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Abreviaturas

ADN: Acido desoxirribonucleico

ADNCc: ADN complementario

AMPc: 3’5"adenosin monofostato ciclico
ARN: Acido ribonucleico

ARNmM: Acido ribonucleico mensajero

ATM : Gen Mutado en la Ataxia Telangiestasia
ATP: Adenosin trifostato

BRCA: Gen de susceptibilidad al cancer de ovario y mama
BrdU: Bromodeoxiuridina

BSA: Albumina de suero bovino

DAB: Dextrano abidina-biotina

DAPI: 4'-6-Diamidino-2-fenilindol

DEPC: Dietilpirocarbonato

CHOP: Proteina homologa C/EBP

DIG: Dioxigenin

DMEM : Medio dulbecco minimo esencial
DMSO: Dimetil sulfoxido

dNTP: Desoxirribonucleotido 5 trifosfato
DAPI: 4”-6-Diamidino-2-fenilindol

DTT: Ditiotreitol

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

EGF: Factor de crecimiento epidérmico
EGTA: Acido etilenglicol-bis-g-aminoetiléter)N, N, N", N"-tetraacético
ERK: Sefal extracelular regulada por kinasa
FBS: Suero bovino fetal

FICT : Fluoresceina isotiocianato

FSB: Tampdn de congelacion

GH: Hormona de crecimiento

GHBP: Proteina transportadora de GH

GHF-1: Factor de transcripcion hipofisario-1
GH-R: Receptor de la hormona de crecimiento



Abreviaturas

GHRH: Hormona liberadora de la hormona de crecimiento
HEPES: N- (2-hidroxietil)piperazino N"-(2-etanosulfarciti)
Ig: Inmunoglobulina

IGF-I : Factor de crecimiento tipo insulina

IP: Inmunoprecipitacion

kDa: kilodaltons

ONPG: O-Nitrofenil B-D-Galactopiranosido

PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida

pb: Pares de bases

PBS Tampdn fosfato salino

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

Pit-1: Factor de transcripcion hipofisario

PMSF: Fluoruro de metilsulfonilfenilo

PRL: Prolactina

PTHrP: Proteina relacionada con hormona paratiroidea
RT: Retrotranscripcion

SDS Dodecil sulfato sddico

SS Somatostatina

TBS: Tampo6n salino con Tween

TERT: Subunidad catalitica de la telomerasa

TSH: Hormona estimuladora del tiroides
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Resumen

El cancer de mama es la enfermedad con mayor imdBcenortalidad por
neoplasia en las mujeres. Se trata de una enfedrteztanonodependiente, donde las
hormonas, tanto ovaricas como hipofisarias juegaimportante papel no sélo en el
desarrollo normal de la mama sino también en eardgl®o del tumor. Desde los
primeros estudios que relacionan el incremento Hee@ plasma con el riesgo de
padecer cancer de mama, numerosos trabajos hamtaidd establecer una relacién
entre la expresion de GH en la propia glandula mianyael desarrollo de cancer.

En hipdfisis, a nivel fisiologico, el factor de iscripcion hipofisario-1, Pit-1, es
necesario para la expresion de los genes que cadifiara la hormona de crecimiento,
prolactina y la subunida¢ de la TSH. Sin embargo, el papel de Pit-1 a nivel
extrahipofisario es discutido. Algunos estudios Hamostrado que Pit-1 incrementa la
proliferacion de las células hipofisarias, sugidenque este factor puede estar
implicado en la patogénesis tumoral hipofisaria.

En este trabajo analizamos la expresion de GH-¥ Bit la linea celular MCF-7
(adenocarcinoma mamario humano) y la regulacié@ldepor Pit-1. Paralelamente, se
realiza un estudio sobre la expresion de Pit-legidot normal y tumoral mamario.
Valoramos también el papel de Pit-1 sobre proldiémcelular.

Nuestros resultados demuestran que tanto GH corlodei expresan en la linea
celular MCF-7. En estas células, Pit-1 regula a@lrtianscripcional la expresion de GH.
En muestras de tejido humano, existe una mayoreskpr de Pit-1 en carcinomas
ductales infiltrantes que en tejido mamario nornfdlemas, demostramos que la
sobreexpresion de Pit-1 en la linea celular MCH@rementa significativamente
proliferacion celular.

Nuestros resultados sugieren que Pit-1, directamena través de otros
mediadores (como GH), pueden jugar un importarsteelpen el desarrollo y/o

progresion del cancer de mama humano.
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Introduccién

1. GLANDULA MAMARIA

1.1. Estructura

La mama es una glandula de secrecion externadaitbajo la piel a nivel del
térax, y es el resultado de la modificacién de dé#ndulas sudoriparas de la piel
adaptadas para la produccion de leche. Esta formadaejido fibroadiposo y un
sistema de conductos (conjunto de estructuras ibvboes o ramificadas, tubulares y
huecas) que confluyen progresivamente en canasicubs gruesos hasta terminar en
uno de los doce a dieciocho galactéforos. Haciatetior de la mama, los conductos
desembocan en unas agrupaciones de acinos endermaaimos llamados lobulillos. A
lo largo de toda su longitud los conductos galacts estan tapizados por dos capas de
células: una capa interna continua de célulaslepéte y una capa externa discontinua
de células mioepiteliales. La mama contiene adeteasasos arteriales, venosos Yy
linfaticos, grasa y tejido conectivo que junto d¢os ligamentos d€ooperconstituyen

los elementos que le dan forma y sostén.

Células Iu‘l:luI|1IFarzs Lobulilla

Células

Conducta

Conductos

Lobulillos

Tejida adipoda canatliva

Figura 1. Estructura de la glandula mamaria.
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1.2. Desarrollo

La glandula mamaria experimenta importantes casim largo del desarrollo.
En la infancia, en condiciones normales, permaeecan estado embrionario y no se
desarrolla hasta la pubertad. Durante el embalagzommamas aumentan de tamafio,
volviendo a su estado normal al terminar la lageanc

A mediados del siglo XX se recogen las primeraslescias del papel que
desempefian las hormonas en el desarrollo de lau&mamaria. Asi, en trabajos
realizados en roedores a los que se extirpod Bippfiovarios y las glandulas adrenales,
y que posteriormente se les tratd con distintasnboas, se observdé que en la
morfogénesis mamaria, la hormona de crecimiento) (Glds estrogenos estimulaban
la elongacion de los ductos; la progesterona ecasagia para el desarrollo alveolar,
mientras que la prolactina (PRL), junto con la hamande crecimiento y los esteroides
adrenales estarian implicados en la diferencialdbaolo-alveolar y sintesis de leche
(Lyonset al, 1958).

