPA inhibe su expresion
(Carnevale et al., 2007). L&IMP3 es, de las metalopessas, la mas conocida y
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estudiada. La sobreexpresion de la midmasido relacionada con la carcinogénesis
mamaria (Sternlicht et al., 1999).

Clca3, pertenece a una familia de proteinas de 4 o 5 pasos transmembrana, que
median el transporte de cal en una variedade tejidos, incluyendo epitelio, musculo
liso y esquelético, y neuronas. kapresion de esta proteinata regulada negativamente
por Pg y positivamente por E2 en utero (Jeong et al., 2006).

Calca, es una hormona peptidica involucratala homeostasis de calcio (Sexton
et al., 1999). Se ha detectadoesyresion en lineas humardescancer de mama (Findlay
et al., 1981) y en tumores primarios (Gillespie et al., 1997). Mas recientemente, se la
encontr6 en mama normal de ratas prefiadasmeen la glandula de la hembra virgen,
sugiriendo su regulacion por hormonas (Teegbet al., 2000). Finalmente, se demostro
gue la expresion de esta proteina esta reguylad Pg, via el RP, en células epiteliales de
la glandula mamaria murina (Santos et 2009; Ismail et al., 2004), y en Gtero (Jeong et
al., 2005).

TF, es un componente clave en el procdsocoagulacion, y esta asociado con
metastasis en una amplia variedad de tiposaheer. Se demostgue el TF es un gen
regulado por progestagenos, via egRA lineas celulares de cancer de mama (Richer et
al., 2002; Kato et al., 2005).

Pten, es una fosfatasa de proteinas \ydbp, cuyo principal sustrato es el
fosfatidil-inositol 3,4,5 trifosfato (PIP3), produatie la enzima PI3K. El aumento de PIP3
activa Akt, por lo tanto, Pten es un inhibidte Akt. La actividad de Pten puede perderse
por mutaciones, deleciones, o metilacibn pgedmotor, eventos que ocurren con alta
frecuencia en muchos tipos de tumores humangsie llevan a la activaciéon de la via de
PI3K/Akt (Blanco-Aparicio etl., 2007; Dillon etl., 2007). Por otréado, en el modelo
de carcinogenesis por MPA/emos alta actividad de Akt en tumores C4-HI en
comparacion a los C4-HD, lo cual seria gehnée con una menor expresion de Pten en
estos tumores HI.

FGF-2, lo vemos sobreexpresado en tursof&4-HD +MPA, lo cual pareceria
inverso a resultados previos del laborat@ue indicaban nyar expresion eiCAFs C4-

HI que enCAFsC4-HD in vitro. Sin embargo, es importante mencionar que los datos del
microarray, provienen de una poblacion estromal,deofibroblastos aislados, ademas de

estar creciendm vivoy en presencia del MPA (para el caso del tumor C4-HD).

128



[1l. Resultados

ll. Analisis de los perfiles dexpresion génica entre estroma y

parénquima tumoral obtenidds tumores C4-HD y C4-Hl.

Para poder analizar diferensian la expresion génica entl estroma o el epitelio
de tumores HD y HI, aislamos estas diferemelaciones celulares mediante la técnica
de Laser Capture MicrodissectiofLCM). Para esto, empleamos 3 muestras de tumores
C4-HD creciendo con MPA, y 3 muestras wenores C4-HI. Cabe destacar, que el
estroma tumoral, también denominado micro@mie tumoral, se compone de diferentes
poblaciones celulares, como por ejemplbroblastos, miofibroblastos, células
endoteliales, adipocitos, células del sistenmauine, inmersas en laatriz extracelular
(Micke and Ostman, 2005). Por lo tanto, edebe ser tenido eocuenta a la hora de
analizar los resultados. Los genes mas intares obtenidos podniaer expresados por
una poblacién celular particularyarias de ellas en conjunto.

Las muestras estromales y epiteliadesobtuvieron y procesaron segun se detalla
en Materiales y Métodos. En la Figura 3.24, se muestra para uno de los tumores C4-HI
analizados, como fue la eleccién de las zonasagaura de células iggliales o estromales

por LCM. ElI mismo procedimiento se llevo a cabo palreesto de las muestras estudiadas.

Para que los resultados del analisis de genes entre el estrowerdiBel HI, y
entre el epitelio HDversusel HI sean méas confiables, acotamos el estudio a los 6418
genes que encontramos con difecias significativas en sxpresion luego de comparar
los arrays para los tumores C4-HD y C4-HI. Posteriormente, buscamos cuantos de estos
genes estaban representados emii@/s de estroma o epitelio. Encontramos que 6349 y
6375 genes, de los 6418 genes analizados, espabsentes en las muestras estromales y
epiteliales respectivamente. Con estas lislas genes, analizamos cuéles de ellos
presentaban diferencias sigoétivas en su expresion entre tumores HD y HI, en cada uno
de los compartimentos tumoralesabrados. Utilizando la herramienBAM encontramos
1112 genes cuya expresion féssignificativa, luego deomparar el estroma Wersusel
HD (Tabla 3.5). De estos 1112 genes, 735bastasobreexpresados en el estroma Hl,
mientras que 377 genes lo estaban en ebrastHD (0 lo que es igual, estos 377 genes
estaban subexpresados en el estroma HImiEmo analisis se llevd a cabo para las
muestras epiteliales. De los 6375 gerestudiados, 1799 presentaron diferencias

significativas en su expresion entre el epiteliovelisusel HD. De los cuales 703 genes
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resultaron sobreexpresados edrepitelio HI, en comparamn al HD, mientras que 1096
genes lo estaban en el epitelio HD (Tabla 3.5).

Laser Capture Microdissection (LCM)

BT S A

EpiTI io  Estroma

Figura 3.24. Obtencién de muestras estromales y épliales de tumores C4-HD y C4-HI porL.CM.

Se muestra en (a), el tumor C4-HI luego de laidim con H&E y previo a la captura de células. Se
indican zonas de estroma y parénquima tumoral. En (b, d, f), se ejemplifica la obtencién de tejido
epitelial, mientras que en (c, e, g) la obtencion de tejido estromal. Indicando en (b y ¢) las zonas donde
se aplico el laser, en (d y €) como quedd el coggdude la captura, y en (fy g) las células capturadas
propiamente dichas. Cabe destacar como las zonagideldlegidas para la captura de células en (b y

c), desaparecen en (d y e), y se muestran aisladas en (fy g).

Tabla 3.5. Nimero de genes con diferencias significativas en su expresiébn en mues|

epiteliales y estromales obtenidas potCM* a partir de tumores C4-HD +MPA y C4-HI,
determinado por SAM**

Muestras obtenidas porLCM | Numero de Genes Significativog  False FDR
_ | Significant | (%)****
Total * Number***
Estroma HI vs Estroma HD 1112 735 377 53.86 4.84
Epitelio HI vs Epitelio HD 1799 703 1096 80.67 4.48

* Laser Capture Microdissection. **Significanéealysis of Microarray (Tusher et al., 200¥* Numero de genes
del total, que podrian ser significativos por azar. *False discovery ratgporcentaje de genes significativos
identificados por azar). +: genes sobreexpresados. -: genes subexpresados.
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Posteriormente, comparamos ambas listas de genes. Los 1112 genes significativos
en el estroma tumoral con los 1799 genemiBcativos del epitelio, con el fin de
encontrar genes especificamente expresados en el parénquima o en el microambiente
tumoral. El resumen de estos resultadawgestra en el esquema de la Figura 3.25. De los
genes especificos del estroma tumoral (4389 genes estaban sobreexpresados en los
tumores Hiversuslos HD, mientras que 64 genes estababexpresados en el estroma Hl
luego de la misma comparani Por otro lado, analizandgueellos genes especificos del
parénquima tumoral (1100), encontramos 880Breexpresados &h epitelio Hlversusel

HD, mientras que 780 genesdstaban en el epitelio Hzersusel HI.

Estroma Epitelio
(1112 genes) (1799 genes)

1349 en Estroma HI

Jy 64 en Estroma HI

1320 en Epitelio HI

| 780 in Epitelio HI

} 383 en Epitelio y
Estroma HI

313 en Epitelioy
Estroma HI

Figura 3.25 Resumen del nimero de genes especificarteeexpresados o compartidos entre el
estroma y el epitelio tumoral.Los resultados se muestran como diagramas de Venn, y se indican los
genes especificos del estroma (413) y del epitdi®0), y aquellos genes expresados en ambos
compartimentos (699). Ademas, se indican cuantos de estos genes se encontrarof) smbre (
subexpresadog ) en tumores C4-HI en amparacion a los C4-HD.

En elApéndicede esta tesis, se detallan los genes mas importantes especificos de
estroma (Tabla 3.6), epitelio (Tabla 3.9kaquellos compartidos entre ambas poblaciones
(Tabla 3.12). Los resultados obtenidos demostrgue tanto las células epiteliales como
las estromales de tumores C4-HD y C4-HFedén en el patrorde expresion génica
(Giulianelli et al., 2008b). Estee observa claramente cuando agrupamos las muestras

utilizando los genes cuya expresion resulfgeeffica de estroma o epitelio (Figura 7.3 —
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Apéndicg. Algunos de los genes mas signifiua8 e interesantes sobreexpresados
especificamente en el estroma, ldh comparacion al HD, fueroMMP13, MMP10,
MMP9, MMP3. Mientras queSteap Cxcl9, Pdgfc, Runx2, Sdf2, entre otros, se
encontraron sobreexpresados especificananta poblacidn epitelial HI, en comparacién
al epitelio HD. Por otro lado, de losres sobreexpresados en tumores C4-Gélcay
Pten, por ejemplo, se encontraron especificamente expresados en el epitelio tumoral.
Mientras qud=GF-2 y Clca3, se vieron expresados tanto ergitelio como en el estroma
tumoral. Claro esta que son solo algunasmglos seleccionados de todos los genes
encontrados. Es interesante de notama@@n el analisis previo para lasrays de los
tumores enteros, estos genes eran ejend@agenes sobreexpresados en tumores C4-HI o
C4-HD. Luego de analizar la expresiommga en estroma o epitelio tumoral, pudimos
avanzar en el conocimiento de esthsnores, pudiendo discriminar entre genes

especificamente expresadosugra u otra poblacién celular.

A. Andlisis de los genes especds del microambiente tumoral.

En la Tabla 3.6 (veApéndicg se exponen los genesas importantes y con
mayores diferencias de expi@sientre el estroma tumoral krsusel HD.

Con el fin de identificar eperfil funcional asociadoa los genes exclusivos del
estroma HI o HD, utilizamos el programa EASE (Hosack et al., 2003). El cual permite
hallar los términos ontologis sobreexpresados esHitmente, calculando la
proporcion de genes observados y esperadosodéatuna dada categoria ontoldgica. En
las Tablas 3.7.A, B, y C, se muestran ldgrdntes categorias ahbgicas asociadas a
Procesos Biolégicos (A), Funcién Molecular (B)Pathways(C), obtenilas luego de
analizar los genes exclusivamente expresgdo®! estroma del tumor C4-HI. Dentro de
la categoria ontoldgica Procesos Bgtos, podemos destacar los términos
sobreexpresados: catabolismo del colageoollagen catabolisi;n genes: MMP10,
MMP9, MMP13, MMP3), respuesta a heridaseg¢ponse to woundingyenes:Cd8a,
Fcerlg, Cybb, Il1b, Itgbh2, 1116, Ppicap, Ptprc, Tnf, Pla2g7, Cd244 quimiotaxis de
células inmunesiimune cell chemotaxigenesillb, Itgh2, 1116), extravasacion celular
(cellular extravasationgenesiltgb2, Tnf), entre otros. Donde se marca la expresion de
genes que se conocen expresados pompaeoentes estromales, como por ejemplo las

MMPs, el Tnf, la integrin2, y toda una serie de interleuquinas.
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Tabla 3.7.A Proceso Biologico List List Population Population Probability’

Hits' Total Hits® Total*
defense response 28 234 553 10658 3,03E-05
immune response 23 234 446 10658 0.00012
response to biotic stimulus 28 234 605 10658 0.00014
collagen catabolism 4 234 15 10658 0.00025
purine nucleotide metabolism 7 234 59 10658 0.00029
response to pest/athogen/parasite 14 234 247 10658 0.0011
response to wounding 11 234 167 10658 0.0011
thymocyte differentiation 2 234 3 10658 0.0014
immune cell chemotaxis 3 234 13 10658 0.0025
cellular extravasation 2 234 4 10658 0.0028
endosome transport 3 234 17 10658 0.0056
transmembrane receptor protein 3 234 18 10658 0.0067
tyrosine phosphatase signaling
pathway
cytoplasm organization and biogenesis 18 234 434 10658 0.0072
cell organization and biogenesis 23 234 617 10658 0.009
endosome organization and biogenesis 3 234 20 10658 0.009

1 Ntimero de genes obtenidos que caen en cada proceso biolédiddédmero total de genes signifitivos en esta comparacion®
Genes de cada proceso biolégico incluidos enagtay- * Todos los genes anotados paRrocesos Biadgicos en ehrray - ° Fisher
exact probability.

Tabla 3.7.B Funcion Molecular List List  Population Population Probability’
Hits' Total Hits® Total*

collagenase activity 4 230 12 11110 7,77E-05

Rho interactor activity 2 230 2 11110 0.00042

phosphoprotein phosphatase activity 8 230 112 11110 0.00223

small GTPase regulatory/interacting 9 230 140 11110 0.00250

protein activitv

phosphoric monoester hydrolase activity 9 230 166 11110 0.0076

protein-tyrosine-phosphatase activity 5 230 60 11110 0.0078

hydrolase activity 47 230 1633 11110 0.0106

1 Ntimero de genes obtenidos que caen en cada funcién molecufax{imero total de genes signifitivos en esta comparacion-
3 Genes de cada funcién molecular incluidos en afray- * Todos los genes anotados paféuncién Molecular en elarray - °
Fisher exact probability.

Tabla 3.7.C Pathway List List Population Population Probability’
Hits® Total®  Hits® Total’

Matrix Metalloproteinases 6 26 25 1054 1,59E-05
G13 Signaling Pathway 2 26 3 1054 0.0017
Signal Transduction - Mus musculus 5 24 56 1021 0.0079
Phosphatidylinositol signaling system 5 24 56 1021 0.0079
61.Myc_network 2 2 2 12 0.015
N-Glycandegradation - Mus musculus 2 24 10 1021 0.021

1 Numero de genes obtenidos que caen en ca@ahway > Nimero total de genes signifiativos en esta comparacion-
3 Genes de cad®athwayincluidos en elarray- * Todos los genes anotados pafathwayen elarray - ® Fisher exad probability.

133




[1l. Resultados

Dentro de la categoria Funcién Mollar, podemos destac la actividad
colagenasacpllagenase activily Mientras que dentro de I&athwaysmas significativos
encontramos nuevamente las metaloprotedgasik Metalloproteinases G13 Signaling
Pathway asociados a la remodelacion de las fibras de ac@am(, Ppplch,
Phosphatidylinositol signaling systemue tiene que ver con la via de PI3K/AKEa(m2,
Ptpn8, Ptprg, Calml, Ptprc), entre otros.

En las Tablas 3.8.A y B, se muestra el nasamalisis anterior, pero en este caso
para los 64 genes exclusivamente egpdos por el estma HD. Como podemos
observar, el andlisis no muestra grandes difgas. Esto probablemente tiene que ver con
el hecho de que en ambatuaciones estamos estudiangio estroma que acompafa el
crecimiento tumoral, en un caso reclutado espwamente por el tumor y en el otro con

la ayuda de la hormona.

Tabla 3.8.A Proceso Biologico List List Population Population Probability’
Hits' Total’ Hits® Total*

vitamin E metabolism 1 36 1 10658 0.00337
vesicle-mediated transport 4 36 216 10658 0.00581
positive regulation of neuron differentiation 1 36 2 10658 0.00674
chitin catabolism 1 36 2 10658 0.00674
motor axon guidance 1 36 2 10658 0.00674
polysaccharide metabolism 2 36 40 10658 0.00798
growth 2 36 42 10658 0.00877
purine ribonucleoside diphosphate catabolism 1 36 3 10658 0.01009
retinal programmed cell death 1 36 3 10658 0.010

1 Numero de genes obtenidos que caen en cada proceso biolddidddmero total de genes significativos en esta comparacion-
3 Genes de cada proceso biolégico incluidos enatay- * Todos los genes anotados par@rocesos Biol6gicos en erray - °
Fisher exact probability.