Factores de crecimiento locales, entre los que remieatran la proteina
relacionada con la hormona paratiroidea (PTHr&)receptor tipo | de la PTH/PTHrP,
FGF10 y su receptor FGFR2b, el factor de transiénipd_efl 8, y los productos de los
genes Hoxc6 9, Msx1 10 y Msx2 11 son los respdesatel desarrollo embriolégico
de las glandulas mamarias en ratones. De todos slito PTHrP es necesaria para el
desarrollo embriolégico de las mamas en humanogs¢ierskiet al.,2001).

Desde el nacimiento hasta la pubertad se desawmnllaudimentario sistema
ductal proporcional al crecimiento corporal. Eneesstadio, el factor de crecimiento
epidérmico (EGF) podria jugar un importante papelek desarrollo de este sistema
ductal, dado que experimentos realizados en ratomaskoutpara el receptor de EGF,
presentan una elongacion defectuosa de los diRtss¢ J. y Russo I.H., 1987).

En la pubertad, la glandula mamaria presenta udgoéapecimiento. En ratones,
se desarrollan los conductos finales, estructuvasddas por 4-6 capas de células
epiteliales cuboidales situadas encima de una dapaélulas mioepiteliales. Los

conductos finales proliferan en el interior deidejadiposo, mientras que las células del
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interior sufren apoptosis generando el lumen detlaoto. Estudios pioneros realizados
en ratones han demostrado que una ovariectongaarla regresion de los conductos
finales y paraliza el crecimiento de los ductoglidando que los estrégenos son
necesarios para el crecimiento de los ductos duitarpubertad (Fluet al., 1954). En

la pasada década, utilizando técnicas de ingenggngtica se desarrollaron ratones
knockoutpara el receptor de estrégenos, observandose mseagsmales no desarrollan
conductos finales y, por tanto, no presentabangeldion de los ductos, confirmandose
los datos obtenidos medio siglo antes (Cartsal., 1999). En humanos, los datos son
similares, habiéndose observado en adolescentesstiezha relacion entre los niveles
de estrogenos en plasma y el desarrollo mamaricadwiescentes. Ademas, la
administracion de estroégenos estimula el desardaltas glandulas mamarias actuando
sobre la elongacién de los ductos (Ankarberg-Liadgt al., 2001). Respecto a la
hormona de crecimiento, estudios realizados enoresd han demostrado que GH es
necesaria para el crecimiento de la glandula mantaniante la pubertad. GH actuaria
a nivel del estroma mamario donde estimula la proda de IGF-I, que a su vez
estimula a su vez la proliferacion de las células gonstituyen el epitelio mamario
(Kleinberg, 1997). En humanos GH contribuye a lafogenesis ductal, elevandose sus
niveles durante la pubertad (Radeal.,1991).

Durante el embarazo se acelera el desarrollo nanztivandose el desarrollo
alveolar al final de los ductos. Dos son las horasogue estan implicadas en este
proceso: prolactina y progesterona. Estudios @ddiz en ratones deficientes tanto en la
sintesis de prolactina como en su receptor, muesfia son incapaces de formar los
ductos y alvéolos, lo cual, indica que esta hormestd implicada en la morfogénesis
alveolar (Humphreyst al.,1997). La progesterona, secretada por la plackmtnte el
embarazo, es necesaria para la lactogénesis ynsggge del inicio de la produccion de
leche (Deis y Delouis, 1983). Otras hormonas ne@ssgara este proceso son la
oxitocina, que es el principal regulador de la ei@t lactea y la mencionada
prolactina, que mantiene la lactancia (Crowdéwpl.,1992).

El proceso de involucion de las células mamariasriggna por la caida de los

niveles de prolactina, seguido de la induccidéam@ptosis en las células epiteliales,
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elimindndose finalmente las estructuras I6bulo@bmes recuperando una morfologia

similar a la presente antes de la gestacion (\Wetdal.,1999) (Figura 2).

GLANDULA MAMARIA PUBERTAD EMBARAZO
INMADURA Morfogénesis ductal Morfogésesveolar y
ESTROGENOS + Lactogénesis 1
GH + PROGESTERONA +

Lactogénesis 2 LACTANCIA INVOLUCION
PROGESTERONA - PROLACTINA + PROLACTINA -
PROLACTINA + OXITOCINA + OXITOCINA -

Figura 2. Regulacion hormonal del desarrollo de la glaadoamaria.

2. CANCER DE MAMA

2.1. Definiciéon

El cancer de mama representa una proliferaciérgmealile las células epiteliales
que revisten los conductos o lobulillos mamarios.eEmas frecuente en las mujeres
(excluyendo los canceres cutdneos), aunque eqbastao en los varones. El cancer de
mama humano es una enfermedad clonal. Ello quieo#,dque una Unica célula

transformada, resultado final de una serie de narias somaticas (adquiridas) o de la
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linea germinal (heredadas), es capaz de exprafaetgpotencial maligno, en una serie
de sucesos que se producen de forma secugratedtoria. Por lo tanto, el cancer de
mama puede existir durante un largo periodo confereedad no invasora, 0 como
enfermedad invasora pero no metastasica, poresllngcesario diagnosticarlo a tiempo

y tratarlo adecuadamente (Fauwatial.,1998).

2.2. Genética

Aproximadamente entre el 5 y 10% del cancer de mesta relacionado de
forma directa con mutaciones en la linea germsiahdo por tanto, hereditarios. El
descubrimiento de los genes que confieren susdeajz#ib a padecer cancer de mama
hereditario y el conocimiento de los mecanismosadegon que intervienen en este
proceso han sido claves para comenzar a comprém@iologia y progresion de los
tumores mamarios.

Las primeras mutaciones que se identificaron eserathe mama se encuentran
en el gen supresor de tumopEs3 localizado en el cromosoma 17, y fue éste el grim
gen identificado como mutante tumoral en el afn®1@®kLeoet al.,1979). Se trata de
una fosfoproteina nuclear implicada en la reguladél ciclo celular, en la reparacion
del ADN, apoptosis e inhibicion de la angiogénd3iw. tanto, una sobreexpresion de la
forma mutada de esta proteina esta asociadasd@enayor proliferacion celular.

Otro gen, identificado en el afio 1990 (Hatl al., 1990) y localizado en el
cromosoma 17921 y que se conoce como BRCA-1 (geuskeptibilidad al cancer de
ovario y mama)(Mikiet al., 1994), codifica a una proteina que actla comaatof de
transcripcion. Dentro de su estructura destaca seauencia en el extremo
aminoterminal constituida por 126 aminoacidos, de&rminan el dominio con dedos
de zinc que media la unién al ADN o a otra protelrsaproteina BRCA-1 se uniria a
regiones especificas del ADN y controlaria la esigre de otros genes. Ademas de
actuar como un factor de transcripcion, se ha ghderque BRCA-1 esta implicado en
la reparacion del ADN, regulacion del ciclo cetulapoptosis y mantenimiento de la
estabilidad cromosémica. Las mutaciones mas freesegn este gen corresponden a

delecciones 0 inserciones de bases que prowscalesplazamiento de la pauta de
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lectura, originando un codén de terminacion quesaaa produccion de proteinas
truncadas a las que les falta desde un 5% a und#%u secuencia de aminoacidos
(Hofmann y Schlag, 2000; Yoshida y Miki 2004; Aeaal.,2004).