Tabla 3.8.B Funcion Molecular List List Population Population Probability’
Hits® Total  Hits® Total*
heparin-glucosamine 3-O-sulfotransferase activity 1 37 1 11110 0.00333
insulin-like growth factor receptor binding 1 37 1 11110 0.00333
ATPase activity\, uncoupled 1 37 1 11110 0.00333
proprotein convertase 2 activity 1 37 1 11110 0.00333
growth hormone receptor binding 1 37 1 11110 0.00333
positive transcription elongation factor activity 1 37 1 11110 0.00333
tocopherol binding 1 37 2 11110 0.00664
prolactin receptor binding 1 37 2 11110 0.00664
proprotein convertase activity 1 37 2 11110 0.0066
transcriptional elongation regulator activity 1 37 3 11110 0.0099

MAP-kinase scaffold activity 1 37 3 11110 0.0099

1 NGmero de genes obtenidos que caen en cada funcién molecufai{imero total de genes signifiativos en esta comparacion-
3 Genes de cada funcién molecular incluidos en atray- * Todos los genes anotados pafuncion Molecular en elarray - ° Fisher
exact probability.
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B. Analisis de los genes especificos del parénquima tumoral.

En la Tabla 3.9 (veApéndicg se exponen los genesas importantes y con
mayores diferencias de expresgntre el parénquima tumoral kMérsusel HD.

Con el fin de identificar eperfil funcional asociadoa los genes exclusivos del
epitelio HI o HD, utilizamos el programBASE, para hallar los términos ontolégicos
sobreexpresados estadisticamente en ambos epitelios.

En las Tablas 3.10.A, B, y C, se muastias diferentesategorias ontolégicas
asociadas a Procesos Biolégicos (A), Funcién Molecular (Bathways(C), obtenidas
luego de analizar los genes exclusivamenfgesados por el epitelio del tumor C4-Hl.
Dentro de la categoria ontolégica ProceBasdgicos, podemos destacar los siguientes
términos sobreexpresadosopesamiento de antigenaanfigen processinggenes:H2-

Ea, H2-DMb1, Psmb9, transporte de electronesldctron transport genes:Slc22all,
Ugdh, Pftkl, Acox1, Ndufb3, Txndc5, Ndufs2, Rufyl, Nnt entre otros. Cabe destacar
gue algunos de estos genes han sido asociados a diversos procesos neoplasico como por
ejemplo laUDP-glucose dehydrogenagggdh) en cancer de mama (Huh et al., 2005) y
prostata (Huang et al., 2009), caleyl-Coenzyme A oxidase 1, palmittdtox1), también

en tumores mamarios (Dalgiet al., 2007) y regulada por RFRicher et al., 2002).
Dentro de la categoria Funcion Moleculpndemos destacar nuevamente la actividad
transportadora de electronedetron transporter activitygenes:Glud, Ugdh, Prdx2,
Zyx, Akr7a5, Ndufb3, Ndufa6, Txndc5, Ndufs2, Rufyl, Nnj, donde por ejemplo se
sabe que la actividad de la enzimgltamate dehydrogenaggiud) esta elevada en
tumores mamarios (Rzymowska, 199jientras que dentro de loBathways mas
significativos encontramos aquellos asociadlosetabolismo del glutamato, glucélisis y
gluconeogénesis. Es decir, qure el epitelio HI gran partge los genes eontrados estan
asociados a procesos metabdlicos. No pudienéiguear si estos genes participan en el
fenotipo HI, o si se trata kb de una consecuencia pretlla por una mayor tasa de

crecimiento.
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Tabla 3.10.A Proceso Bioldgico List List Population Population Probability’
Hits® Total® Hits® Total*
antigen processing\, exogenous antigen via MHC 3 184 9 10658 0.00039
class Il
antigen processing 3 184 18 10658 0.0034
antigen presentation 3 184 21 10658 0.0053
icosanoid metabolism 3 184 24 10658 0.0078
organelle organization and biogenesis 13 184 358 10658 0.0091
electron transport 13 184 360 10658 0.0095
prostaglandin metabolism 2 184 10 10658 0.012
aldehyde metabolism 2 184 11 10658 0.014
mitochondrial electron transport\, NADH to 2 184 12 10658 0.017
ubiquinone
ATP synthesis coupled electron transport 2 184 14 10658 0.023
G1/S transition of mitotic cell cycle 3 184 36 10658 0.023
protein folding 5 184 96 10658 0.025
protein-disulfide reduction 2 184 16 10658 0.03
transmembrane receptor protein tyrosine kinase 1 184 2 10658 0.034

activation (dimerization)

1 Numero de genes obtenidos que caen en cada proceso biolédidddmero total de genes significativos en esta comparacion-
3 Genes de cada proceso biolégico incluidos enagtay- * Todos los genes anotados para Procesos Biolégicos eargly - ® Fisher

exact probability.

Tabla 3.10.B Funcién Molecular List  List
Hits' Total

electron transporter activity 14 192
MHC class Il receptor activity 3 192
oxidoreductase activity\, acting on NADH or 5 192
NADPH

transferase activity\, transferring alkyl or aryl 5 192
(other than methyl) groups

NADH dehydrogenase activity 3 192
solute\:hydrogen antiporter activity 2 192
interleukin-10 binding 1 192
cyclin-dependent protein kinase activity 2 192
transferase activity 30 192
kinase binding 2 192

Population Population Probability’

Hits®
182
8
49

52

23
10
1
13
1191
17

Total*
11110

11110
11110

11110

11110
11110

11110
11110

11110
11110

3.13E-06
0.00027
0.0015

0.0019

0.0069
0.012
0.017
0.02
0.021
0.034

! Numero de genes obtenidos que caen en cada funcién molecufakimero total de genes signifitivos en esta comparacion-
% Genes de cada funcién molecular incluidos en airay- * Todos los genes anotados pafeuncién Molecular en elarray - ° Fisher

exact probability.
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Tabla 3.10.C Pathways List List Population Population Probability’
Hits' Total® Hits® Total*

D-Glutamine andD-glutamate metabolism 1 17 1 1021 0.0166

Glutamate Metabolism 1 10 3 1054 0.0282

Nucleotide sugars metabolism 1 17 2 1021 0.033

Translation - Mus musculus 4 17 79 1021 0.036

Glycolysis and Gluconeogenesis 2 10 35 1054 0.04

! Numero de genes obtenidos que caen en ca@ahway > Nimero total de genes signifiativos en esta comparacion-

3 Genes de cad®athwayincluidos en elarray- * Todos los genes anotados parathwayen elarray - ® Fisher exad probability.

En las Tablas 3.11.A, B y C, se muestranedmo analisis anterior, pero en este
caso para los 780 genes exclusivamenteesgoios por el epitelio HD. Como podemos
observar, dentro de la cgt@ia ontoldgica Procesos dddgicos, podemos destacar los
siguientes términos sobrgwesados: ciclo celulammtotic cell cycle genes:Smc4l1l,
Ccndl, Ccnel, Smc2l1l, Mcm7, Pms2, PrimBten, Brca2, Top2a, Pparbp, Incenp,
Cdk2, Rbmsl, Cablesl, Cdk5rap3, Ube2n, Cdc2hay la sefializacion via el receptor de
wnt (Wnt receptor signaling pathwaygenes:Fratl, Tcf3, Csnkle, Wispl, Fzd2,
Kremen, Ppap2b, Tle), entre otros. Dentro de tas categorias podemos nombrar
algunos genes de interés, como el gercidina D1 (Ccndl) yotros genes del ciclo
celular. Sabemos que Ccndl esta regulado ppogestagenos en lineas celulares de
tumores mamarios (Cicatiello et al., 2004grycélulas epiteliales damores HD y HI en
cultivo. Por otro lado, ya nombramos la papécion de Pten en procesos neoplasicos;
cabe destacar a Brca2 como un gen de susceptibilidad al cAncer de mama (Wooster et al.,
1995), y a Wispl como posible supresor turheracancer de mama (Davies et al., 2007).
Dentro de la categoria Funcion Moleculpndemos destacar la presencia de enzimas
relacionadas a la biologia del colagepm¢ollagen-lysine Hioxygenase activifygenes:
Plod2, Plod3, proteinas de la familia de las GTPasas Rasall monomeric GTPase
activity, genes:Rab6, Rragd, Hrasl, Rac2, Kra8, Rab2, Arll, Rragd, Arht2)
ampliamente asociadas al cancer (Chiamma et al., 2008; Vega and Ridley, 2008;
Thomas et al., 2008a), y genes relacionados con proteasas de la familia de las
carboxipeptidasacérboxypeptidase A activitgenesCpe, Agtpbpl, Cpnl Matsugi et
al., 2007).

Mientras que dentro de ldBathwaysmas significativos encontramos aquellos

asociados a ciclo celular y la sefalizacion via Wnt, losuales ya fueron discutidos

previamente.
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Tabla 3.11.A Proceso Bioldgico List List Population Population Probability’
Hits' Total Hits® Total*
amino acid derivative metabolism 8 451 53 10658 0.0016
establishment of tissue polarity 2 451 2 10658 0.0017
secondary metabolism 4 451 14 10658 0.0022
mitotic cell cycle 20 451 235 10658 0.0023
protein metabolism 111 451 2058 10658 0.0026
activation of MAPKKK 2 451 3 10658 0.0052
mitotic chromosome condensation 3 451 10 10658 0.0072
mitotic prophase 3 451 10 10658 0.0072
amine metabolism 20 451 264 10658 0.0084
Whnt receptor signaling pathway 8 451 70 10658 0.0091
protein modification 50 451 846 10658 0.0095
amino acid and derivative metabolism 18 451 234 10658 0.0104
! Numero de genes obtenidos queaen en cada proceso biolégicd= Nimero total de genessignificativos en estal
comparacion- ° Genes de cada proceso bioldgico incluidos en afray- * Todos los genes anotados para Procesps
Bioldgicos en ehrray - ° Fisher exact probability.

Tabla 3.11.B Funcion Molecular List List Population Population Probability’
Hits' Total Hits® Total*
procollagen-lysine 5-dioxygenase activity =~ 3 466 4 11110 0.0002
catalytic activity 199 466 3968 11110 0.0008
oxidoreductase activity\, acting on single 6 466 30 11110 0.0013
donors with incorporation of molecular
oxygen
vitamin binding 5 466 24 11110 0.0027
glycine hydroxymethyltransferase 3 466 8 11110 0.0035
activity
small monomeric GTPase activity 12 466 120 11110 0.0044
carboxypeptidase A activity 4 466 19 11110 0.0071
tRNA methyltransferase activity 2 466 4 11110 0.0099
serine-type peptidase activity 14 466 167 11110 0.010
folic acid binding 3 466 13 11110 0.015
epoxide hydrolase activity 2 466 5 11110 0.016
serine-type endopeptidase activity 13 466 159 11110 0.016
RAS small monomeric GTPase activity 4 466 25 11110 0.019
! NGmero de genes obtenidos que caen en cada funcién molecularNimero total de genes significativos en esta
comparacion- ° Genes de cada funcién molecular incluidos en array- * Todos los genes anotados par&uncién
Molecular en elarray - ® Fisher exact probability.

Tabla 3.11.C Pathways List List Population Population Probability’
Hits' Total® Hits® Total*

Cell Cycle 7 41 72 1054 0.017

Whnt Signaling 6 41 57 1054 0.019

Krebs-TCA Cycle 3 41 17 1054 0.025

! Ntimero de genes obtenidos que caen en ca@ahway 2 Nimero total de genes signifiativos en esta comparacion-

3 Genes de cad@athwayincluidos en elarray- * Todos los genes anotados parm@athwayen elarray - ® Fisher exact

probability.
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C. Validacion de los resultados ebidos en los ensayos decroarrays
de ADN.

Utilizamos ensayos de IHQ e IF para validar los resultados obtenidos en los
microarrays De esta manera, podemos evaluar en el mismo ensayo la expresion proteica,
en estroma y epitelio tumoral, de genegaabnados. Elegimos estudiar la expresion del
Pdgfc, Runx2, TF, MMP13 y MMP9. La seleccionaftos genes se basé en que el Pdgfc
y el Runx2 resultaron sobreexpresados en igdlepde tumores C4-HI, mientras que las
MMP9 y MMP13, aparecieron en el estroma de los mismos tumores. Como dijimos antes,
existiria una interaccioén funcional entreRelgfc y el Runx2, con el FGF-2. Por lo tanto
resulto interesante evaluar en una primeranta la expresion destas proteinas en los
tumores en estudio. Por otro lado, elegimm&stigar la expresion protéica del TF, dado
gue aparecid6 mas expresado en los tesoC4-HD y se sabe esta regulado por
progestagenos. En la Figura 3.26.Ansgestran los resultados de lmicroarrayspara el
Pdgfc, Runx2 y TF, en los tumores enterosnylas muestras epiteliales. Como vemos,
todos los tumores C4-HI presentaron urevatla expresion del Pdgfc y del Runx2 (en
rojo), en comparacion a los tumores C4-HbD Yerde). Y lo mismo fue observado en las
muestras epiteliales obtenidas por LCM.eltras que la expriésm del TF, resultd
opuesta. Mas elevada & tumores C4-HD que en los C4-HI. Sin embargo, este gen no
fue detectado en lomicroarrays de las muestras epiteliales aisladas. Estos resultados
fueron corroborados por IHQ con anticuerpgseesficos para las proteinas analizadas, y
se muestran en la Figura 3.26demos observar una mayor marcacion para Pdgfc y
Runx2 en los tumores C4-HI respecto a i3, y esta marcaciéon es principalmente
epitelial. Mientras que para €F, la marcacion se observa mas intensa en los tumores C4-

HD, y disminuye en ausencia del MPAglidando asi los resultados obtenidos.
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Figura 3.26. Validacion de genes sobreexpresados en tumores C4-Hl y C4-HD por IH®) Datos

obtenidos de lomicroarraysluego de comparar los perfiles depresion génica entre tumores C4-Hl
versusC4-HD (zquierdd, y Epitelio C4-HlversusC4-HD (derechd, para Pdgfc, Runx2 y TF. Cada
columna representa una muestra experimental, las filas representan los genes que se obtgaeron lu

del analisis, y cada celda reflejant@diana centrada de la intensidad de fluorescencia (log2 Cy5/Cy3)

del gen correspondiente enatay apropiado. La intensidad de cadelda, representa la expresion
relativa de cada gen en cada muestra experimentdbh<Cen negro: genes que no cambian respecto a la
mediana, celdas en rojo: genes positivamente expresados, celdas en verde: genes negativamente
expresados, celdas en gris: datos perdidos para esB)génsayos de IHQ sobre cortes en parafina de
tumores C4-HI, C4-HD +MPA y C4-HD —MPA, para evaluar la expresion de Pdgfc, Runx2, y TF. Los

ndcleos se tifieron con hematoxilina. Barraubo
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Por otro lado, evaluamos la expeside las MMPs dado que presentaron una
expresion especifica en el estroma tumdtal.la Figura 3.27.A, seuestra una porcion
de losmicroarrays exclusivamente indicando lossultados para la MMP13 y MMP9.
Como vemos, ambas MMPs son altamente eagdees en los tumores HI respecto a los
HD, en particular en el estr@anHl respecto al HD. Evaluampsr IF la expresion de estas
proteinas en los mismos tumores, y los ltados se muestran en la Figura 3.27.B. Alli
podemos apreciar una marcacion principalmesteomal y con claras diferencias entre

ambos tumores, siendo ambas MMPs mayorenexpresados en los tumores C4-Hl.
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Figura 3.27. Validacion de genes sobreexpresados en tumores C4-HI por. i) Datos obtenidos de

los microarraysluego de comparar los perfiles de expresion génica entre tumoresv@dstsC4-HD
(izquierdg, y estroma C4-Hlversus C4-HD (derechd, para MMP13 y MMP9. Cada columna
representa una muestra experimental, las filas representan los genes que se obtuvieron luego del
andlisis, y cada celda refleja la mediana centrada oeensidad de fluorescencia (log2 Cy5/Cy3) del

gen correspondiente en miicroarray apropiado. La intensidad de cada celda, representa la expresion
relativa de cada gen en cada muestra experimentda<Cen negro: genes que no cambian respecto a la
mediana, celdas en rojo: genes positivamente expresados, celdas en verde: genes negativamente
expresados, celdas en gris: datos perdidos para es8)gEnsayos de IF sobre cortes en parafina de
tumores C4-Hl y C4-HD +MPA, para evaluar la expresion de MMP13 y MMP9 (en verde). Los nulcleos

se tifieron con ioduro de propidio (en rojo). BarrauB80
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IV. Discusion

Capitulo |

Fosforilacion y activacion del RE

La dependencia por el MPA en el crecimieirtovivo del tumor C4-HD resulta
evidente cuando quitamos la hormona, unaegtablecido el tumor. En estas condiciones
se observd una regresion tumoral, acompafiEiapoptosis de céhd epiteliales, un
incremento del estroma y de la actividadhetaloproteasas, y remodelacion de la matriz
extracelular. Eventos que alcanzan su motre las 48 y 72 hs en ausencia del MPA
(Simian et al., 2006). Cuando analizamos la expresion delyRtel RP, observamos que
luego de 48 hs en ausencia de la hormbiag un aumento en los niveles del RP y una
disminucion en los niveles del REen comparacion al tumor creciendo con MPA, y esto
fue concordante con lo reportado en trabgjevios (Actis et al., 1994; Actis et al., 1995;
Helguero et al.,, 2003). Es posible que dicha disminucion en la expresion del RE
observada por técnicas de unarigando o WB, se deba a una reduccién en el nimero de
células epiteliales tumorales, conjuntaneenbn un aumento del estroma, debido a la
regresion tumoral. Sin embargo, en désibajo analizamos la expresion deldRior IHQ,
técnica por la cual podemos cuantificar el nlovae células positivas para el receptor, en
funcién del niamero de células epitelialesnorales totales, demostrando asi que el

tratamiento con MPA efectivamente aumenta la expresion deeRE€lulas epiteliales.

La regulacion del gen del REes muy compleja, dado que posee multiples
promotores y secuencias regulatorias tanto en humanos como en ratones. Entre 7 y 6
secuencias promotoras se hasalipto para este gen en amslaspecies, las cuales pueden
actuar de manera tejido especifica y son capaces de generan eldRiEo de 66 kDa
(Kos et al., 2000; Kos et ak001). En la glandula mamaria normal de raton, se observo
gue el MPA reduce los niveles de expresion dek REontero et al., 2007). Resultados
similares se observaron con Pg en Ut@aulicz et al., 1981), yon E2 y R5020 en
células T47D y MCF-7 (Berkenstam et al., 198®irtin et al., 1993; Savoldi et al., 1995).

El loop E2 induciendo RP, y progestagenos tidodo una disminucion del RE, podria
tener un sentido fisiolégico das células normales de ggandula mamaria. Los cambios
asociados a la transformacion malignaeste modelo, podrian tas asociados a una

desregulacion en la expresion del RP quemkntiene alto, independientemente de la
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regulacion por E2 y por el RE En el tumor C4-HI podriamdkegar a pensar que el RP
esta alto porque el REesta activado. Sin embargo,helcho de que en el tumor C4-HD
vemos expresion del RP en ausenciaMIiBA y de E2, implicaria una expresion
constitutiva del RP, que por si sola no sestimulatoria. En presencia del MPA, esta se
uniria y activaria al RP bas#, cual redundaria en la estiragion de vias de sefializacion
no gendémicas, como Akt y MAPK (Carnevaleaét 2007; Bottino et al., 2009), y de vias
gendmicas induciendo la expresion deloR{gue podria a su veser activado por Akt y
MAPK), y otros genes del ciclo celularduciendo asi el crecimiento tumoral.

A su vez, la union del MPA al RP, adésnde inducir un aumento en el ®RE
induce una reduccion en los niveles del, RiFobablemente por degradacion via el
proteosoma (Lange et al., 2000). No sabemos si el aumento enocelefRpor un
mecanismo directo del RP sobre el proonotlel gen, o a través de un mecanismo
independiente. La expresion del diRpuede ser regulada por B2aunque en general esta
asociada a una reduccién en los niveles del receptor, se vié que en celulas estromales del
Utero de rata, o en células del higado, er&fula positivamente su gen (Nephew et al.,
2000). En ausencia del MPA, observamos niveles basales de expresiénod&nRE
tumores C4-HD. Es posible que estos pocosptres sean suficientes para ser activados
por MPA y regular positivamente la expresael gen. Lo cierto es que el MPA induce la
fosforilacion del Rl tantoin vivo comoin vitro, e incrementa la capacidad delRée
unirse al ERE, en tumores C4-HD. La activacion deb.RIe daria de forma ligando
independiente, no creemos que sea por unién del MPA, ni tampoco por bajas
concentraciones de E2, que podrian existvivo, dado que el E2 es inhibitorio, en este
modelo, ain en concentraciones de 1 pMnib et al., 2003). Por otra parte, el MPA
también estimula el crecimiento del tum@®4-HD en hembras ovariectomizadas (Kordon
et al., 1990).

Recientemente se describié que la sobreexpresion g@etiRBusencia de ligando,
recluta corepresores al promotor deloRE un sitio medio-PRE, reduciendo la expresion
del REx e inhibiendo la accién estimulatoria del &2 células T47D y MCF-7 (De Amicis
et al., 2009). Sin embargo, en este comude experimentos, los autores no ven
proliferacion de las células T47D por Rg) resultado opuesto al publicado por otros
autores (Labriola et al., 200BjcGowan et al., 2007), sino mas bien, ven que la Pg inhibe

la proliferacion mediada por E2. A partir déossresultados, en pdipio contradictorios a
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los nuestros, podemos decir que se damrecontexto de sobreexpresion delgRY en
ausencia de ligando. Esta descripto que g REsenta mayor actividad transcripcional

gue el RR, dependiendo del modelo, de la expiasile corepresores y coactivadores de

los receptores nucleares, y de la presencia o no de la hormona, lo que sugiere una gran
complejidad en los mecanismos regulatoriBs. interesante resar, que en algunos
tumores de nuestro modelo experimemtiallos cuales hay sobreexpresion dek Rén
respecto al RR el MPA también es inhibitorio (astios en curso) sugiriendo que el
progestageno podria tener efegosliferativos o inhibitoiws segun la sobreexpresion de

la isoforma A o B del RP. El modelo utilda en este trabajo, presenta mayor expresion

de RR que de RP, y los mecanismos por los cuale$& regularia la expresion del KE

no han sido investigados.

En el tumor C4-Hl, el tratamiento con MMo modifica el crecimiento del mismo,
ni altera los niveles de expresion deldREpero si produce una disminucion en el RP
(Helguero et al., 2003). Lagsultados obtenidos en e#tsis, indican que el REestaria
basalmente fosforilado tanim vivo comoin vitro, y con una alta capaed de asociarse al
ERE. Se ha reportado que eld&rpuede ser activado de forma ligando independiente, ya
sea directamente por moléculas no relaciosaalareceptor como prolactina, leptina,
heregulina B1, IGF-I, que activando vias de sefalizacion intracelular, inducen
fosforilacion del Rl en células tumorales de mamao(@alez et al.2009; Catalano et
al., 2004; Stoica et al., 2003) o eélulas epiteliale del atero (Klotzet al., 2002); o a
través de la activacidon de receptores tirosina gaiea procesos de resistencia a la terapia
enddcrina (Campbell et al., 2001; Normannalet 2005; Osipo et al2007). Es posible
gue la sobreexpresion de algunos de estosr&g;tcomo la heregulina y el IGF-II, que

sabemos estan expresados en estoseres, participen de este proceso.

Participacion del R&en la expresion del RP

Ya se discutié anteriormente la capacidad ded RREido a su ligando, de regular
la expresion del RP en dimtes modelos animales y wekes. Resultados previos de
nuestro laboratorio indicaban que el ®RRugaria un rol importante en el crecimiento
tumoral en este modelo de carcinomas mayeagis por esto que nos preguntamos si su

importancia radicaba, por un lado, en la regalade la expresion del RP, clave en este
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modelo. Resultados anteriores de nuestup@yrindicaban un aumento en la expresiéon del
RP luego de 72 hs de incubacién con EzZ@tivos primarios de células epiteliales C4-

HD, medido por ensayos de union a ligandanib et al., 2003). La misma regulacion fue

observada en células epiteliales C4-Heasayos de WB (Soltat al., 2009).

El antiestrogeno puro ICI, carece de actividad agonista solrey REbre el RE,
tiene la capacidad de unirse aldREon un 10% menos de afiaid que el E2, y con una
afinidad 100 veces mayor que el tamoxdeinhibe la accion anscripcional del Ré: e
induce su degradacion via la maquinarid pi®teosoma, mientras que estabiliza los
niveles del RB (Marsaud et al., 2003; Piccart @t, 2003; Robertson, 2007; Robertson,
2001; Wakeling et al., 1991; Pdwlus et al., 2004). Cuando utilizamos este compuesto
sobre ambos cultivos primarios, observarmna reduccion signifiteva en la expresion
del REx, mientras que el RP no se vio afectatiolos tiempos analizados. En un trabajo
previo de nuestro laboratorio, se demostré gu€l reduce los niveles del RP en células
epiteliales C4-HD luego de 72 hs de tratartoe medido por la técnica de union a ligando
(Lamb et al., 2003). Es probable que las difeisemnse deban a los tiempos de incubacion
utilizados. Sera necesario repetir los ensal@¥VB a tiempos posteres de 24 hs para
corroborar estos resultadoko importante es que los ensayos que se hicieron de
proliferacion celular, se hicieron en tipos en que el RP todavia esta alto.

La posibilidad que el REesté participando en lag@acion de la expresion del
RP luego del tratamiento con ICI, no puesse descartada. Sin embargo, no se ha visto
expresion del RP en la glandula mamaria de ratonesKREnNIi siquiera por tratamiento
con E2, sugiriendo que el REno cumpliria un rol impdante en este proceso
(Bocchinfuso and Korach, 1997). En cambioeéntero, el tratammo con E2 induce la
expresion del RP en células estromales via €b Rfurita et al., 2001). No hemos
encontrados datos bibliogréaficos relacionando gb R&n la regulacion de RP en cancer

de mama.

Por otro lado, cuando utilizamos la astgia de inhibir la expresion del REon
un siRNA contra elmRNA del receptor, vimos un deccién (de entre un 40-60%)
significativa en los niveles de expresion deloREh ambos cultivos primarios. Este grado
de reduccion en el REpor unsiRNA ya fue reportado en otros trabajos, afectando la
respuesta bioldgica del REen células MCF-7 (Wickramasgihe et al., 2009; Zhang et al.,

2005). Asimismo, experimentos de la Dra QlaepLamb en su tesidoctoral, utilizando
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un oligonucledtido antisentido para el &REbbtuvo una reduccién del orden del 60% en
los niveles de expresion del REmedido por la técnicale union a ligando). Esta
reduccion en la expresion del receptor, fuecgeriite para inhibir Igroliferacion celular
mediada por MPA en células epiteliales C4-HHD. cuanto al RP, si bien observamos una
leve pero estadisticamente significativa milin en la expresion del receptor (entre un
10-20%), dicha disminucion nodgtificaria la inhibicion decrecimiento celular inducida
por elsiRNA

En definitiva, estos resultados indican daeexpresion del RP en este modelo,
estaria regulada so6lo parcialmente por el RH tratamiento con E2 puede aumentar adn
mas los niveles del RPndicando que podria haber pool de receptores basalmente
expresados y otranducible por el RE. Dado que cuando el REestd ausente o
bloqueado con un antagonista, se observa solo una pequefia disminucion en los niveles de
expresion del RP, nos hace suponer que eaistwfros mecanismos de regulaciéon en la

expresion de este receptor.

Rol del REx en la proliferacion celular mediada por MPA

La participacion del RP en la proligmion celular en este modelo de tumores
mamarios resulta evidente de investigacsoomeevias de nuestri@boratorio. En este
trabajo demostramos la necesidad de urx RiEesente y no unido a ligando en la
proliferacion celular inducida por MPA solrélulas epiteliales derivadas de tumores C4-
HD y C4-Hlin vitro.

Demostramos que el ICI en concentoagis micromolares inhibe completamente
la proliferacion celular mediada por MPA en cultivos primarios de tumores C4-HD y C4-
HI. Cabe recordar que en cultivo, ambos ttesdienen el mismeequerimiento de MPA
para proliferar. Por otra parte, mientrage las células epiteliales C4-HD se inhiben
completamente con 0ifM de ICI, hace falta el doble aroléculas del antiestrogeno para
lograr el mismo efecto en células epiteliales C4-HIu{dl), indicando una mayor
sensibilidad de las células C4-HD. Indus/a fue demostrado por nuestro grupo que
concentraciones de 10 nM de ICI, son capaeemhibir la proliferaciéon dependiente de
MPA sobre células epiteliales C4-HD (Lbmet al., 2003). Todo esto indica la

especificidad del efectohibitorio sobre el RE.
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Se sugirié que el ICI tendria adensgividad antiprogestacional actuando como
un antagonista débil del RP. Estos efectos se observaron utilizande dosh de ICI
sobre lineas celulares de cancer demméhumano BT-474, que responden a E2 y
progestagenos (Rosenberg Zaidl., 2000), y en célulddela sobreexpresando el RP
(Nawaz et al., 1999). Sin embargo, los autores no fueron capaces de demostrar pegado
directo del ICI al RP (Hyder and Stanc2002), indicando que éste podria unirse a.RE
(celulas BT-474) o a proteinasacionadas (celulas Hela)syprimir las funciones del RP
directamente via uarosstalk o reduciendo los niveles del RiIé forma indirecta por una
inactivacion del RE.

La capacidad del ICI de bloquear la accitah E2 sobre genes blanco es maxima
en concentraciones mayores o iguales auMlen células de cancer de mama humano
(Rosenberg Zand et al., 2000). Ademas, las migtoas fueron utilizadas para inhibir la
proliferacion inducida por E2 exelulas MCF-7 (Shaw et al., 2006).

Teniendo en cuenta estas evidencyagado que se obtuvieron inhibiciones con
concentraciones menores aM de ICI, sobre cultivos quexpresan mayores niveles de
RP, que de RP (Helguero et al.,, 2003), sumadola rapida respuesta del &E& su
antihormona (rapida degradacion), resufftaco probable la accion del ICI como
antagonista del RP en la fiferacion inducida por MPA enultivos epiteliales C4-HD o
C4-Hl.

El grupo deS. Hydey describido ademas que el I@ndria actividad agonista del
RP en condiciones de alta expresiéon dek.RRIgo similar a loque pasa con el
antiprogestageno RU 486 (Meyer et al., 19Bng et al., 1993). Demostraron que el ICI
aumenta la expresion del VEG& igual que los progestages) en células tumorales de
mama humana que sobreexpresag,BFen las cuales el REno se ve afectado por su
antihormona (T47D-YB). Ademas, el ICI eapaz de inducir activacion de MAPK y Akt,
en las mismas células, a diferencia deiGa en células que exgsan niveles similares
de RR-RP;s (T47D), o en las que sobreexpresan RR17D-YA), o en las negativas para
el RP (T47D-Y). Estos datos sugirieron quesigresion del VEGF seria a través de un
RPs activado por sefiales no gendmicas inducptasel ICI, favoreciendo el desarrollo
tumoral (Wu et al., 2005). Umesultado muy importante da clinica, dado que un
paciente con un tumor mamario que presente alta expresion gleb&iPia beneficiarse
con terapias antihormonales y antiangiogénipas) no seria candida&b tratamiento con

Fulvestrant.
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Los ensayos de proliferédn por incorporaciéon de’H-timidina, fueron
corroborados por recuento de células. r@aaevaluamos proliferacion celular con la
técnica de BrDU, vimos inhicién por tratamiento con M de ICI. Cabe destacar, que
este ensayo se realiz6 durante 6 hs de imddibaon las hormonas, un tiempo en el cual
no hubo disminucién del RP, y no detectamostR&r WB. Por lo tanto, demostramos
gue la inhibicién en la proliferacion celular dieda por el ICI, no se debi6 a una ausencia
de expresion del RP, sugiriendo fuertemente, la necesidad deculibREen la respuesta

proliferativa mediada por MPA.