ATM (gen Mutado en la Ataxia Telangiestasia) cadifuna protein-quinasa que
fosforila a la proteina BRCAL y dispara su acciéparadora. Las células de los
pacientes con la proteina ATM mutada, dan lugana proteina no funcional que no
fosforila BRCALly por tanto no puede reparar el ADN (Coré¢al., 1999).

Posteriormente a la identificacion de BRCA-1, ermf@ 1994, se identifica el
gen BRCA-2, localizado en el cromosoma 13q12.18d%tkeret al.,1994) que codifica
una proteina constituida por 3418 aminoacidos (d&vtet al., 1996) y que presenta
las mismas funciones que BRCA-1. Al contrario quechos de los genes implicados
en cancer hereditario, BRCA-1 y BRCA-2 no estanados$ en el cancer de mama
esporadico.

Otro de los muchos genes implicados en la etialdgl cAncer de mama es el
gue codifica para un miembro de la superfamiliaedeptores del factor de crecimiento
epidérmico denominado erbB2 o HER /Neu. Este gedianen la estimulacion de la
proliferacion celular, previene la apoptosis yrasta la angiogénesis y metatasis, y por
tanto, una hipersecrecion de esta proteina pastee implicada en el desarrollo del
carcinoma mamario (Rosst al., 1999). Sin embargo, son numerosos los casos de
cancer de mama originados de modo esporadico.

2.3. Tipos de cancer de mama

El cancer de mama puede clasificarse en dos grupos:
- No invasivo in situ), es decir, el cancer permanece limitado a lodacios o
lobulillos y no ha invadido el tejido adiposo cindante.

- Invasivo o infiltrante, en el que, las célulasaerosas invaden el tejido adiposo.

Dentro de este grupo, el carcinoma ductéltremte, originado en los conductos

10
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galactoforos y que invade el tejido adiposo origd@mposteriormente una metastasis, es
el responsable del 80% de las neoplasias mamApasximadamente entre el 10% vy
15% de los canceres invasivos son carcinomas liaives infiltrantes, que se origina en
las glandulas productoras de leche. Existen aipos de canceres invasivos como el
carcinoma medular, carcinoma coloide o carcinonmaléu, pero menor incidencia
(DeVitaet al.,1997).

2.4. Desarrollo del tumor

Los conductos mamarios estan formados por célpiéaliales localizadas hacia
el lumen y células mioepiteliales, que las rodgaeparan de la membrana basal y del
estroma. Esta estructura celular cerrada permigraicciones autocrinas y paracrinas
mediadas por factores secretados por estas cdlilledncer de mama es el resultado de
una serie de alteraciones moleculares en las séhieepiteliales que constituyen los
conductos mamarios. Estas células son necesanasnmmntener la estructura de los
conductos mamarios a la vez que producen factomescinos con actividad anti-
proliferativa, anti-invasiva y anti-angiogénica @diet al., 1999, Nguyeret al., 2000).
Una de las hipétesis propuestas como inicio delotuimdica una pérdida de estas
propiedades seguida de la activacion de la pralifén, invasion y angiogénesis. En el
caso de carcinomas no invasivos, las células ighéel pierden la capacidad de
mantener una unica capa de células y comienzamoldepr hacia el lumen del
conducto. Al mismo tiempo descienden el numero éeillas mioepiteliales y se
incrementan las células endoteliales, linfocitodibroblastos, contribuyendo estos
ualtimos a la formacion de la matriz extracelulamportante en la diferenciacion celular
y morfogénesis mamaria (Boudreetual., 1998). Experimentois vitro indican que, los
fibroblastos derivados de tejido normal inhibercrelcimiento del tumor mientras que
los procedentes de tejido tumoral lo estimulan @be Bourhiset al.,1997).

En los carcinomas invasivos, las células mioepitsi y la membrana basal
desaparecen y las células tumorales se dispersaal gstroma (Figura 3) (Polyak,
2001).
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Membrana NORMAL CARCINOMA IN SITU CARCINOMA INVASIVO
basal

Células mioepiteliales
Células epiteliales

Adipocitos <> Eosinéfilo@
Fibroblastos ~— Macréfag\‘
Linfocitos ® Células endotkls ====

Figura 3. Modelo representativo del desarrollo tumoralaegléndula mamaria (Polyak, 2001).

2.5. Factores de riesgo

Estudios epidemiolégicos muestran que entre Idefag de riesgo que originan
el cancer de mama se encuentran la edad, una tempranarquia, una menopausia
tardia, nUmero de partos, antecedentes familiaoescéncer de mama, la obesidad y
factores hormonales (estrégenos, progesteronaapira y la hormona de crecimiento).
Se ha observado que una exposicion prolongada@esbs y progesterona originada
por una menarquia temprana, menopausia tardia er Hahido varios partos esta
relacionada con un incremento en el riesgo de daksarun carcinoma mamario (Begg
et al., 1987). En mujeres postmenopausicas, en las goadgb deja de ser funcional,
la produccién de estrogenos se debe a la accimatematasa que convierte a los
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androgenos de las glandulas suprarrenales en e@st®gaumentando asi el riesgo de
desarrollar un tumor (Santnetral.,1984).

Estudios realizados sobre la relacion existenteeelat PRL y el riesgo de
desarrollar cancer de mama parecen indicar quéeuvad nivel sérico de esta hormona
incrementa el riesgo de padecer esta epftacth (Hankinsoret al.,1999). Se
ha demostrado que tanto los tumores mamarios tasniineas celulares de cancer de
mama expresan el receptor de prolactina. Obsemnegitealizadas por Fuh y Wells en
el afilo 95 muestran que el bloqueo este receptoretele la proliferacion celular. Otra
hormona hipofisaria relevante es la hormona deimarento, que actia estimulando la
sintesis de IGF-I en higado, el cual actuara posteente sobre la mama. Ademas IGF-
| es secretado por la propia glandula mamaria adtmale forma autocrina-paracrina
sobre la produccién de IGF-I mamario y sobre ldiferacion celular. Se ha observado
una correlacion entre los niveles en plasma de hest@ona con un mayor riesgo de
desarrollar una neoplasia mamaria (Wenebal.,2000).

El cancer de mama es por tanto, una enfermedadohodependiente, donde
tanto las hormonas ovéricas como hipofisarias juegeaimportante papel no sélo en el
desarrollo normal de la glandula mamaria sino témlen el desarrollo y progresion del

cancer de mama.

3. HORMONA DE CRECIMIENTO

En 1921 se descubri6 por primera vez la presefeciana actividad estimulante
del crecimiento en extractos del I6bulo anteriorhg@dfisis bovina (Evans y Long,
1921), aunque fue posteriormente cuando Li conSigislar de forma purificada el

compuesto responsable @tial.,1945).