Rol del REx en el crecimiento tumorat vivo

La administracion del ICI afegta la glandula mamaria noringn ratas, diferentes
dosis de ICI (1-2 mg/kg), produjeron una reduccién en el tamafio de las estructuras
lobulares de la mama, y un aumento en la ap@ptieslas células epiteliales. Esto se vid
sustentado por el consecuente aumento diipas proapoptéticasomo Bax y Bad, y

una reduccion en las antiapoptéticasodBcl-2 y Bel-xI (Lim et al., 2001).

Luego de corroborar el &fto inhibitorio del IClin vitro, pasamos a un ensayo
vivo, con tumores C4-HD creciendo con MPA yntwres C4-HI. Utilizamos una dosis de
ICI de 5 mg por semana, durante 4émanas, basados en el trabajdddborne y col
quienes demostraron que esta dosis resuitdbitoria del crecimiento de tumores
establecidos con la linea celular BC, dependiente de E2, en ratonese (Osborne et
al., 1995).

El tumor C4-HD, creciendo con MPAggresiond completamente a causa del
tratamiento con el ICI, de forma similar al efecto ya registrado con E2 y con
antiprogestagenos. El efecto del antiestrogeiwesel tumor C4-HI, fue por otra parte,
menos marcado induciendo una inhibicion encedcimiento tumoral. Si bien esta
inhibicion resulto significativa, fue menos ediote que los tratamientos con E2 y RU 486.
Estos resultados vivo, fueron coherentes con los obtenidowitro, en cuanto a que el
tumor C4-HI es menos sensible al tratanmoesdn ICI que la variante tumoral C4-HD.

Sabemos que en ambos tumores la expresion delyRiel REB es muy similar
(Tesis doctoral Dra. Luisa Helguero), portdmto no seria ésta la caude las diferencias

en la respuesta al ICl. Demostramos que en las células epiteliales C4-H edsBE
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constitutivamente fosforiladan vivo e in vitro, y unido al ADN, mientras que en las
células C4-HD, es necesarioestimulo con MPA para tenertesfecto. Nuestra hipétesis
es que el ICI tiene gran afinidad por su ptog evita su actividatranscripcional y lo
lleva a degradacion, por lo tantaunque el RP pueda activapgg MPA, en ausencia del
REa no hay activacion de la prolifeii@a celular en tumores C4-HD.

En células epiteliales C4-Hhh vitro, el REx estaria activado constitutivamente por
mecanismos ligando independiente, por lo tanto, estaria asociado a la cromatina o con la
capacidad de interactuar con ésta, de fornsalb®ado que estas células aun necesitan de
un estimulo proliferativan vitro, cuando este estimulo esta presente se suma awugaRE
activo (a diferencia del HD dondd MPA debe activar al REy al RP), dando como
resultado un efecto proliferativo superior ysiificil de ser contrastado por el IClln
vivo, el estroma C4-HI es mas activo, y enwvhultiples sefiales de proliferacion que
activan al RP y por lo tanto, puedeser contrarrestadas rapidamente por un
antiprogestageno. Por otro lado, dado quadeion del ICI sobre este tumor es menos
efectiva que la del RU 486 o la del E2 propéame dicho, se podria especular que en el
tumor C4-HlI, la ausencia del REpor el tratamiento, no seria tan importante como en el
tumor C4-HD. La otra opcion, es que se neeasita dosis de ICl mas grande para inducir
la degradacion del REe inhibir el crecimiento tumorglor completo. Teniendo en cuenta
quein vitro, se logré una inhibicion completa coancentraciones mas altas de ICI, esta

Ultima parece ser la hipotesis mas plausible.

Nos resta conocer que sucede con loa REbs RPin vivo, en los tumores C4-HD
y C4-HI tratados con el ICEsta descripto en tumores ai@ma humanos, positivos para
la expresion de receptores hormonales, que el tratamiento con altas dosisndeivel
(125-250 mg), no sélo reduce losveles de expresion de REsino que también, se
observa una reduccion significativa en la esgin del RP y en ciertos parametros de

proliferacion celular, como es la medicidel antigeno Ki67 (Robertson et al., 2001).

Es interesante destacar que ambos tam® cultivos primarios son inhibidos
completamente por E2. En este caso podemos decir que el E2 unido a su receptor,
desencadenaria sefales apoptoticas que leelaregresion tumoral en un mecanismo que
prevalece sobre la estimulacion mediada pWA en el tumor C4-HD, o sobre el

crecimiento autébnomo en el tumor C4-HI (Seid# al., 2009). Este fendmeno también va
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acompafado por una regulacion negativa del, Ripoyando también laipétesis de que
se necesitan ambos, el RP y elaRpEara tener un estimulo proliferativo. El efecto
inhibitorio de los estrogenos, como yarsenciond anteriormente, ha sido aprovechado

para el tratamiento del cancer de mama.
Interaccion entre el RP y el RE

La induccion de la proliferacion celulan respuesta a MPA, fue inhibida con
varios antagonistas del RPoligonucledtidos antisentido para el RP (Lamb et al., 2005),
indicando que estas respuestas estanadasdipor el receptor clasico de Pg.

Tanto los estrégenos, como el antagonista del,REI, bloquean el efecto del
MPA sobre la proliferacion cellar, indicando que el estimupwoliferativo mediado por el
progestageno a través del RP clasico, requiere del IREEe de ligando. De manera
similar, se ha reportado una inhibicién p&i en la proliferacién celular mediada por
progestagenos en células T47D, y en célulasraales de Utero de rata Ulll, implicando
el REx y al RB3 en cada caso respectivamente (Magia et al., 1998Vallejo et al.,
2005). Estos resultados sugieren una interaccion entre el RP y el RE en la proliferacion
celular inducida por progestages. Como mencionamos enlidroduccion de esta tesis,
estd descripta una interaccion a nivel casptatico, como mecanismo de activacion de
vias de sefalizacion intracelular por proggehos. Mecanismo que puede ser inhibido
por antiprogestagenos y antiestrégenos. Aldger@sante de mencionar en este punto, es
gue en estos trabajos se utilizaron cotreeiones elevadas de ICI, del orden deul)
mucho mayores a las descriptas para inhibir la accién del RES autores proponen un
complejo formado entre el BR el REx en células T47D (Ballaret al., 2003), y entre el
RP y el RB en células Ulll (Vallejo et al., 2005)ue llevaria a la proliferacion celular en
presencia del progestageno. Un mecanismo siffuiadescripto en tdlas de cancer de
prostata LNCaP, donde la interaccion entre el AR y ¢l REdia la activacion de MAPK
y la proliferacion celular porralrégenos y E2 (Migliaccio etl., 2000). Por otro lado, el
grupo deD. Edwards y cglsugiere que no es necesarimtaraccion entrel RP y el R
en la activacion de la via de sedatiibon no gendmica c-Src/MAPK por Pg
(Boonyaratanakornkit et al., 2008).

Los experimentos de colocalizacion edi?tumores C4-HD creciendo con MPA 'y

C4-HI, demostraron que una fraccida ambas isoformas del RP y el®Rfrman parte
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de un mismo complejo a nivaliclear. Cabe destacar, quengue no se muestra en esta
tesis, también detectamos interaccion figo&re ambos receptores, por IP a partir de
extractos citosélicos provenientes de tueso C4-HD y C4-HI. A diferencia de lo
reportado en los trabajos mencionados, elaseos que tanto la isoforma A como la
isoforma B del RP, intaccionarian con el RE Teniendo en cuenta que no hay
evidencias previas donde describan estaraccion a nivel nuclear, nos centramos en
estudiar este mecanismo. En cultivos primarios de células epiteliales C4-HD, la
interacciéon entre el RP y el REesta regulada por el MPAI progestageno induce la
colocalizacion nuclear entre ambos receoatcanzando un pico a los 30 minutos post
estimulo. Ademas, los receptores que forman parte de este complejo, se encuentran
fosforilados por el tratamiento con el MP sugiriendo que podrian estar activos
transcripcionalmente. Estos resultados fuesproducidos en las células humanas T47D,
donde el MPA también fue capaz de inducir la interaccion entre el RP yoeEREI
ndcleo celular, alcanzando un maximo a los 1@ubtais post estimulo. Estos resultados, se
ven reforzados dado que vimos el mismo mecamison diferentes anticuerpos contra los
receptores totales, o sus formas fosforiladzge mencionar, que uno de los anticuerpos
utilizados, que reconoce al RP total (Ab7, Nadkers) se describid como especifico para
la isoforma A del RP en ensayos de IFgii@ndula mamaria de ratén, mientras que es
capaz de detectar ambas isoformas del RRM®(Aupperlee et al., 2005b). Por lo tanto,
en los experimentos de colozakion de receptordmrmonales por IF psentados en esta
tesis, podemos concluir que el REsta interactuando fisicamerdn el ndcleo celular con

el REx en un mecanismo regulado por MPA. Dmbs encarar experimentos de este tipo
con anticuerpos especificos para elgRR pesar de esto, losnsayos de IP y WB,
demuestran que ambas isoformas depRiiciparian en dha interaccion.

Si bien no observamos colocadon citoplasmética con el REes importante
recordar que esta reportada la interaccion entge &fPavés de los sitios ERID, y no con
RPa, por lo tanto nuestros resultados ntagan en contraposicion con losMegliaccio y
col. y Ballaré y cal que indicaban una interaccion citosélica entre lg RRl REx
(Migliaccio et al., 1998; Ballaret al., 2003). De manera talie deberiamos repetir estos
experimentos con un antiape que reconozca al RRspecificamente, e investigar si
podemos reproducir, por IF, los resultados Bakliaré y colreportaron con técnicas de IP
y pull-down Es interesante destacar, que pudimos apreciar marcacién para el RP en la

membrana celular por IF, con dos antipes diferentes,no que reconoce al RRotal
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(Ab7), y otro que reconoce ambas isoformas fosforiladas en Ser294. Esta Ultima
marcacion se observé incrementada parathmiento con MPA, corroborando ademas,
los resultados obtenidos por la Dra MC Bottino en su tesis doctoral, quien incluso fue
capaz de detectar al BEen membrana celular. Por tanto, no podemos descartar la
formacion del complejo RP-REen el citoplasma en este dado. Estudios en curso estan
evaluando la colocalizacion de amlveseptores en la membrana celular.

Por otro lado, confirmamos la presencia debRia la interaccion con el RP, y la
dindmica de este proceso cuando tratamosutisros epiteliales C4-HD con E2 o ICl en
presencia de MPA. Tanto la hormona, comaréihormona inhiben la interaccion entre
ambos receptores promovida por el MPA. Sin embargo, la participacion del
antiprogestageno en este proceso es masoventida. EI RU 486 no parece bloquear la
capacidad de ambos receptores de interactual mincleo celular. Edoncepto clasico por
el cual el RU 486 debe hacer exactamentaplaesto al progestageno no parece ser valido
en este caso. A favor de esto, podemeardque ya hemos visto acciones del RU 486
similares a los progestagenos, ¢jeaen que ver con inducirdtorilacion del RP (Beck et
al., 1996; Clemm et al., 2000), inducir el peégal ADN (Bottino et a| 2009; Edwards et
al., 1995; Leonhardt and Edwards, 2002; Gasal.et1998), y actuar como agonista en
ciertas condiciones celulares que éemue ver con sobreexpresion dekRRdemas, en
células epiteliales C4-HI hemos podido etsr activacion de MAPK, incremento en
ciclina D1, e incluso prolifexcion celular, con bajas conteiones de RU 486 (Tesis
doctoral Dra. MC Bottino)(Bottino et al2009). Por lo tanto, proponemos que varios
procesos intracelulares ditdos por el MPA o el RU86 pueden llegar a ser muy
similares, sin embargo la principal diferenentre ambos se daria a nivel gendmico. La
actividad transcripcional inducida por MPA e#taasociada a la teraccion del RP con
coactivadores, mientras que el RU 486 unidRR)] reclutaria corepsores inhibiendo la
expresion génica. De la sma manera, el antiprogestdgeno seria capaz también de
favorecer la formacién del complejo entre eloREel RP. La funcionalidad y actividad de
este complejo estaria supeddaa la accion del RU 486 ratdndo corepresores de la

transcripcion.
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Estroma tumoral y receptores hormonales

Un componente fundamental del estroma tumoral mamario, sddABs Estos
fibroblastos activados son capaces de promeVecrecimiento y desarrollo tumoral a
través de diversos mecanismos como likeeracion de factores de crecimiento, o
promoviendo la angiogénesis, migracion celylametastasis (Bhowmick et al., 2004;
Bhowmick and Moses, 2005).

Nuestro grupo demostré recientemente queClassderivados de tumores C4-HI
expresan mayores cantidades de FGR-gitro, que losCAFs provenientes de tumores
C4-HD. Ademas, vimos que est@AFs HI incrementan la proliferacion de células
epiteliales tumorales de forma mas significativa queCldBsHD, involucrando al FGF-2
como factor capaz de activar al RP en este proceso (Giulianelli et al., 2008a). Se demostrd
gue componentes de la membrana basal conteorimina y el colageo |V, sintetizados
principalmente por células estromales de la mama normal de ratén, regulan la expresion
del REx (Novaro et al., 2003). Sin embargo, no/ mucha literatura sobre la relacion
entre el estroma tumoral y la activacion de receptores hormonales. Recientemente se
demostré que factores derivados del estrala carcinomas de prostata, son capaces de
inducir proliferacion celular d& linea de cancer de préstatdCaP, via la fosforilacion
del AR por MAPK (Shigemura et al., 2009). Estesultados son bastante similares a los
reportados por nuestro grupo eh 2008, y en parte entestrabajo de tesis, donde
demostramos que el FGF-2 estromal partiégpan la activacion dé&tP induciendo asi el

crecimiento tumoral hormono-independiente.

En este trabajo de tssidemostramos que I@3AFs HI inducen de forma mas
significativa que losCAFs HD, la expresion, fosfdacion y activacion del RP,
involucrando al FGF-2 en este mecanismo. Ademas, utilizando ensayos de proliferacion
celular de co-cultivos entieglulas epiteliales C4-HD cdbAFsderivados de los mismos
tumores, demostramos que el incrementolaemproliferacion epglial a causa del co-
cultivo conCAFs pudo ser revertida por tratamientmdz2 e ICI. Incluso, observamos el
mismo efecto sobre la proliferacion inducida pb FGF-2 sobre ctiVos epiteliales C4-

HD y C4-HI, implicando al R&, ademas del RP, en este proceso. En este conjunto de
experimentos, vimos que I@3AFsno expresan receptores hormonales, indicando que el

efecto de estas hormonas/antihormonas en-eliltivo, fue especificamente sobre elRE
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de las células epiteliales tumorales. Observamos qu€Ads, ademas de inducir un
aumento en la expresion del RP, inducen también un incremento en los niveles de
expresion del R& Resultados recientes presentadodeetesis de licenciatura de M.
Riggio, demuestran que I@AFs via el FGF-2, son capacesidducir activacion de Akt.
Ademas, sabemos que esta via esta implicada en la fosforilacion y activaciomdpbRE

lo tanto, si bien habiamos visto gmevitro las células epiteliales tumorales HI ya tenian

un REx fosforilado en ausencia de estimulos, postulamos que el estroma tumoral podria

participar, al menos en parte, antener alta expresion de &REctivos.

Hipotesis de trabajo

Por todo lo expuesto hasta aqui, nuestra égi®tde trabajo sobre la participacion
del REx en el crecimiento tumoral C4-HD esta ejemplificada en las Figuras 4.1y 4.2. En
ausencia del MPA (Figura 4.1.A), hay altogeles de expresion del RP y bajos debRE
Los receptores se encontrarian inactivos uelor no crece dada su dependencia por el
progestageno para crecer. En presencid@®\ (Figura 4.1.B), este induce fosforilacion
y activacion del RP y del REen células epiteliales tumorales.

La existencia de mecanismos no gendmicos inducidos por MPA en asociacion con
el RP clasico en membrana celular, fue deszren este modelo y serian los responsables
de fosforilar a los receptores (Bottino et al., 2009; Carnevale et al., 2007). El RP activado
y unido a su ligando, traslocaria al nucleo domdgilaria la actividade genes asociados
a proliferacién celular, uniéndose a secuenBRE, como seria el caso de c-Myc o por
interaccion con otros famtes de transcripcion en sitio® PRE, como seria el caso de la
ciclina D1 (no se muestra este caso pgaaaer mas comprensible la figura). EI MPA
podria ademas inducir un aumento en la expresion de) e a su vez se fosforilaria en
forma ligando independiente por Akt y/o MAPIOtra alternativa es que los niveles
basales del Rk presentes en ausencia del MPAars fosforilados y activados por la
hormona, llevandolo a regular positivamente stesiat(no se muestra en la figura), y a su
vez induciendo la expresion del RP. Teniendowmnta que no haygliferacion celular si
no estan ambos receptores colocalizandelemicleo, proponemos que esta interaccion
podria ser imprescindible en los promotoresddeerminados genes claves en regular el
ciclo celular. No estamos en condicionesagegurar sobre qué secuencias promotoras

seria funcional este complejo, pero evidencias bibliogréficas sugieren que ciclina D1
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podria ser un buen candidaf®or otra parte, tampoco hempodido conclu sobre la
posible interaccion extranuclear de amtexeptores hormonales en este modelo.

El antiprogestageno RU 486 es capanihébir la prdiferacion celularin vitro y
el crecimiento tumorah vivo. A pesar que el RU 486 puedesencadenar fosforilacion
del RP y union de este a secuencias PRitjde un cambio conformacional en el RP que
lo lleva a interactuacon corepresores de la transci@p inhibiendo la expresion de
genes asociados al ciclo celular (como poregjgen para ciclina D1), e inhibiendo el
crecimiento tumoral (Bottino et al., 2009pin embargo, el RU 486 no inhibe la
interaccién entre el RP y el REPostulamos que la inhibdm transcripenal de este
complejo se deberia al reclutamiento de parsores, inhibiendo akd transcripcién de
determinados genes como el de la ciclina D1 (Figura 4.2.A).

Vimos que tanto el E2 como el ICI, inckn inhibicion en lgroliferacion celular
mediada por MPA tantm vivo comoin vitro. El E2 es capaz daducir fosforilacion de
su receptor, y unido a este,asociaria a promotores dengs regulados por la hormona.
El RP seria uno de los genes inducidos porAsEnismo, el E2 activaria vias apoptoéticas,
llevaria al Rk a degradacién (Soldati et al., 2009)pysacaria del complejo con el RP,
induciendo regresion tumoral. Vimos que emawues en crecimiento, la clasterina y el
PCNA, proteinas reguladas por elRé&ctivado probablemente en un mecanismo ligando
independiente, se encuentran altamente expaes&tlasterina es responsable de reclutar
Bax. En presencia de E2, la Clasterina dimye, se libera Bax y aumi la activacion de
caspasa 9, via el mecanismo intrinseco dpdtgtosis (Soldati et.al2009). Mientras que
el ICI, eliminaria al RE por degradacion, evitando su aitad transcripcional, y su

asociacion con el RP, llevando adgresion tumoral (Figura 4.2.B).

Nuestra hipoétesis sobre el crecimietumoral C4-Hl y la participacion del RE&
estd ejemplificada en la Figura 4.3. En dstmor, el estroma, en particular IGAFs
cumplen un rol muy importante en el crecim@tumoral. Sabemos que via la liberacion
del FGF-2, y probablemente otros factores, se activan cascadas de sefalizacion
citoplasmaticas como Akt y MAPK (tesis decénciatura M. Riggio, yesis Doctoral J.P.
Cerliani). Esta accion del estroma, llevaira incremento en los niveles de expresion,
fosforilacion y activacién del RP en célulaepiteliales, induciendo proliferacion celular
(Giulianelli et al., 2008a). Ade&is, sabemos que el FGFR-2, es capaz de traslocar al
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nacleo celular, e interactuar con el R#», un mecanismo regulado por MPA y FGF-2
(tesis Doctoral J.P. Cerliani). Resta condeduncionalidad y lgarticipacion del R& en
este complejo (Figura 4.3.A). En este tumor, losiREtarian activados en forma ligando
independiente, probablemente por los alta®les de Akt y/o MAPK activados, y estos
interactuarian con los RP activados por FGFe®ros factores de la misma manera en que
fue postulado para el tumor C4-HD.

La accidn del RU 486 sobre este tumorjessimilar a su accion sobre el C4-HD.
Se uniria al RP, cambiando su conformadigimensional, e induendo la asociacion
con corepresores de la trascripcion, inhid@ra expresion de genes proliferativos e
induciendo la regresion tumoral. Esta tesis vimos ademas que@#s-sson capaces de
incrementar los niveles de expresion deloREn células epiteliales. En estas células, el
REa se encontraria basalmente fosforilagocon la capacidad de interactuar con
secuencias ERE. La presencia de E2, llevaria al &&ctivar vias apdfticas, y a inducir
su degradaciéon (Soldati et.,aR009), inhibiendo el creciemto tumoral y la accion
proliferativa del estroma sobre el epitelVimos que el ICI también induce degradacion
del REx, y fue capaz de inhibir el crecimientortaral, aunque de forma menos eficiente
que en el tumor C4-HD {fura 4.3.B). Esto poth ser a causa de un &Bbasalmente
activo y asociado a la cromatina, menos dispenilalra interactuar con el ICI. Si bien no
estudiamos el mecanismo de interaccién entre el REl RP a nivel nuclear, vimos que

este complejo existe, al igual que en tumores C4-HD.
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Figura 4.1. Hipotesis de trabajo sobre la participacion del Re en el crecimiento del tumor C4-
HD enpresencia o ausencia del MPA.
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Figura 4.2. Hipétesis de trabajo sobre la participacion del R& en la inhibicion del crecimiento
tumoral C4-HD, por RU 486, E2 o ICI.
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Figura 4.3. Hipotesis de trabajo sobre la participacion del Re en el crecimiento del tumor C4-
HI.
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Estudios de expresion génica paicroarraysde ADN

El analisis de los genes regulados P#tA en tumores C4-HD revel6 que sélo 8
genes resultaron sobreexpresados de forma significativa por el progestadgeno, mientras que
encontramos 112 genes sobreexpresados isgmiimente en tumores donde habia sido
eliminado el MPA por 48 hs. Los genes queggron en este casestan asociados con
arresto del ciclo celular, apoptosis, y mecanis de remodelacion del endotelio vascular.

Lo cual resulta coherente en un tumor sitineslos proliferativos. Por otro lado, en el
grupo de genes regulados positivamente [d&YA encontramos fundamentalmente al
FGF-2. La capacidad de la Pg de regular taesis de este factate crecimiento fue
reportado en células de la granulosa yu&ro de rata (Peluso and Pappalardo, 1999;
Rider et al., 1997), indicando quemo de los mecanismos por los cuales el MPA podria
regular la proliferacién celular en tumores-BB, seria mediante la expresion del FGF-2.
Sin embargo, no podemos asegugiala expresion del FGF-2 pdiPA es a través de la
accion genomica del RP, o de forma indirecta lpoactivacion de vias de sefializacion
intracelular. Es interesante destacar dgieamostramos recientemente que el FGF-2
administrado en forma exdgena fue capaz de imitar al MPA y estimular el crecimiento del
tumor C4-HD (Giulianelli et al., 2008a). Lzarticipacion del RP easte proceso resultd
evidente luego de comorar que el antagonista del RPRU 486, inhibid el crecimiento
tumoral FGF-2 dependiente (tedisctoral J.P. Cerliani).

Resulta curioso que en quiescenciagesencia del MPA), encontramos un mayor
namero de genes sobreexpresados que en condiciones de crecimiento tumoral. Esto
sugiere que el crecimiento tumoral estatampafnado por pérdida de funciones mas que
por ganancias. O, que la regresion tumorallpa@usencia del MPA, implica la puesta en
marcha de nuevas funciones. Resultados sisilhan sido descriptos por otros, en la
regulacion hormonal en diferentes tejidost Bjgmplo, se demostré que el E2, actuando
via el REx en células MCF-7 reduce la expresiae 70% de todos los genes regulados
por la hormona (Frasor et al., 2003). Remlds similares se tlvieron con genes
regulados por E2 en el utede raton (Hong et al., 2004),cpn Pg en glandula mamaria
de raton (Fernandez-Valdivi al., 2008) o en endometrite monos (Ace and Okulicz,
2004).
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Posteriormente, determinamos un pedé expresion génica diferencial entre
tumores C4-HD y C4-HI. Cuando agrupamos mauestras tumorales de acuerdo a sus
perfiles de expresion génica, pudimosrroborar que ambas variantes tumorales
presentaron un patrén de expéesdiferencial. Resulta esperabjue en el pasaje de la
hormono-dependencia a la hormono-independdrayyan aparecido nuas funciones o se
hayan eliminado otras. Sin embargo, demastsaque esto no se deberia a un cambio en
la ploidia de los tumores (Fabris et al., 20@) analisis de los genes cuya expresion
resultd significativa en cada una de lagiares tumorales arrojo resultados muy
interesantes los cuales fueron profundizadgosndo analizamos especificamente el
estroma y el epitelio de cada tipo de tumardifmos determinar tres grupos de genes, uno
especificamente expresado en el estroma raimotro especificamente expresado en el
epitelio tumoral, y un tercer grupo conteniergknes que aparecir representados en
ambas poblaciones tumorales. Demostramodaqe el estroma como el parénquima del
tumor C4-HI, presentaron perfiles de expiasgénica diferencial en comparacion a las
mismas poblaciones en el tumor C4-HD.

Dentro de los genes sobreexpresadosifgigtivamente en el estroma HI en
comparacién al HD, encontramos ejemplds metaloproteasas, genes asociados a
mecanismos de respuesta a heridas, quimgiaextravasacion celular. Un conjunto de
genes gque se conocen expresados por comganestromales. Selsaque la transicién
de un estadio preinvasivo a uno invasivo temores de mama, esta asociado a la
expresion de varias metaloproteasas en ebrasttumoral, las cuales modifican la matriz
extracelular alterando la adh&siy movilidad de las células epiteliales (Ma et al., 2009;
Casey et al.,, 2009). Entre las MMPs que encontramos presentes en el estroma Hl,
validamos la expresion de la MMP9 y MMP13 por IF. Un componente fundamental del
estroma tumoral mamario son los fibroblasten particular los miofibroblastos o
fibroblastos activos, los cuales son capacgsrdeucir y modificar la matriz extracelular,
liberar factores angiogénicospyo inflamatorios, estimulda proliferacion e invasion de
células epiteliales tumorales. Todosecanismos similares a los producidos como
respuesta ante una herida (Radisky et 2007; Galie et al., 2005). Esto, sumado a
resultados de nuestro laboradoque indican la expresidon @etina de musculo liso por
los CAFs indica que el estroma C4-Hlgsenta fibroblastos activados

Dentro de los genes que encontramo®e@&éipos del parénquima tumoral, vimos

gue muchos de ellos ya bian sido reportados como rges expresados en células
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epiteliales, y mas aumgegulados por el RP, validande esta manera los resultados
obtenidos. Entre ellos podemosar a Steap o Plk2, sobreex@ds en el epitelio HI y
regulado por el RP en células T47D. Caldaabdl, por otra part&stan sobreexpresados
en el epitelio HD, y se gron regulados por progestagemoscélulas T47D. Los genes
para Pdgfc y Runx2, sobreexpresadignificativamente en @pitelio HI, fueron luego
validados por IHQ. Como se describid previatee el Pdgfc es un factor de crecimiento
guimioatractante de fibroblastos capaz de iitden éstos la secrecion de FGF-2. Por
ende, creemos que este puedewebuen candidato para reclu@AFs inducido por
células epiteliales C4-HI. Propanes la existencia de uoop paracrino por el cual el
Pdgfc secretado por el epiteHI estaria reclutand€AFs e induciendo la sintesis del
FGF-2 por parte de los fibroblastos. EsteFFZactuaria sobre el epitelio, favoreciendo la
proliferacion tumoral e induciendo la sintesis del Pdgfc.

Otro de los genes sobreexpresadosuemores C4-HD en comparacion al C4-Hl,
fue el FGF-2. El andlisis de las poblacionesedipies y estromalesdicd que este factor
se encontraria expresado en ambas. Estda#@spareceria inverso a evidencias previas
de nuestro laboratior que indicaban alta expresion @AFs in vitrq derivados de tumores
C4-HIl. Hay que tener en cuergae en nuestro andlisis entouo, los estudios se habian
hecho en ausencia de MPA, en cambio el estroma en los ensayaarays,proviene de
tumores creciendm vivo en donde se encuentra estimulgdo las células epiteliales del
tumor C4-HD en presencia del MPA. Es proleaque el tumor C4-Hutilice el FGF-2
estromal mientras que en el C4-HD, el MPWuzca la sintesis de FGF-2 en el epitelio,
ademas de la expresiéon estromal. Es posjo&een estos ultimos la vida media a&tNA
para FGF-2 sea mucho menor que en tesddD, por eso las diferencias con los
microarrays Por otro lado, puede existir una regudaca nivel proteico. Y que el FGF-2
se degrade mas rapidamente en los tumores HD. Se sabe que existe una intima relacion
entre FGFs y MMPs. Ya sea, los factorexeximiento regulando a las metaloproteasas
(Onguchi et al., 2009; Pintucet al., 2003; Xie eal., 2008), o a la invea, las proteasas
haciendo mas disponible a los FGFs (Ardalet 2009; Onguchi et al2009; Tholozan et
al., 2007). De esta manera, podemos suponerequ®s tumores HIl, a pesar de tener
menosmRNApara FGF-2 que los HD, tendrian mayisponibilidad defactor dada la
alta expresion de metaloproteasas. En elddDnuy probable que el FGF-2 esté regulado
en respuesta al MPA tal como quedo demostrado micsdarray donde comparamos C4-
HD con MPAvssin MPA.
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Conclusiones particulares
Capitulo |

e En este trabajo de tesmemostramos que el MPA ebkelos nivelesde expresion
del REx e incrementa su fosforilacion en tumores C4-HD crecieindwivo,
mientras que no tiene efecto sobre los tumores C4-HI, donde ya esta basalmente
fosforilado.

e Demostramos en células epiteliales C4-Hi vitro, que el MPA induce
fosforilacion del Rla en Serl18 y Serl67, involucrando a las vias de PI3K/Akt y
MEK1/MAPK en este proceso. Ademas, induce el pegado deld&R&l elemento
de respuesta consenso en el ADN (ERE).

e En células epiteliales C4-HI mantenidas condiciones de quiescencia, eloRE
presentd altos niveles de fosforilaci@onsistente con una elevada capacidad de

unirse al ERE; procesos que no fueatterados con el agregado del MPA.