3.1. Estructura

La hormona de crecimiento (GH) es sintetizada foretdgalmente por las

células somatotropas de la adenohipdfisis. Delsplergo de vista bioquimico, es una
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molécula peptidica, formada por 191 aminoacidopugistos en una sola cadena en la
gue existen dos puentes disulfuro que unen lasings que ocupan las posiciones 53y
182 con las localizadas en las posiciones y889. Esta estructura, con un peso
molecular de 22 kDa, es la forma principal de sg@érede la hormona por la hipofisis
anterior y la mas abundante, tanto en el plasmaocem las propias células
somatotropas. Se han identificado ademas una serieariantes, siendo la mas
importante, ya que representa un 20% del total dee® la hipofisis, es forma de 20
kDa, que es el resultado de la eliminacion de momeacidos situados desde la posicion
32 hasta la 46 (Daughaday, 1989).

La GH estd codificada por un unico gen, localizaato el brazo largo del
cromosoma 17. Este gen forma parte de una fanelieintto genes relacionados entre
si, que constituyen el denominado cluster de géttsLos genes que forman parte de
esta familia son: el gen hGH-Nyman Growth Hormone-Normab gen hGH-1; el gen
hCS-L fuman Chorionic Somatomammotropin-Dike gen hPL-1; el gen hCS-A
(human Chorionic Somatomammotropip-& gen hPL-4; el gen hGH-Vhgman
Growth Hormone-Variant o gen hGH-2 y el gen hCS-Bhyman Chorionic
Somatomammotropin-)B gen hPL-3. El gen hGH-N es el gen que codikc&H
hipofisaria, leucocitaria y, probablemente, laetimda en la glandula mamaria; el resto
de miembros del cluster se expresan en las célelasincitiotrofoblasto, y codifica las
somatotropinas placentarias. Todos los genes de ahsster proceden de un gen
ancestral comun que probablemente se diversifieonpedio de duplicaciones hace
aproximadamente 350 millones de afios, dando oages genes de GH y prolactina
(PRL). Posteriores duplicaciones del gen de GHodia@rigen al resto de genes de la
familia (Theill y Karin, 1993).

Debido a su origen comun, todos los miembros ldster presentan una elevada
homologia en su secuencia de nucleétidos (supeti®d0% tanto en las regiones
codificantes como en las reguladoras) y una serieatacteristicas comunes: estan
dispuestos en la misma orientacion transcripciateaitro del locus, y muestran una
organizacion similar, con 5 regiones codificanteexones separados entre si por 4
intrones. Por dltimo, en todos estos genes se peoduna serie de procesamientos

alternativos del ARNm, de forma que cada gedifica varios péptidos, cuyo
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significado biolégico es, en muchos casos, des¢daod&Es ésta la primera de las
razones por las que la familia GH presenta una lgeggrogeneidad molecular (Kaen
al., 1990).

El gen de la hormona de crecimiento, hGH-N, estédolo por 2300 pares de

bases organizadas en tres regiones (Figura 4):

- Una regién 5 no codificante o promotor de alredede 500 pb, que contiene los
elementos reguladores del gen entre los que sayertllos elementos de respuesta a
glucocorticoides (GRE), hormonas tiroideas (TRE}amina D y el factor de
transcripcion Pit-1, uno proximal denominado GHRib1 y uno distal GH2 o dPit-1.
Trabajos realizadom vitro muestran que, probablemente, para la completaaaiin

del promotor sea necesaria la union de este fadws dos lugares de union (Bodner y
Karin, 1987).

- Una regién que codifica el ARN primario formador 600 pb que da lugar a una

ARN mensajero constituido por 5 exones.

- Una region 3” no codificante, en la que se entada secuencia de poliadenilacién.

-300 -200 -100 +1

GRE T3 Pit-1B Pit-1A TATAA

ELEMENTO DE ELEMENTO
RESPUESTA A DE

GLUCOCORTICOIDE¢ RESPUESTA LUGARES DE
AT3 UNION DE PIT-1

Figura 4. Estructura del promotor del gen que codifica lanfama de crecimiento humana, en la
gue se muestran los lugares de union de distiteaseaitos reguladores.
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Como resultado del procesamiento alternativo del g8H-N se origina un
ARNmM codificante de la forma GH de 20 kDa adeng&adrincipal de 22 kDa. En los
tejidos diana se origina un tercer grupo de formakeculares de GH. Tras unirse a sus
receptores de membrana, GH es internalizada, gltreada a diversos compartimentos
intracelulares, donde puede ser procesada enzanmaitte a formas de menor peso,
capaces a su vez de ejercer una accion directeebimiracelular o bien pasar al plasma
dando lugar a un tercer grupo de formas moleculdeeGH de pequeiio tamafo y con
efectos bioldgicos diferenciados.

Todas las formas de hGH, al ser un producto deecién hipofisaria, pueden
encontrarse en el plasma, medio en la que la h@miocula, en su mayor parte ligada
a dos proteinas transportadoras o GHBP (Growth BieanBinding Protein), GHBP-1
y GHBP-2 (Baumanmet al.,1986). La forma principal es GHBP-1 que se tdsaina
glicoproteina de 61 kDa, cuya estructura es idandida del dominio extracelular del
receptor de GH, ya que aparece en el plasma casntiago de protedlisis del receptor
de GH, y transporta sobre todo la forma GH de 22,lkdinque también se une a la de
20 kDa pero con menor afinidad. Tras su union tiealnidad a la hormona, forma un
complejo de 80-85 kDa (Baumann, 1991).

3.2. Receptor de la hormona de crecimiento

El receptor de la hormona de crecimiento (GH-R) wsa proteina
transmembrana formada por 620 aminoacidos, coresa molecular de 130 kDa. Esta
constituida por un dominio extracelular de 246 aaocidos, un dominio
transmembrana de 24 aminoacidos y un dominio ielimer de 350 aminoacidos
(Leung et al., 1987). Pertenece a la superfamilia de los receptbematopoyéticos,
implicados en procesos de crecimiento y divisiéhular (Bazan, 1990). El gen que
codifica GH-R se localiza en el cromosoma 5.

En cuanto a su distribucion, el higado es el ppaicérgano de produccion,
aungue se ha descrito la expresion de GH-R enaséarhbrionarias, células T, células
B, monocitos, rifion, hueso, musculo, en regionesheales entre las que se encuentran

el hipotalamo, y en la glandula mamaria, donde argdiRT-PCR y Western blot, se ha
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demostrado su presencia tanto en tejido normaimpital como, en lineas celulares de
cancer de mama entre las que se encuentra lackkhdar de adenocarcinoma de mama
humano, MCF-7. Mediante técnicas inmunohistoquimieaexpresion de GH-R se ha
localizado en el citoplasma de las células debesry en el epitelio mamario (Gebre-
Medhin, 2001).