Esos resultados sugieren que eloREe encontraria activado basalmente en
tumores C4-HI, y que esta activacion es ficgnte por si solapara gatillar la
proliferacion celulain vitro. En tumores C4-HD, en canahisu activacion y regulacion

estaria influenciada por &Edministracion del MPA.

e Demostramos que el antiestrégeno puro t€tujo significatiamente los niveles
de expresion del RE inhibiendo la proliferaciortelular mediada por MPA en
cultivos primarios de células epiteliales C4-HD y C4-HI; siendo estos ultimos,
menos sensibles a la inhibicion.

e En ambos casos, luego de 24 hs de trataim con el IC| saletecto la presencia
del RP, sugiriendo que la inhibiciébn engeoliferacion celula observada, no se
debid a una ausencia del RP. Lo misme&glo para la accion del E2, que reduce
la expresion de su receptor, incremdotaniveles del RP e induce inhibicion del
crecimiento celular.

e En cultivos primarios de ambos tumores, la inhibicibn del mensajero del RE
mediante el uso de wiIRNA especifico, provocd la reduccidén en los niveles de
expresion del R&, afectd parcialmente la exg®mién del RP, e inhibi6o la

proliferacion celular mediada por MPA.
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In vivo, el ICI indujo una regresién comapa del tumor C4-HD creciendo con
MPA, mientras que inhibi el crecimiento autbnomo del tumor C4-HI, en

concordancia con los resultados obtenidostro.

De esta manera, concluimos quealetivacion ligando independiente del &RE

estaria involucrada en la proliferacion adulas epiteliales C4-Hihducida por MPA, y

en células C4-Hin vitro. In vivo, en el tumor C4-HlI, la déwacién ligando independiente

del REx seria constitutiva o al menos MPA-ipgadiente, mientras que en el HD seria

inducida por el progestageno.

Demostramos una interadai nuclear entre el REy el RP en tumores C4-HD y
C4-HI creciendan vivo, y en células epiteliales C4-HB vitro, en un mecanismo
regulado por MPA.

La interaccion nuclear de ambos recemdiee también observada en la linea de
cancer de mama humano T47D.

El E2 y el ICI disminuyeron lanteraccion nudar entre el R& y el RP mediada
por MPA en células epiteliales C4-HRn condiciones experimentales en las
cuales ambos compuestos inhiben peoliferacion celudr. Corroborando la
participacion del R& en dicho complejo. Curiosamente el RU 486 si bien es
inhibitorio de la prolieracion celular, no afecté lateraccion entre ambos

receptores mostrando un efeagonista al del MPA.

Estos resultados sugieren que ademéasatecepto clasico por el cual el REes

necesario para inducir la expresion del, RRa interaccion fisica nuclear entre ambos

receptores seria necesaria para activar reggugehomicas mediadper el RP. Por otra

parte, estos resultados demuestran queflestos inhibitorios del RU 486 son debido a

fendmenos posterior@sdicha interaccion.

Demostramos la participacion del estroma tumoral Hl, en particul&Aés Hl,
en la fosforilaciory activacion del RP.
La expresion del Rie y del RP, se vid incrementada en células epiteliales

tumorales en co-cultivo cdDAFs
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e Demostramos en cultivos primarios, gsefales proliferativas mediadas por el

estroma tumoral, pudieron ser reveasgor el tratamiento con ICI o E2.

Los resultados indican que el 8Eademas del RP, seria relevante también en la

regulacioén de la proliferacion celulmediada por el estroma tumoral.

Capitulo Il

e En los estudios dmicroarraysde ADN con tumores C4-HD creciendo con MPA,
o0 en ausencia del mismo, detectamosparfil de expresion génica diferencial
regulado por el progestageno.

e Un ndmero mayor de genag encontraron significativaante expresados en el
tumor C4-HD sin MPA, en comparacién al tumor creciendo en presencia del

mismo.

Estos datos sugieren que el crecimiento tumoral HD, estaria acompafado por
pérdida de funciones mas que por gananciasju®,la regresion tumoral por la ausencia

del MPA implica la puesta en marcha de nuevas funciones.

e Encontramos diferentes ejemplos de geasociados con arrestlel ciclo celular,
apoptosis, y mecanismos de remodelacidreddotelio vascular, en el tumor C4-
HD sin MPA. Mientras que en el tumoreciendo en presencia del MPA, vimos
una expresion significativa del FGF-2.

Estos resultados indican, por undda una coherencia entre los genes
sobreexpresados en ausencia del MPA y la f#dt estimulos proliferativos mediados por
la hormona en el tumor C4-HD. Y ademas, nos hace suponer que uno de los mecanismos
por los cuales el MPA estimula proliferacion celular en este tumor, podria ser via la
sintesis del FGF-2.

e Detectamos un perfil de expresion génidarencial entre tumores C4-HD y C4-
HI, lo que luego fue profundizado con elédésis particular de las poblaciones
estromales y epiteliales de cada tumor.
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e Pudimos establecer diferencias entregagnquimas de tumores C4-HD y C4-Hl,
en sus patrones de expresion génica.

e Genes relacionados a procesos metat®liy a factores quimiotacticos, se
encontraron sobreexpresados en el epitdlioMientras quegenes relacionados a
ciclo celular y a la via de sefalizacién pnt, aparecieron sobreexpresados en el
epitelio HD.

e Confirmamos que el estroma del tumor-KBles diferente del estroma del tumor
C4-HD, en su patron de expresion génica. Alta expresiometaloproteasas y
genes relacionados a mecanismos deragfm de heridas y quimiotaxis, se

encontraron en el estroma C4-Hl.

Estos resultados sustentan la hipotesis de la participacion del estroma en la
adquisicién del fenotipo HI. Ya que cambies el compartimiento estromal podrian

causar cambios en las sefiales paracrinasnqddiquen el comportamiento del tumor.
Conclusion general

En este trabajo de tesis demostramosumaediferencia importante entre el tumor
C4-Hl y el tumor C4-HD radica en la expresion deloRIEste se encuentra altamente
expresado y activado en los HI, mientras que en el tumor HD, el tratamiento con MPA
induce la expresion y activacion del recepisto implica que existirian niveles del RP
constitutivamente expresados en el tur@d-HD, es decir no regulados por elRESin
embargo, el tratamiento con E2 puede auarantas aun los niveles del RP, indicando que
podria haber upool de RP basalmente expresadotro inducible por el Ric A lo largo
de la tesis quisimos investigar qué rol cumple eb.RE este modelo experimental. Los
resultados obtenidos apuntan a que no seriam@nte una funcion pasiva de incrementar
el pool del RP, sino que seria necesaria unaaotaon fisica entre ambos receptores para
estimular la proliferacion celular. Si biesta interaccion a nivel citoplasmatico ha sido
descripta por otros autores, nuestros radol sugieren que existiria una interaccion
nuclear entre el REy el RP. Condicionede crecimiento celular estan asociadas a mayor
colocalizacion entre ambos, mientras quiiagiones de inhibicion celular estarian
asociadas a una disminucién en estaaaipacion, exceptuando lesectos del RU 486

gue se comportaria como un agonista progestal en estas primeras etapas y su accion
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antagonista se daria inhibiended la expresion géra de por €j, ciclia D1. Estudios en
curso determinaran si esta colocalizacion egseria para la activacion del gen de ciclina

D1, clave en la regulacion depeoliferacion celular en este modelo.

Por otra parte, hemos demostrado que log,Remas de los RP, participan en el
crecimiento tumoral mediado por el estrorsagiriendo que este podria ser también el
responsable de mantener undR&ctivado. Otra posibilidad es que cambios intrinsecos en
la célula tumoral HI, sean los responsables de mantenerwah&kado, y que el estroma
participe solo en la activaciael RP. Sabemos que la via de Akt es de suma importancia
para el crecimiento del tumor C4-lil vivo, que el Akt es capaz de fosforilar al &REy
que el Rk es indispensable para el crecimientmaual. Aun falta determinar el orden de
esta cadena de eventos.

Estos resultados, en conjunto con aquelleportados en lgesis doctoral de
Caroline Lamb, sugieren que el estromalate tumores C4-HD debia ser diferente al
estroma del tumor C4-HI. En los estudios rderoarrays de ADN, demostramos por
primera vez diferencias entre ambos componergzemal y epitelial a nivel de expresion
génica. El estudio de proteinas claves naomjtiea dilucidar qué diferencias existen entre
las células epiteliales de los tumores HI cespecto a las de los HD, que les permiten a
las primeras, reclutar un estroma diferelmeénte activado y capaz a su vez de favorecer
el crecimiento HI. EI PDGFc pareceria seibuen candidato. Est@gocimiento permitira
el abordaje de terapéuticds apoyo para no sélo combinar tratamientos cuyos blancos
sean el Rk y el RP, sino también aquellos jerarquicamente implicados de la interaccién

epitelio-estroma tumoral.
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-

C4-HD +MPA (1) -
C4-HD +MPA (2) -
C4-HD +MPA (3) —
C4-HD +MPA (4) -
C4-HD +MPA (5) -

| C4-HD -MPA (1) -

| C4-HD -MPA (2)
C4-HD -MPA (3)
C4-HD -MPA (4) -

L=

uoissaldxe ueipall o} anpeRy

Figura 7.1. Agrupamiento de tumores C4-HD +MPAy C4-HD —MPA segun sus patrones de
expresion génica.Utilizamos los 112 genes, que luego del andlisis$ mostraron diferencias
significativas en su expresion entre las muestsgerimentales en presencia o ausencia del MPA.
Mediante las herramientas informatic&uster y JavaTreeview pudimos agrupar las muestras
tumorales y visualizar los resultados, respectignte. Cada columna representa una muestra
experimental, las filas representan los genes que se obtuvieron luego del analisis, y cada celda refleja la
mediana centrada de la intensidad de fluoresadiag2 Cy5/Cy3) del gen correspondiente earedy

apropiado. La intensidad de cada celda, represargapresion relativa de cada gen en cada muestra
experimental. Celdas en negro: genes que no eanmespecto a la mediana, celdas en rojo: genes
positivamente expresados, celdas en verde: genes negativamente expresados, celdas en gris: datos

perdidos para ese gen.
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Tabla 3.2.Genes diferencialmente expresados en tunso@4-HD en presencia o ausencia de MPA

Genes sobreexpresados en presencia|de Gene Genes sobreexpresados en ausencia fle Gene
Fold Fold
MPA symbol MPA symbol

fibroblast growth factor 2 Fgf2 3,54] aquaporin 5 Agp5 10,40

potassium large _conductance calcium-activated Kenmba 253 carbohydrate (N-acetylgalactosamine 4-0) Chst8 734

channel, subfamily M, beta member 4 sulfotransferase 8

similar to carbohydrate (chondroitin 4) LOC38179 241 relaxin 1 Rin1 6.15

sulfotransferase 13 6

3-oxoacid CoA transferase 1 Oxctl 2,1} growth arrest and DNA-damagesiucible 45 alpha Gadd45a 4,97

SoxLZ/Sox6 leucine zipper binding protein in testf{s  Solt 1,87 cannabinoiteceptor?2 (macrophage) Cnr2 4,81

glycosyltransferase 25 domain containing 1 26it1 1,82 transmembrane protein 86A Tmem§8 4,

cDNA sequence BC005764 BC00576¢4 1,6f tiogsis, nephropathic Ctns 4,14

protease, serine, 16 (thymus) Prss16 1,83 gaglatamyltransferase-like activity 1 Ggtlal 3,89
g)étochrome P450, family 3, subfamily a, polypeptifle Cyp3a2s 373
stanniocalcir? Stc2 3,63
growth arrest and DNA-damagieducible 45 gammg Gadd45g 3,5
ggpiaran sulfate (glucosamine) 3-O-sulfotransferage Hs3st3bl 3.46
heparan sulfate (glucosamine) 3-O-sulfotransferage 6 Hs39
protein kinase C, mu Prkcm 2,99
gelsolin Gsn 2,68
solute carrier family 12, member 4 Slcl2a4] 2,6
ring finger and KH domain containing 3 Rkhd3 2,6
peptidyl arginine deiminase, type Il Padi2 2,6
myosin, heavy polypeptide 14 Myh14 2,64
aspartoacylase (aminoacylase) 2 Aspa 2,
angiopoietin-like 4 Angptl4 2,44
hypoxia inducible factor 1, alpha subunit Hifla 2,2p
muscle and microspikes RAS Mras 2,1
proplony_I-Coenzyme A carboxylase, alpha Peca 213
polypeptide
Memol mediator of cell motility 1 Memol 2,07
myosin, heavy polypeptide 9, non-muscle Myh9 2,0
inhibitor of DNA binding 2 1d2 2,05
solute carrier family 5 @dium iodide symporter), Sic5a5 204
member 5
dickkopf-like 1 Dkkl1 2,03
dihydrouridine synthase 2-like (SMM1, S. cerev) Dus?2| 2,
tripartite motif protein 24 Trim24 1,96
inhibitor of DNA binding 3 1d3 1,94
muscle and microspikes RAS Mras 2,1
interleukin 7 receptor 17r 1,92
3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzymk lyase Hmgcl 1,92
amilo_riqle binding protein 1 (amine oxidase, coppgr- Abp1 1,02
containing)
solute carrier family 30 (zintansporter), member 1 Slc30al 1,9
Rap guanine nucleotide excharigetor (GEF)-likel Rapgefll 1,89
Bcl2-like 14 (apoptosis facilitator) Bcl2l14 1,86
oxysterol binding protein-like 3 Osbpl3 1,83
lung carcinoma myc related oncogene 1 Lmycl 1,
GLI pathogenesis-related 1 (glioma) Gliprl 1,8
dual specificity phosphatase 4 Dusp4 1,7
oligonucleotide/agosaccharide-binding fold
containing 2A Obfc2a 1,78
transmembrane protein 213 Tmem?21] 1,4
ATPase, Na+/K+ transpomtj, beta 3 polypeptide Atplb3 1,79
oxidative stress induced growth inhibitor 1 Osginl] 1,7
scavenger receptor class B, member 2 Scarbp 1
phosphatidylinositol transfer protein, alpha Pitpna 1,]
potassiunvoltage-gated¢hannel, delayed-rectifier,
subfamily S, member 3 Kcns3 1,73
solute carrier family 25, member 36 Slc25a3 1,7
Trp53 inducible protein 11 Trp53ill 1,71
DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member 4 Dnajb4 1,
purinergic receptor P2X, ligal-gated ion chanhe P2rx5 1,70
transcription factor 12 Tcfl2 1,67
TNF receptor-associatddctor3 interacting pratinl Traf3ipl 1,67
CD24aantigen Cd24a 1,66
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C4-HD +MPA (1)
C4-HD +MPA (2)
C4-HD -MPA (1)
C4-HD +MPA (3) =
C4-HD +MPA (4)
C4-HD +MPA (5) -
C4-HD -MPA (2)
C4-HD -MPA (3)
C4-HD -MPA (4) —

C4-HI (7)

3 2 - 0 1 2 3

Relative to median expression

Figura 7.2. Agrupamiento de tumores C4-HI, C4-HD+MPA y C4-HD —MPA, segln sus patrones

de expresién génicaltilizamos los 6418 genes, que luego del analisisSgdvl mostraron diferencias
significativas en su expresién entre las muasstexperimentales. Mediante las herramientas
informaticas Cluster y JavaTreeview pudimos agrupar las muestras tumorales y visualizar los
resultados, respectivamente. Cada columna represeatauestra experimental, las filas representan

los genes que se obtuvieron luego del analisis, y cada celda refleja la mediana centrada dddd intens

de fluorescencia (log2 Cy5/Cy3) del gen correspondiente amagl apropiado. La intensidad de cada

celda, representa la expresion relativa de cadaegerada muestra experimental. Celdas en negro:

genes que no cambian respecto a la mediana, celdas en rojo: genes positivamente expresados, celdas en
verde: genes negativamente expresados, celdas en gris: datos perdidos para ese gen.
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Tabla 3.3. Genes diferencialmente expresados entre tumores C4-HI y C4-HD creciendo con MPA

Genes sobreexpresados en tumorgs Gene Genes sobreexpresados en tumores C4-HD Gene
Fold Fold
C4-HI symbol +MPA symbol
sclerostin domain containing 1 Sostdcl 127}4chloride channel calcium activated 3 Clca3 60,p6
melanoma antigen Mela 31.5] cytochrome P45®jl{e2, subfamily f, polypeptide 2 Cyp2f2 44,3
solute carrier family 47, member 1 Slc47al 12.9 transmembrane protein 16A Tmeml6q 36|62
aguaporin 5 Agp5 9.4 defasin beta 1 Defbl 26,43
inactive X specific transcripts Xist @. alkaline phosphatase 2, liver Akp2 25,95
G protein-coupled receptor 177 Gprl7]f 8.5 matrixGla protein Mgp 21,28
tmu;nnc:gg:eclzr§’03|s factor receptor superfamily, Tnfrsflo 8.1 peptidery Pyy 2025
ceruloplasmin Cp 7.6 melanoma associated antigen (mutated) 1-like 1 Mum1j1 1B,75
i)loo calcium binding protein A8 (calgranulin S100a8 7.4 | oncoprotein induced transcript 1 Oitl 16,99
platelet-derived growth factor, C polypeptide Pdgfd 6.9 reproductive homeobox 2 Rhox2 16,31
fructose bisphosphatase 2 Fbp2 6.4 calcitonin/calcitonin-relategolypeptide, alpha Calca 16,1
roundabout homolog 1 (Drosophila) Robo]] 0 6. | fibrinogen, gamma polypeptide Fgg 15,34
insulin induced gene 1 Insigl 5.6 myosin, light polypeptide 7, regulatory Myl7] 14,44
adenylate cyclase 2 Adcy2 5.5 keratin complex 1, acidic, gene 15 Krtl-15 3,34
six transmembrane epithelial antigen of the Steap1 55 | scinderin Scin 12,94
prostate 1
chemokine orphan receptor 1 Cmkor 5.4 intelectira Itiha 12,07
serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade f\, Serpina3g 51 mannosidase 1, alpha Manla 11,86
member 3G
transmembrane protease, serine 2 Tmprgs2 4.9pota55|um large ponductance calcium-activated Kenmb4 11,81
channel, subfamily M, beta member 4

latrophilin 2 Lphn2 4.9 myeloideukemia factor 1 MIfl 5,39
glycoprotein mé6b Gpmé6b 4.9 | fibroblast growth factor 2 Fgf2 5,28
serum amyloid A 3 Saa3 4.8 complemennponent 4B (Childo blood group) C4b 5,24
neurobeachin Nbea 4.7 cadherin EGF LAG\sn-pass G-type receptor 1 Celsrl 5
cyclin-dependent kinase inhibitor 1B (P27) Cdlnl 4.6 indoleamine-pyrrol2,3 dioxygenase Indo 5,17
polo-like kinase 2 (Drosophila) Plk2 4.5 | phosphodiesterase 2A, cGMP-stimulated Pde2al 5]13
insulin-like growth factor 2eceptor Igf2r 4.3 FMS-like tyrosine kinase 1 Fltl 5,09
neuropilin (NRP) and tolloid (TLL)-like 2 Neto2 4.3 | solute carrier family 26, member 4 Slc26a4 5@
adrenergic receptor kinase, beta 2 Adrbkp 4. ADP-ribosyltransferase 3 Art 5,00
synaptotagmin-like 2 Sytl2 4.1 acyl-CoA thioesterase 5 Acot5 4§92
aortic preferentially expressed gene 1 Apegl 3.9 ADP-ribosylation factor 4-like Arfl4 4,91
carboxypeptidase X 2 (M14 family) Cpxm2 93. | glutathiongoexidase 2 Gpx2 4,87
TNF receptor-associated factor 3 interacting Traf3ipl 3.9 gamma-aminobutyric acid (GABA-C) receptor, subuhit Gabrrl 483
protein 1 rho 1
calcium channel, vqltage-dependent, Cacna2d3 3.8 NKG6 transcription factolated, locus 3 (Drosophila) Nkx6-3 4,8(
alpha2/delta subunit 3
neuronal guanine nucleotide exchangedact Ngef 3.8 apolipoproteiR Apof 4,79
SET and MYND domain containing 3 Smyd3 3.8 homeo box B13 Hoxb13 4,78
single-stranded DNA binding proteih Sshp2 3.7 glutathioneS-trarsferase, theta 2 Gstt2 4,44
small cell adhesion glycoprotei Smagp 3.7 polycystickidneydisease 2-like 1 Pkd2l1 4,44
anthrax toxin receptor 1 Antxrl 3.7 apopsgeassociated tyrosine kinase Aatk 4,3B
transcription elongation factor A (Sll), 3 Tcea3 7 3. | ribosomal protein S6 kase-like 1 Rps6kil 4,34
angiopoietin 2 Angpt2 3.3 | desmuslin Dmn 4,33
chemokine (C-X-C motif) ligand 1 Cxcll 3.1 g«reor?;ilnsome proliferator activated receptor binding Pparbp 4,33
phospholipase C, beta 1 Plcbl 3.1} protein kinase C, mu Prkcm 4,18
If]\_N density lipoprotein receptor-related proteir Lrp1l 31 growtthormonereceptor Ghr 2.93
matrix metallopeptidase 3 Mmp3 3.0] matrix metallopeptidase 2 Mmp?2 2,81
matrix metallopeptidase 13 Mmp13| 52. | coagulation factor Ill F3 2,57
beta-gamma crystallin domain containing 3 CrybgB 5 2.] procollagentype VI, alpha 1 Col8al 2,57
gle(svlitsr:rghr;cen;cf)lgg%g%r)nﬂr;;](t;r;tra:llnlng, family Plekhgl 2.5 zinc finger with KRAB and SCAN domains 1 Zkscan] 256
runt related transcription factor 2 Runx2 2.5 carbonyl reductase 2 Cbr2 2,56
syndecan 4 Sdc4 2.4 EGL nine hmolog 2 (C. elegans) Egln2 2,54
cold inducible RNA binding protein Cirbp 2.4 platelet-derivedgrowth factor receptor-like Pdgfrl 2,55
cyclin-dependent kinase 6 Cdk6 2.4 hepgte nuclear factor 4, gamma Hnf4g 2,0B
matrix metallopeptidase 8 Mmp8 2.2 ] phosphatase and tensin homolog Pten 2,p5
S100 calcium binding protein A4 S100a4 1.9 dynamih Dnml 2,03
stromal cell derived factor 2 Sdf2 1.8] acyl-CoA thioesterase 1 Acotl 2,03
matrix metallopeptidase 9 Mmp9 1.8] breast cancer anti-estrogen resistance 3 Bcar3 397
connective tissue growth factor Ctgf 1.6 granzymeé\ Gzma 1,97
vascular endothelial growth factor B Vegfb 1.5 hypoxia-inducibléctor1, alpha subunit inhibitor Hiflan 1,77
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Tabla 3.4. Genes diferencialmente expresados entre tumores C4-HI y C4-HD -MPA

Genes sobreexpresados en tumores Gene

Genes sobreexpresados en tumores C4-HD Gene

C4-HI symbol  Fold -MPA symbol O
sclerostin domain containing 1 Sostdcl 109 8&hloride channel calcium activated 3 Clca3 77,p4
melanoma antigen Mela 29.5 transmembrane protein 16A Tmeml6a 6,72
i)loo calcium binding protein A8 (calgranulin S100a8 75 %tochrome P450, family 3, subfamily a, polypeptide Cyp3a2s 32,89
G protein-coupled receptor 177 Gprl77 0 7. cytochrome P450, family 2, subfamily f, polypeptide 2 Cyp2f2 25|57
ceruloplasmin Cp 7.0 melanoma associated antigen (mutated) 1-like 1 Mum1l1 20,85
fructose bisphosphatase 2 Fbp2 6 6.] mannosidase 1, alpha Manla 20,33
roundabout homolog 1 (Drosophila) Robol 0 6.] alkaline phosphatase 2, liver Akp2 19,41
insulin induced gene 1 Insigl 5.9 peptide YY Pyy 18,09
tumor necrosis factor receptor superfamily, Tnfrsf19 5.4 reproductive homeobox 2 Rhox2 17,11
member 19
six transmembrane epithelial antigen of the Steapl 53 | scinderin Scin 15,12
prostate 1
serum amyloid A 3 Saa3 5.1 keratimgaex 1, acidic, gene 15 Krtl-15 14,71
cyclin-dependent kinaseliibitor 18 (P27) Cdkn1b 5,0 | carbohydrate (N-acetylgalactosamine 4-0) Chst8 12,85

sulfotransferase 8
leucine rich repeat neuronal 6A Lrrn6a 05. | oncoprotein induced transcript 1 Oitl 12,18
platelet-derived growth factor, C polypeptide Pdgfc 4.9 solute carrier family 35, member F3 SlIc35f3 12,16
inactive X specific transcripts Xist . protein kinase C, mu Prkcm 12,05
arginase 1, liver Argl 4.6 myosin, light polypeptide 7, regulatory Myl7 11488
chemokine orphan receptor 1 Konl 4.6 relaxi 1 RIn1 11,87
neuropilin (NRP) and tolloid (TLL)-like Neto2 4.5 | cingulin-like 1 Cgnll 10,49
adenylate cyclase 2 Adcy?2 4.3 glutamate-amia ligase (glutamine synthetase) Glul 10,B3
DIX domain containing 1 Dixdcl 3. defensin beta 1 Defbl 10,16
neurobeachin Nbea 4.2 procdlagen C-endopeptidase emcar protein Pcolce 10,0
g?up;fs’g?iéﬂ%ggﬂ;ifg?ﬁ%gﬂgﬁ:}: 1 Citedl 4.2 bonenorphogentic protein 3 Bmp3 7,25
carboxypeptidase X 2 (M14 family) Cpxm2 4.1] growth arrest and DNA-damageducible 45 gamma Gadd45g 6,6
insulin-like growth factor 2 receptor Igf2r 3.3] calcitonin/calcitonin-relatedolypeptide, alpha Calca 5,6
single-stranded DNA bindg protein 2 Ssbhp2 3.2 | growth arrest and DNA-damagesdiucible 45 alpha Gadd45a 5,3
CCR4 (_:arbon catabolite repression 4-like (S. Ccrn4l 3.2 VorWillebrand factor homolog Vwf 4,06
cerevisiae)
anthrax toxin receptor 1 Antxrl 3.2 epithelial stromal intaction 1 (breast) Epstil 4,01
ubiquitin specific peptidase 3 Usp3 3.2 fibroblast growth factor 15 Fgfl5 3,77
glycoprotein mé6b Gpm6b 3.1 gene regulate@blyogen in breast cancer protein Grebl 37
aortic preferentially expressed gene 1 Apegl 3.1 nuclear antigen Sp100 Spl100 3,7
angiopoietin 2 Angpt2 3.1 | synaptonemal complex central element protein 2 Syce2 454
matrix metallopeptidase 3 Mmp3 3.1] matrix metallopeptidase 2 Mmp2 3,5
odd Oz/ten-m homolog 1 (Drosophila) 0dz1 2.9 platetzived growth factoreceptor-like Pdgfrl 3,51
wingless-related MMTV integration site 6 Wnt6 52. | apoptosis-associated tyrosine kinase Aatk 3pl
gcyI—CoA synthetase long-chain family member Acsl3 24 Iri1|1(?e():rophage stimulating 1dpatocyte growth factor- Mst1 3.28
matrix metallopeptidase 10 Mmp10 2.4 ATPase, class |, type 8B, member 1 Atp8b1l 3,37
cAMP responsive element binding proté&i Creb5 2.3 prion protein Prnp 3,26
secreted frizzled-related sequence protein 2 Sfrp2 2.3 glutathionperoxidase 2 Gpx2 3,25
runt related transcription factor 2 Runx2 2.4 tocopherol (alpha) transfer protein Ttpa 3,0p
nuclear factor 1/B Nfib 2.3 | hypoxia inducible factor 1, alpha subunit Hifla 3,0p
wingless related MMTV integration site 10a Wntl0a 2.3 ornithine decarboxylasstructural 1 Odcl 3,01
angiopoietin-like 6 Angptl6 2.2 yptase alpha/beta 1 Tpsabl 2,86
proteolipid protein 2 Plp2 2.2 early growth response 1 Egrl 2]85
thioesterase superfamily memizer Them2 2.2 calbindin2 Calb2 2,85
chromatin assembly factor 1, subunit B (p60) Chaflb 2 coagulation factor Il F3 2,79
chemokine (C-X-C motif) receptor 6 Cxcré 2.2 growth hormone receptor Ghr 73
vascular endothelial growth factA Vegfa 2.1 hepatocyte nadr factor 4, gamma Hnf4g 2,73
transforming growth factor alpha Tgfa 2.1 aldehgébydrogenase family 1, subfamily A1 Aldhlal 2,49
matrix metallopeptidase 25 Mmp25 1.9 macrophage stimulatingrceptor (c-met-related Mst1r 2,32

tyrosine kinase)
matrix metallopeptidase 9 Mmp9 1.7 phosphatase and tensin homolog Pten 2,21
connective tissue growth factor Ctgf 1.6§ nuclear receptor co-repressor 2 Ncor2 2,48
bone morphogenetic protein 2 Beh 15 Maxprotein Max 2,08
Fanconi anemia, complemetite group L Fancl 1.5 Trp53 inducible protein 11 Trp53ill 1,99
mitochondrial ribosome recycling factor rivl 15 mast cell protease 4 Mcpt4 1,99
cyclin | Ccni 1.5 estrogen related receptor, alpha Esrra 1]99
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Figura 7.3. Agrupamiento de las muestras estimales y epiteliales obtenidas pdtCM a partir de
tumores C4-Hl y C4-HD +MPA, segun ss patrones de expresion génicéltilizamos los 413 genes
especificos del estroma y los 1100 genes espectfadapitelio, obtenidos luego de comparar los genes
gue mostraron diferencias significativas enespresion en cada coempmento tumoral poSAM
Mediante las herramientas informatic&@uster y JavaTreeview pudimos agrupar las muestras
estromales (izquierda) y epiteliales (derecha)yisualizar los resultados respectivamente. Cada
columna representa una muestra experimental, las filas representan los genes que se obtgeaeron lu
del andlisis, y cada celda reflejanteediana centrada de la intensidad de fluorescencia (log2 Cy5/Cy3)
del gen correspondiente enatay apropiado. La intensidad de cadelda, representa la expresion
relativa de cada gen en cada muestra experimentda<Cen negro: genes que no cambian respecto a la
mediana, celdas en rojo: genes positivamente expresados, celdas en verde: genes negativamente
expresados, celdas en gris: datos perdidos para ese gen.
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Tabla 3.6. Genes espéicamente expresados en el estroma HD o HI

Genes sobreexpresados en el estroma Hl

matrix metalloproteinase 10

carboxypeptidase X 2 (M14 family)

programmed cell death 1

killer cell lectin-like receptor, subfamily A, member 2
angiopoietin 2

T cell receptor gamma chain

chemoakine (C-X-C motif) receptor 6

EH-domain containing 3

RIKEN cDNA 1100001H23 gene

cDNA sequence BC034097

CDA48 antigen

killer cell lectin-like receptor, subfamily D, member 1
matrix metalloproteinase 13

RIKEN cDNA 0610007L05 gene

cholesterol 25-hydroxylase

interleukin 12 receptor, beta 1

nidogen 2

matrix metalloproteinase 9

procollagen, type Xlll, alpha 1

RIKEN cDNA 0610012K22 gene

DNA segment, Chr 7, Brigham & Women's Genetics 0421
expressed

RIKEN cDNA 2210407C18 gene

hexosaminidase B

tissue inhibitor of metalloproteinase 3

elastin microfibril interfacer 3

B-cell leukemia/lymphoma 2 related protein Alb

serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade G, member 1
CD244 natural killer cell receptor 2B4

cytotoxic T lymphocyte-associated protein 2 alpha

protein tyrosine phosphatase, receptor type, C

CD79B antigen

cytotoxic T lymphocyte-associated protein 2 beta

CD8 antigen, alpha chain

protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 8
cell adhesion molecule 1

interleukin 1 beta

immunoglobulin superfamily, member 7
immunoglobulin superfamily, member 6
acetyl-Coenzyme A dehydrogenase, long-chain
serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade B, member 5
G-protein coupled receptor 25

hepatitis A virus cellular receptor 2

integrin beta 7

matrix metalloproteinase 3

cathepsin S

integrin alpha X

allograft inflammatory factor 1

CD72 antigen

immunity-associated protein

procollagen, type 1V, alpha 1

apelin

claudin 7

Rho GTPase activating protein 15

mitogen activated protein kinase kinase kinase 8
integrin alpha 8

glycoprotein, synaptic 2

progesterone receptor

fibroblast growth factor inducible 15

CD3 antigen, gamma polypeptide

leukocyte cell-derved chemotaxin 2
desmoplakin

CDA47 antigen (Rh-related antigenjntegrin-associated signal
transducer)

interferon gamma inducible protein 30

tumor necrosis factor

6,06
5,78
5,31
5,10
4,92
4,73
4,45
4,40
4,34
4,2
4,14
4,10
3,99
3,99
3,96
3,95
3,91
3,86
3,85