Mediante un procesamiento alternativo del ARN, dadugar a dos transcritos
que difieren en la presencia o ausencia de 66 galizadas en el tercer exén del gen,
se originan dos isoformas del receptor de la hoamda crecimiento, siendo una de
ellas idéntica a la presente a nivel hepatico. &linea celular MCF-7 se detectan
ambas isoformas. Las diferencias estructuralesreoddas entre las dos isoformas del
receptor parecen ser las responsables de lastasstintensidades de las sefial de

transduccion originada al unirse su ligando, GeEdpuvelaeret al.,1995).
3.3. Mecanismo de accion

La union de la hormona a su receptor se produceaicarestequiometria 1:2, es
decir, una molécula de la hormona debe unirse arabddculas del receptor para poder
originar un complejo activo. Este modo de unionnper un mayor efecto de la
hormona a concentraciones menores de las que sexdasarias para ocupar todos los
receptores si la union fuese 1:1.

El paso inicial tras la unién de la hormona arexteptor es la activacion de
JAK2, una tirosina quinasa que se asocia fisicaanextit GH-R tras el cambio
conformacional ocurrido en éste por la union a @&Hjnduce su fosforilacion;
seguidamente comienza la fosforilacion de una skrieproteinas intracelulares, como
las MAP quinasas, las STAT (transductores de laalsef activadores de la
transcripcion). Tras la union de la hormona al pemese activan también otras vias de
segundos mensajeros dependientes de proteinasasifiay CH (Argetsingeret al.,
1996) (Figura 5).

Se ha observado también que en diversos tggdulares se produce la
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internalizacion de la hormona junto con el receptler tal forma que este complejo
acturaria a nivel nuclear (Lobé al.,1994). Asi, la induccién de los efectos biol6gicos
de la GH ocurre al menos mediante dos mecanismos:

- Mecanismo clasico de la generacion de segundosajeeos activados tras la
unién de la hormona a su receptor en la membrasan@itica.

- Actuacion a nivel nuclear tras la internalizaci@én@H acoplada a su receptor.

Transcripcion
de genes diana

Metabolismo
Crecimiento
Proliferacion
Diferenciacion

Figura 5. Cascada de sefializacion tras la unién de GH aeseaptor.
(Herrington and Carter-Su 2001).

3.4. Efectos fisiol6gicos de la hormona de creciemto

Las acciones de la GH pueden dividirse en dosogrupcciones directas y
acciones indirectas.

Los efectos directos son el resultado de la ud&fa hormona de crecimiento a
su receptor en las células diana. Entre ellos smiemtra la estimulacién de la

produccion de IGF en el higado y otros tejjda estimulacion de hidrolisis de
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triglicéridos en tejido adiposo, y la estimulacide la produccién de glucosa en el
higado (Davidson, 1987). Por otro lado, los efeciogirectos estan mediados
principalmente por el factor de crecimiento siméda insulina (IGF-I) (Figura 6).

El papel mas importante conocido de GH es la e&licion del crecimiento
corporal activando en el higado y otros tejidosdarecion de IGF-I, que estimula la
condrogénesis y el crecimiento del hueso. Por ¢adp, IGF-I actla sobre la

diferenciacion y proliferacion de los mioblastas/dreciendo el crecimiento muscular .

La GH ademas de ser el principal regulador delimieato longitudinal en
mamiferos, actia sobre el metabolismo de carbdbglrde lipidos, el metabolismo del
nitrégeno y mineral (Davidson, 1987). Desempefiei@ém un importante papel en
el desarrollo de las estructuras linfoides y emahtenimiento del inmun@eayet al.,
2002)y en desarrollo del corazOnofnbardi et al.,1997).

ACCIONES BIOLOGICAS DE LA
HORMONA DE CRECIMIENTO

ANABOLIZANTE I LIPOLITICA I DIABETOGENA I

Utilizacién celular de glucosa

Sintesis de ARNm triglicérido lipasa

T Captacion de aminoacidos Activacion en adipocitos de la
Actividad enzimética

Produccién hepética d
glucosa

Hiperglucemia

Hiperinsulinismo

Destruccion de

triglicéridos

Neosintesis proteic

|

Balance nitrogenado
DOSitivc

Acidos grasos libre

Figura 6. Efectos bioldgicos de la hormona de crecimiento.
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3.5. Regulacion de la secrecion de la hormona descimiento

La GH producida por las células somatotropas addipéfisis anterior, se
sintetiza en el reticulo endoplasmatico rugoso commma prohormona que
posteriormente es hidrolizada pasando al aparateottg donde es empaquetada en los
granulos de secrecion. La produccion de Gtd eegulada por multiples factores,
incluidos el estrés, el ejercicio, la nutricion, sllefio y la propia hormona de
crecimiento. Sin embargo, sus principales reguksi®on a nivel hipotalamico: la
somatostatina, de caracter inhibidor y la hormondberddora de la
hormona de crecimiento y otra hormona, a nivelreatial, identificada recientemente y

denominada Ghrelin (Figura 7).

La hormona liberadora de la hormona de crecimie@idRH, es un péptido
hipotalamico que estimula tanto la sintesis comasdarecion de la hormona de
crecimiento. La GHRH fue aislada y caracterizada pomera vez en tumores
pancreaticos humanos (Guillenghal.,1982). El gen que la codifica se encuentra en el
brazo largo del cromosoma 20, abarca aproximadaig€nkb y consta de 5 exones. El
producto de transcripcion es un ARNm de aproximaatde 750 bases cuya traduccion
da lugar a una proteina inmadura constituida p@r1IB aminoacidos (Mayet al.,
1983). La proteina madura est4 formada por 44 aidos y es sintetizada en los
cuerpos celulares de neuronas secretoras en ldsosuarcuato y ventromedial del
hipotalamo. Cuando estas neuronas reciben un dgtipama su secrecion, descargan
GHRH desde sus terminales a la circulacion poifadftsaria y por tanto hacia la
hipofisis. GHRH se une a receptores, acopladosaadailciclasa por una proteina G
estimulante, en la membrana plasmatica de lasasetdmatotropas. La interaccion de
la GHRH con sus receptores estimula la adenil@aclaamentando la concentracion de
AMPc en las células somatotropas. Este aumentaaaletiprotein-quinasa A que a su
vez fosforila proteinas que estimulan la secred®&H (Mulleret al.,1999).

La somatostatina (SS) es un péptido hipotalamieighibe la secrecion de la

hormona de crecimiento en respuesta a GHRH u fatcbsres estimuladores, como por
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ejemplo la baja concentracion de glucosa en sabigren péptido de pequefio tamario,
aislado y secuenciado por el grupo de Guillemidi@r3 (Brazeaet al.,1973), a partir
de hipotalamos bovinos. El gen codificante se emicaeen el cromosoma 3 y esta
compuesto por 2 exones separados por un intrérs Swadescubrimiento se han
detectado varias isoformas de SS aunque son de28 §S5S-14 las biolégicamente
relevantes. El producto de expresion del gen qudifica la SS es la pre-pro-
somatostatina, una molécula de 116 aminoacjdesla origen a una prohormona, la
pro-somatostatina (proSS). La proSS, que const®2@minoacidos, con un peso
molecular de 10,3 kDa, da origen a dos péptiddsiths, la SS-28 y SS-14. Aunque se
ha detectado expresion de SS en varias partesipgalamo, las neuronas que la
sintetizan son especialmente abundantes en lanrguadaventricular anterior. Los
axones de estas células terminan en las redesregpijue constituyen la circulacion
portal-hipofisaria, donde liberan la somatostaanka sangre (Mulleet al., 1999). La
somatostatina se une a receptores en la membramandtica de las células
somatotropas inhibiendo la expresion de GH. Estoeptores, al igual que los de
GHRH, estan acoplados a la adenilciclasa, perdantduna proteina G inhibidora. La
interaccion de la somatostina con su receptor elabaccion estimulante de GHRH
sobre la adenilciclasa, disminuyendo la producciéérAMPc, y como consecuencia,
GHRH no puede estimular la secrecion de GH. Exigte via de inhibicién en la que
tras la unién hormona-receptor se reduce la entdsd&d? hiperpolarizandose la

membrana e impidiendo la secrecion.

Ghrelin es una hormona peptidica, secretada ntagiarnente en células
epiteliales del estbmago, que se une a su receptdas células somatotropas de la
hipofisis anterior estimulando la secrecion dedanrona de crecimiento. Fue aislada a
finales del afio 1999 por Kojima y colaboradores ednestdbmago de rata y
posteriormente en humanos. Se trata de un péfatidado por 28 aminoacidos que
posee ademas importantes acciones sobre la ingestexpresion se ha detectado en
tejidos tales como: hipdfisis, hipotalamo, intestitkelgado, intestino grueso, ovario,

testiculo y corazéon (Kojimet al.,1999, Korbonitst al.,2001). En humanos se ha
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demostrado su expresion en placenta (Guadiilal.,2001), células del sistema inmune
(Hattoriet al.,2001) y préstata (Jeffest al.,2003).

B

i Hipotalamo \ 3+

l\ 7

aWi
> (f_> <3
Hipofisis

Y

GH

FFA /

Tej. adiposo

\ Ghrelin

Figura 7. Regulacid de la

secrecion de la hormona
Stress

IGF-| Aminoacidos

Hipoglucemia

crecimiento.

Higado

Ademas de estos tres principales reguladores drpligsion de la GH, existen
otros moduladores, como neurotrasmisores, neuridp&phormonas (glucocorticoides,
hormonas tiroideas, leptina, glucosa...) y el fad®rcrecimiento tipo insulina, IGF-I.
Elevados niveles en sangre de IGF-I disminuye leres®n de la hormona de
crecimiento, no solo ejerciendo su accion directamesobre las células somatotropas,
inhibiendo la accién estimulante de la GHRH, sitamnbién estimulando la liberacion
de somatostatina e inhibiendo la secrecion de GEHRHNel hipotalamico.

Sin embargo, para la activacién del gen de la GlHexesaria la presencia del

factor de transcripcion hipofisario-1 (Pit-1 o GHJ--
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4. FACTOR DE TRANSCRIPCION HIPOFISARIO-1 (Pit-1/GHF -1)

Los factores de transcripcion son proteinas quenea a elementos reguladores
localizados en la regién promotora del ADN estandlo o inhibiendo la transcripcion
génica. Concretamente, la activacion especificdogdegenes de GH, prolactina y la
subunidadp de TSH en tres tipos celulares especificos, sdrogtas, lactotropas y
tirotropas respectivamente, requiere la presenel factor de trancripcion Pit-1
(Castrillo et al., 1991, Li et al.,, 1990). Pit-1, desempefia ademas, una funcion
importante en la diferenciacion celular durantedesarrollo de la hipofisario (De la
Hoyaet al.,1998). En 1988 fue aislado y secuenciado porgramez por dos grupos

de investigacion independientes (Bodekal.,1988; Ingrahanet al.,1988).

4.1. Estructura

El gen que codifica el factor de transcripcion-Ritconocido también como
GHF-1, se localiza en humanos, en el cromosoma. Ith formado por seis exones,
constituidos a su vez por un numero variable degpde bases, que oscilan desde 61
gue conforman el exdn 5, hasta 225 pb del exd@hBagt al.,1992).

Pit-1 pertenece a la familia de proteinas POthatarizadas por la presencia de
una region altamente conservada conocida como @@rRi@U. Este dominio es una
region constituida por 155-162 aminoacidos queigeala su vez en dos regiones, el
homeodominio POU (PQ4YY), formado por 60 aminoacidos y el dominio POU
especifico (POUSs), constituido por 75-82 aminodkidémbas regiones permiten la
unién de la proteina al ADN con una elevada afuhigl@specificidad (Figura 8).

Dentro del gen que codifica para Pit-1 se han desdos lugares de inicio de la
transcripcion dando lugar a dos variantes de ARNsajero de Pit, Pit-1 y Pit-2 y en

funcién de donde comience la traduccién se origman vez dos isoformas de Pit-1.

- Pit-1 es una proteina formada por 291 aminoacidos. Detdgrsu secuencia se

distinguen dos codones de inicio de la tradu¢adéndo lugar a dos proteinas de
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distinto peso molecular, 33 kDa y 31 kDa. Ambasedih en la presencia o
ausencia de 27 amino&cidos entre la primera y nslsgunetionina en la secuencia
aminoacidica primaria. La isoforma de 33 kDa esés abundante, encontrdndose

en una relacion 2:1 con respecto a la de 31 kDag#ftoal., 1991).

- Pit-2, también llamada GHF-2, Pit-1a o Pif1Se origina como consecuencia de
un procesamiento alternativo del ARN, en concretiopdimer intrén (Theillet al.,
1992). EI ARN mensajero que codifica para Pit-2gesil que el que codifica para
Pit-1 pero con una insercion de 78 pb entre elg@riynsegundo exon, afiadiendo 26
aminoacidos en el dominio de transactivacion,aregica en serina y treonina, tras
el aminoacido en posicién 47. Por tanto, la isofofit-2 es una proteina formada
por 317 aminoacidos alcanzando un peso molecul@&6ddda (Vosset al., 1991;
Konzaket al.,1992; Delhaset al.,1995). En hipofisis de rata, esta isoforma de Pit
activa la expresion del gen de la GH pero no adtisagyenes de PRL y la subunidad
B de TSH, a diferencia de lo que ocurre con la isoéoPit-1 que activa los tres
genes (Ohteet al., 1992; Vilaet al., 1993; Sanneet al., 1996). Esta isoforma se
encuentra en la mismos tipos celulares que PitrEibargo es menos abundante
que Pit-1, encuentrandose aproximadamente en ela@dn 7:1 con respecto a Pit-
1.