3,84
3,76

3,7¢
3,66
3,61
3,60
3,59
3,5
3,49
3,4
3,37
3,37
3,2

3,25
3,21
3,11
3,07
3,06
3,05
3,04
3,03
2,97
2,95
2,90
2,85
2,84
2,84
2,76
2,73
2,67
2,58
2,53
2,52
2,52
2,44
2,34
2,34
2,36
2,27
2,27
2,19
2,18
2,14

2,08
1,70

FaBEnes sobreexpresados en el estroma HD

stimulated by retinoic acid gene 6

heparan sulfate (glucosamine) 3-O-sulfotransferase 3B
kinesin family member 5C

glycosylation dependent celhdhesion molecule 1
RIKEN cDNA 0610027018 gene

fem-1 homolog c (C.elegans)

RIKEN cDNA 4930542N07 gene

expressed sequence Al481500

hypothetical protein 8430427K15

proprotein convertase subtilisin/kexin type 2
mitogen-activated protein kinase8 interacting protein 3
Down syndrome critical region homolog 6 (human)
adducin 2 (beta)

laminin, alpha 2

tektin 2

thyroid hormone receptor associated protein 2

protein kinase, lysine deficient 4

RasGEF domain family, member 1A
hydroxy-delta-5-steroid dehydmogenase, 3 beta-and steroid
delta-isomerase 3

suppressor of cytokine signaling 2

RIKEN cDNA 2310061A22 gene

RIKEN cDNA 6720477E09 gene

adiponutrin

RIKEN cDNA 1700066C05 gene

RIKEN cDNA 3110043A19 gene

cDNA sequence BC052066

cDNA sequence BC028975

solute carrier family 35, member E3

syntaxin 5A

ubiquitin protein ligase E3 component n-recognin 5
torsin family 1, member B

spinocerebellar ataxia 2 homolog (human)

F-box and leucine-richrepeat protein 3a

RIKEN cDNA 6330437E22 gene

RB1-inducible coiled-coil 1

profilin family, member 4

elongation factor RNA polymerase Il

peroxisome proliferative activated receptor, gamma,
coactivator 1

blocked early in transport 1 homolog (S. cerevisiae)-like
RIKEN cDNA 5730453116 gene

ectonucleoside triphosphge diphosphohydrolase 2
RIKEN cDNA 1300007L22 gene

SH2-B PH domain containing signaling mediator 1
RIKEN cDNA A530016006 gene

membrane protein, palmitoylated 3 (MAGUK p55 subfamily
member 3)

RIKEN cDNA 4930572107 gene

ATPase, Ca++-sequestering

cDNA sequence BC014695

DNA segment, Chr 13, Wayne State University 123, expressed

RIKEN cDNA 2300002G24 gene

RIKEN cDNA 2900084F20 gene

cytochrome P450, family 2, subfamily c, polypeptide 39
cullin-associated and neddylatiordissociated 2 (putative)
tocopherol (alpha) transfer protein

ciliary neurotrophic factor

solute carrier family 37 (glycerol-6-phosphate transporter),
member 4

Fold

13,9
8,35
7,50
6,18
511
4,14
3,97
3,74
3,24
3,08
2,99
2,88
2,85
2,78
2,50
2,43
2,42
2,27
2,21

2,18
2,13

2,11
2,06
1,99
1,98
1,96
1,93
1,92
1,92
1,90
1,90
1,88
1,87
1,86
1,86
1,85
1,82
1,82

1,82
1,81
1,77
1,76
1.68
1,68
1,66

1,64
1,63
1,61
1,57
1,57
1,55
1,53
151

1,50
1,49
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Tabla 3.9. Genes especificamente eegados en el éelio HD o HI

Genes sobreexpresados en el epitelio HI

inactive X specifictranscripts

RIKEN cDNA 5031439A09 gene

six transmembrane epithelial antigen of the prostate
synaptotagmin-like 2

chemokine (C-X-C motif) ligand 9

platelet-derived growth factor, C polypeptide
transmembrane 4 superfamily member 1

solute carrier family 11 (proton-coupled divalent metal ion
transporters), member 1

stanniocalcin 2

transmembrane protease, serine 2

mex3 homolog B (C. elegans)

runt related transcription factor 2

neuronal guanine nucleotié& exchange factor
histocompatibility 2, class Il, locus Mb1

DIX domain containing 1

leukotriene B4 12-hydioxydehydrogenase
odontogenic, ameloblat asssociated

thymosin, beta 4, X chromosome

RIKEN cDNA 5033430115 gene

LIM and cysteine-rich domains 1

phospholipid scramblase 4

RUN and FYVE domain containing 1

stromal cell derived factor 2

histocompatibility 2, class Il antigen E alpha
chemokine orphan receptor 1

heterogeneous nuclear ribonucleoprotein
methyltransferase-like 1 (S. cerevisiae)
protocadherin beta 17

serum-inducible kinase

leucine-rich repeat-containing 8

RIKEN cDNA 2310037P21 gene

interleukin 1 receptor-like 1 ligand

RIKEN cDNA 2900075A18 gene

deafness, autosomal dominant 5 homolog (human)
anthrax toxin receptor 1

CREBBP/EP300 inhibitory protein 1

calcium channel, voltage depedent, alpha2/delta subunit 3
ribosomal protein L7

hexosaminidase A

protein kinase, interferon inducible double stranded RNA
dependent activator

RAB28, member RAS oncogene family

X-ray repair complementing defective repair in Chinese
hamster cells 5

protein inhibitor of activated STAT 1

insulin-like growth factor 2 receptor

ras homolog gene family, member U
transmembrane protein 9

amyloid beta (A4) precursor protein-binding, family B, 2
destrin

importin 8

ring finger protein (C3HC4 type) 19

Down syndrome critical region gene 3
CD97 antigen

death-associated protein

F-box and WD-40 domain protein 1B
immediate early response 3

RAB24, member RAS oncogene family
prostaglandin E synthase

CDC28 protein kinase regulatory subunit 2
catenin, beta like 1

interleukin 6 signal transducer

serologically defined colon cancer antigen 10
cyclin G2

cell division cycle 20 homolog (S. cerevisiae)
cytosolic ovarian carcinoma antigen 1

RAB9, member RAS oncogene family
cyclin-dependent kinase inhibitor 1B (p27)

Fold

17,03
9,21
6,86

6,19
6,10
5,68
5,64

5,38

5,36
4,85
4,5€

4,02

3,88
3,85
3,77
3,59
3,56
3,49
3,41
3,27
3,26
3,23
3,12
2,97
2,86
2,84

2,76
2,74
2,61
2,59
2,56
2,56
2,5!
2,48
2,46
2,46
2,43
2,41
2,36

2,27
2,22

2,22
2,19
2,18
2,17
2,16
2,16
2,14
2,14

2,12
2,12

2,10
2,06
2,05
2,04
2,04
2,02
1,99

1,98
1,91
1,89
1,8
1,85
1,71
1,71

mannosidase 1, alpha

calcitonin/calcitonin-related polypeptide, alpha

solute carrier organic anion transporter family, member 3al
defensin beta 1

nucleoporin 62

FMS-like tyrosine kinase 1

RIKEN cDNA A930031E15 gene

copine VIII

intelectin

RIKEN cDNA 1300004K21 gene

ORML1-like 3 (S. cerevisiae)

Dicerl, Dcr-1 homolog (Drosophila)

pore forming protein-like

serologically defined colon cancer antigen 1

protein Z, vitamin K-dependent plasma glycoprotein
protein kinase C, nu

eukaryotic translation initiation factor 3, subunit 10 (theta)
phosphoglucomutase 5

membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 8A
ADP-ribosyltransferase 3

PDZ and LIM domain 1 (elfin)

zinc finger protein 265

FK506 binding protein 9

splicing factor 3b, subunit 2

Emul gene

homeo box C6

cadherin EGF LAG seven-pass G-type receptor 1
scinderin

serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade H, member 1
chromobox homolog 1 (Drosophila HP1 beta)
ADP-ribosyltransferase 1

speckle-type POZ protein

complement component 4 (within H-2S)

damage specific DNA binding protein 2
insulin-like growth factor | receptor

mitochondrial ribosomal protein S24
apolipoprotein B48 receptor

peroxiredoxin 4

ovary testis transcribed

myeloid leukemia factor 1
deleted in neuroblastoma 5

apoptosis-associated tyrosine kinase

T-cell leukemia, homeobox 2

Kirsten rat sarcoma oncogene 2, expressed
topoisomerase (DNA) Il alpha

small proline-rich protein 2A

WNT1 inducible signaling pathway protein 1

Kruppel-like factor 13

procollagen-proline, 2-oxoglutirate 4-dioxygenase (proline 4-
hydroxylase), alpha Il polypeptide

glutamate-ammonia ligase (glutamine synthase)

F-box and WD-40 domain protein 7, archipelago homolog
(Drosophila)

claudin 15

caldesmon 1

peroxisome proliferator activated receptor binding protein
angiopoietin-like 4

fibroblast growth factor 15

baculoviral IAP repeat-containing 2

nuclear factor of kappa light chain gene enhancer in B-cells
inhibitor, alpha

fatty acid Coenzyme A ligase, long chain 2

ATPase, Na+/K+ transporting, beta 1 polypeptide
platelet-derived growth factor receptor-like

procollagen, type Xl, alpha 2

UDP-glucose ceramide glucosyltransferase

cyclin D1

cyclin-dependent kinase inhibitor 2C (p18, inhibits CDK4)
phosphatase and tensin homolog

Genes sobreexpresados en el epitelio HD

Fold

17,9
17,3
15,9

15,5

14,4

14,1
14,0

12,7

11,6
11,5
10,9
10.0
9,60
8,87
8,44
8,26
8,15
8,06
7,72
7,62
7,21
7,17
7,17
7,16
7,06
6,84

6,80
6,63
6,61
6,58
6,49
6,05
5,76
5,69
5,68
5,64
5,60
5,49
5,42

5,22
4,92

4,87
4,74

4,43
4,26
4,13
4,01
4,00
3,88

3,86
3,81

3,71
3,57
3,57
3,42
3,30
3,23
3,20

3,06
3,02
2,95
2,83
2,83
2,66
2,41
1,65
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Tabla 3.12. Genes compartidos emtestroma y epitelio tumoral

Genes sobreexpresados en tumores Hl

Fold

Genes sobreexpresados en tumores HD

Estroma Epitelio

F

Estroma Epitel

sclerostin domain containing 1

melanoma antigen

ceruloplasmin

serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade A,
member 3G

interferon gamma

aquaporin 5

similar to macrophage activation 2

formyl peptide receptor, related sequence 2
histocompatibility 2, class Il antigen A, beta 1

SLAM family member 8
signal-regulatory protein beta 1

chemokine (C-X-C motif) ligand 1
interferon gamma induced GTPase
EGF-like module containing, mucin-like,
hormone receptor-like sequence 1

wingless related MMTV integration site 10a
microsomal glutathione S-transferase 3
toll-like receptor 2

expressed sequence Al427122
palmitoyl-protein thioesterase 1
histocompatibility 2, class Il antigen A, alpha
solute carrier family 2 (facilitated glucose
transporter), member 12

serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade B,
member 5

odd Oz/ten-m homolog 1 (Drosophila)

chemokine (C-C motif) ligand 3

solute carrier family 14 (urea transporter),
member 1

G protein-coupled receptor 1

SET and MYND domain containing 3
claudin 4

fructose bisphosphatase 2
aspartylglucosaminidase

annexin A3

ubiquitin specific peptidase 3

interferon inducible GTPase 2
phospholipase C, beta 1
DNA-damage-inducible transcript 4-like
histocompatibility 2, class Il, locus DMa
cellular retinoic acid binding protein |
acid phosphatase 5, tartrate resistant
tumor necrosis factor receptor superfamily,
member 19

lactamase, beta 2

mitogen activated protein kinase kinase 6
interleukin 18 receptor 1
serum/glucocorticoidregulated kinase
phosphatidylinositol glycan, class P
syndecan binding protein (syntenin) 2
chemokine (C-X3-C motif) ligand 1
nerve growth factor, beta

neurobeachin
serine/threonine kinase 17b (apoptosis-inducing)

matrix metallopeptidase 25

integrin alpha 6

BRCA1/BRCA2-containing complex, subunit 3
cyclin B2

cystatin B

p21 (CDKN1A)-activated kinase 1

metastasis associated 3

RAP2C, member of RAS oncogene family
wingless-related MMTYV integration site 6

43.8
34.6
9.5
8.3

6.9
6.6
6.5

6.4
6.0

4.1

4.0

3.9
3.9

3.9

2.15

1.97

199
36.7
7.0
6.1

4.5

5.0

3.7
3.3

3.0

1.97

2.29

chloride channel calcium activated 3
reproductive homeobox 2

cytochrome P450, family 2, subfamily f, polypeptide 2

peptide YY

keratin complex 1, acidic, gene 15

oncoprotein induced transcript 1

alkaline phosphatase 2, liver

homeo box C9

bone gamma-carboxyglutamate protein, related
sequence 1

aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator-like 2
ubiquitin-conjugating enzyme E2M (UBC12
homolog, yeast)

solute carrier family 26, member 4

chemokine (C-C motif) ligand 27

PRP38 pre-mRNA processing factor 38 (yeast)
domain containing B

kinesin family member 1B

solute carrier family 35, member F3

RIKEN cDNA 3830417A13 gene

vitelliform macular dystrophy 2-like 3

tripartite motif protein 29

stimulated by retinoic acid gene 8

keratin complex 1, acidic, gene 1

bromodomain adjacent to zinc finger domain 1A

ankyrin repeat and KH domain containing 1

potassium large conductance calcium-activated
channel, subfamily M, beta member 4

RIKEN cNDA C130026121 gene

interleukin 11 receptor, alpha chain 1

cytochrome P450, family 3, subfamily a, polypeptide
25

CEA-related cell adhesion molecule 1

hypothetical LOC546232

matrilin 2

glutathione peroxidase 2

ets homologous factor

myosin, light polypeptide 7, regulatory

carbonyl reductase 2

histone 3, H2ba

endoplasmic reticulum (ER) to nucleus signalling 2
nuclear factor I/A

Fibrinogen, gamma polypeptide

Von Willebrand factor homolog

fibroblast growth factor 2

matrix metallopeptidase 2

insulin-like growth factor binding protein 6
early growth response 1

cysteine dioxygenase 1, cytosolic

transcription factor 1

transferrin receptor 2

junction adhesion molecule 4

macrophage stimulating 1 receptor (c-met-related
tyrosine kinase)

reticulocalbin 1

solute carrier family 16 (monocarboxylic acid
transporters), member 1

kelch-like 13 (Drosophila)

procollagen C-endopeptidase enhancer protein
FGFRL1 oncogene partner 2
phosphodiesterase 2A, cGMP-stimulated

Jun oncogene

cingulin-like 1

procollagen, type VI, alpha 1

signal transducer and divator of transcription 3
lysophosphatidylglycerol acyltransferase 1

369
29.1
27.6
25.1

23.6
21.8
12.9
12.4
11.9

10.8
10.7

7.1

7.0

6.9
6.6

6.4

2.84

1.80

543
36.8
56.9
29.0

24.9
45.5
12.6
43.5
19.9

14.4
8.8

10.4
8.2
12.8

12.4
9.4
28.4
10.5
14.0
141
8.9
12.7

8.2
10.6

10.1
7.2

55

8.13

11.47
2.37
14.41
8.69
2.57
6.57
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