GHF-1 / PIT-1

DOMINID DE
ACTIVACION DOMINIO DE
TRANSCRIPCIONAL LINION AL DN&

1 T2 124 193 214 274 291 aa
| | | [

||
o ISV CHG T N o
| mmm e T oam Figura 8. Estructura proteica de Pit-

* PROMOTORES Se distinguen cuatro domini
* estructurales:

STA: Responsable de la activid
5 - ATGHATAWK - 3

pGF:'L 3 - TRCHTATUH - 5 transcripcional.
S L ! CHG: Interviene, probablemente er
SECUENCIA CONSENSO H . .
GHF1/PITI actividad tran_cnpm_onal. 5
GRFR POU y HD: intervienen en la unic¢

especifica al DNA.
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4.2. Pit-1 y su papel fisiologico

Estudios realizados por Castrillo y colaboradomessleanio 1991 describen el
papel de Pit-1 sobre la proliferacion de célulgofisarias. Utilizando oligonucledétidos
antisentido disefiados sobre la secuencia que cadRit-1, no sélo bloquean la
expresion de los genes de GH y PRL sino que, tambkében la incorporacion dii-
timidina en células somatotropas y lactotropas,ireumglo que Pit-1 regularia la
replicacion del ADN y la proliferacién celular. Adés, presenta una funcion
determinante en la diferenciacion celular durahtiesarrollo de la hipofisis anterior ya
gue ha observado una gran correlacion espacio-taingatre la expresion de Pit-1 y la
activacion de los genes de GH y PRL.

La principal funcion de este factor de transcopaés la activacion de los genes
que codifican la hormona de crecimiento, prolacyita subunidag de TSH. Ratones
enanos“Snell” y “Jackson”, con mutaciones en el gen de Pit-1 muestran una
deficiencia en estos tres genes a la vez que,megsana hipofisis anterior hipoplasica
(Camperet al.,1990; Liet al.,1990; Voss y Rosenfeld, 1992).

Otro gen regulado por Pit-1 es el gen que codiiceeceptor de la hormona
liberadora de GH, GHRH-R (Liet al., 1992), que juega un importante papel en el
desarrollo y proliferacion de adenomas hipofisarestimulando la produccién de GH.
Por tanto, Pit-1 presenta una implicacion indiresctiare la proliferacion celular a través
del efecto mitogénico de GH (Osametaal.,2004).

En humanos la expresion de Pit-1 ya se detecs seis semanas de gestacion y
se localiza especificamente en tres tipos celulalesla adenohipdfisis, células
somatotropas, lactotropas y tirotropas (Puy y A886). El grupo de Friend detecta,
mediante Northern blot, la expresion de Pit-1 eomdres hipofisarios humanos
secretores de GH, PRL y TSH (Frierst al.,, 1993), aunque es Pelligrini y
colaboradores quienes observan una mayor exprdsidtit-1 en tumores hipofisarios
secretores de GH, PRL y TSH en relacién al tejiolonal y que, tanto este tejido como
el neoplasico expresan la isoforma de Bit-driginada por procesamiento alternativo

del ARN (Pellegriniet al.,1994). Ademas, mediante estudios de hibridaciitin se
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observaque la expresion de Pit-1 en tumores esta coroglada con la expresion de
GH, PRL y TSH(Asaet al, 1993).

Existen varias mutaciones en el gen que codifera Pit-1 responsables del
denominado déficit combinado de hormonas hipoeisarCPHD Combined Pituitary
Hormone Deficiengy presente en humanos. Muchas de estas mutacicstas e
localizadas en el dominio POU de Pit-1, implicadolae unién al ADN, y solo dos se
localizan en el dominio de transactivacion de digem. En ambos casos lo que se
origina son niveles de GH, PRL y TSH inferioresoa hormales (Radovick, 1992;
Reynaucket al.,2004).

5. GH Y Pit-1 EXTRAHIPOFISARIO

5.1. GH extrahipofisaria

Tradicionalmente, la expresion de la GH se lochbzaen las células
somatotropas de la hipofisis anterior. Sin embaggdps ultimos afios se ha observado
su expresion en tejidos extrahipofisarios comoéulas endoteliales (Wet al., 1996),
fibroblastos (Palmetshofet al., 1995), timocitos (Maggianet al., 1994), células del
sistema inmune como macrofagos, células B y libdscl (Weigenet al.,1991), en la
linea celular de leucemia mieloide humana, HL60s{Gyaet al. 1996) y en la glandula
mamaria (Molet al., 1995).

La expresion de GH a nivel de ARNm en tejido mamaamano fue descrita
inicialmente por Mol y colaboradores en el afio 198GBnque posteriormente, y
mediante técnicas inmunohistoquimicas e hibridadiorsitu, el grupo de Raccurt
demuestran la expresion de GH en muestras de tejanario normal o patoldgicas
como fibroadenoma, concretamente en las célulaeliefgs y mioepiteliales que

constituyen los ductos. Sin embargo, en muesirasrales, se observa ademas sintesis
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de novo de GH en células del estroma mamario, asociasi@oneieva localizacion a la
progresion del cancer de mama. En este estudieteetd también una mayor expresion
de GH en tejidos tumorales en relacidn a los né/ptesentes en tejido mamario normal
(Raccurtet al.,2002).

5.2. Pit-1 extrahipofisario

Los estudios iniciales sobre la expresion de Rdehlizaban a este factor de
transcripcion uUnicamente a nivel hipofisario, p@o efue denominado “factor de
transcripcion especifico de hipdfisis” (Bodner y rika 1987). Posteriormente la
expresion de Pit-1 ha sido detectada en tejidosal@gbfisarios entre los que se
encuentran placenta (Leet al., 1996; Schankeet al., 1997), tejidos linfoides y
hematopoyéticos (Delhaset al., 1993) y en la linea celular HL60 (leucemia
promielocitica humana) (Costogaal.,1998).

En todos estos tejidos la expresion de Pit-1 passtar asociada a la expresion
de GH, lo cual, parece indicar que al igual querrgca nivel hipofisario, Pit-1 podria
mediar en la regulacion del gen de GH. No obstaetgudios realizados en glandula
mamaria de perros tratados con progesterona, ladesi de Pit-1 detectados por
Northern Blot eran muy bajos o inexistentes, masitque los niveles de GH si son
detectables, lo que parecia indicar que, Pit-liretependiente 0 no era necesario para
la transcripcion del gen que codifica la hormonameimiento (Lantinga-van Leeuwen
et al.,1999).

Otra de las funciones descritas para Pit-1 es sataefestimulador sobre la
proliferacion celular. Existen dos estudios qudejaf esta funcion. Uno de ellos,
realizado por Castrillo y colaboradores en céluipsfisarias, donde la inhibicion de la
expresion de Pit-1 inhibe la proliferacion celul@astrilloet al.,1991). El otro estudio
que refleja una relacion entre proliferaciéon yRies el realizado en la linea celular
HL60, donde la proliferacion esté asociada a unemto de la expresion de Pit-1, tanto

a nivel de ARN mensajero como a nivel proteico (Gyset al., 1998).
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Objetivos

Los objetivos de este trabajo son los siguientes:

Estudio in vitro:

1.- Determinar, en la linea celular de adenocams@monamario humano (MCF-7), la

expresion de Pit-1 y GH tanto a nivel de de ARNmm@@ nivel proteico.

2.- Evaluar la regulacion de GH por Pit-1 en laedincelular de adenocarcinoma

mamario humano (MCF-7).

3.- Determinar el posible papel de Pit-1 sobre fdaliferacidon de las células de

adenocarcinoma mamario humano.

Estudio in vivo:

4.- Determinar la expresion del factor de transidip Pit-1 en glandula mamaria

normal y en carcinomas mamarios ductales infileamumanos.
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Material y Métodos

1. CULTIVO CELULAR

La linea celular de adenocarcinoma mamario humd@;-7, procedente de la
Coleccion Europea de Cultivos Celulares AnimaléSAEC), se cultiva en placas Petri
de 90 mrf en medio de cultivo esencial (DMEM) suplementado on 10% de suero
bovino fetal (FBS), 100 U/ml de penicilina, 100 pg/de estreptomicina y 2 mM de
aminodacidos no esenciales (L-glutamina) a 37°Cterdsfera himeda y con 5% de
CO..

La rutina del subcultivo consiste en el cambiondedio cada 3 dias previo
lavado con tampon fosfato salino (PBS). Una vezlgseélulas llegan a un estado de
confluencia se recogen con una solucion que cantigpsina-EDTA (Sigma, St Louis,
USA) diluida en PBS (1:4) sembrandose alrededdi®eélulas por placa de 90 rim

2. TEJIDOS HUMANOS

Las muestras de tejido mamario normal y tumorgyoceden de piezas
quirdrgicas obtenidas en el servicio de Anatomi@mlBgica del Complejo Hospitalario
Universitario de Santiago de Compostela (CHUS). tapslos tumorales, carcinomas
ductales infiltrantes, se seleccionan por su freciaeclinica. Una parte del tejido se
guarda a -80°C para el analisis de ARNm y de prajej el resto, se fija en formol
tamponado para la realizacion del analisis inmnogigmico. La hipofisis humana
procede de una autopsia, mientras que la placemtarea se obtiene en el servicio de
Ginecologia y Obstetricia del CHUS. El uso de tgittumanos en este trabajo tiene la

aprobacion del Comité Etico de Investigacion.

3. ESTUDIO DEL ARNmM
3.1. Extraccion de ARN

Las células MCF-7 cuando llegan a un estado delumndia se recogen con
tripsina-EDTA diluida en PBS en relacion 1E. precipitado obtenido tras la

centrifugacion de la suspension celular durantenitms a 700 rpm, se lava con PBS y
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se centrifuga de nuevo bajo las mismas condiciol#sprecipitado celular se
resuspende en TRIZol (Invitrogen, Scotland, UK).

El tejido se homogeniza mecénicamente en un honwagr Polytron), en 1
ml de TRIZol. La suspension obtenida se centrifdgeante 10 minutos a 14000 rpm
para eliminar fragmentos de tejido no disgregadocofstinuacion, las muestras se
incuban durante 5 minutos a temperatura ambies&elg afiaden 250 ul de cloroformo.
Tras una fuerte agitacion, las muestras se cegéf a 14000 rpm durante 10 minutos
a 4°C. La superior y transparente, donde se ermeuelnARN, se retira a un tubo limpio
y se le afiade isopropanol. El precipitado de ARNIg&ne centrifugando las muestras
durante 10 minutos a 4°C y 14000 rpm. El sobrertadahtenido se desecha y el
precipitado, una vez seco, se resuspende en @gada con DEPC (agua destilada con
dietilpirocarbonato al 0.1%), y se guarda a -8086ta su procesamiento.

Para la cuantificacion del ARN se utiliza el espgotometro ajustado a dos
longitudes de onda: 260 y 280 nm. La absorcion@ it proporciona la cantidad de
acido nucleico y a 280 nm la cantidad de protdiagoureza del ARN viene dada por el

cociente A260/280, considerandose aceptable unlacéa 1.8-2.
3.2. RT-PCR

La sintesis de ADNc (ADN complementarse lleva a cabo en un volumen
total de 30 pl, con los siguientes componentesy 2¢1ARN total, 6l de tampon (56X
First Strand Buffer, Invitrogen conteniendo: 50 nikis-HCI pH 8.3, 50 mM KCI, 10
mM MgCl,, 50 mM DTT; 5 mM MgCJ; 2 mM de cada dNTP (Invitrogen), 500 ng de
random primergInvitrogen), 20 unidades de inhibidor de RNaR&lAsin GeneCratt,
Germany), 400 unidades de M-MLV reversotranscrgptdsvitrogen). La mezcla se

incuba durante 50 minutos a 37°C, 15 minutos 45%@aimente, 5 minutos a 95°C.

5 ul de ADNc se amplifican en un volumen total @3 bajo las siguientes
condiciones: 5 pl de tampén de PCR (10X PCR Bu@eneCraft que contiene 10 mM
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Tris-HCI pH 8.4, 50 KCI; 1,5 mM MgGj 0,2 mM de cada dNTP (Invitrogen), 25 pM
de cada oligonucledtido, 2 unidades dg A®DN polimerasa (GeneCraft). Los
oligonucledtidos se disefian sobre la secuencia cqdidica para ARN mensajero de

cada uno de los genes estudiados tal y como smierdisiguiente tabla:

ARNnL Oligonucleétido Secuencia Producto
GH Sentido 5"CCGACACCCTCCAACAGGGA 3’| 344pb
Antisiettt 5"CCTTGTCCATGTCCTTCCTG 3
Pit-1A Sentido 5"GTGTCTACCAGTCTCCAACC 3 247pb
Antisentido EATTTCCGCCTGAGTTCTTC 3
Pit-1B Sentido 5"GCAACTCTGCCTCTGATAATG 3’ 295pb
Antisentido| EACCAATTTACTTTTCCGCC 3
18S Sentido PAACCCGTTGAACCCCATTS’ 131 pb
Antisentido 5"CCATCCAATCGGTAGTCG3
IGF-I Sentido 5"AGGACTTCCAACCCAATTATTT3| 83pb
Antisentido 5" AGATGCGAGGAGGACATGGT3’

Las condiciones de amplificacion que se utilizann slas siguientes:
desnaturalizacion a 95°C durante 1 minuto, hibriolaa 54°C para Pit-1B, 58°C para
Pit-1A, 64°C para IGF-I, 55°C para GH y 60°C pa88& ¥ 72°C durante 1 minuto y 10
minutos de extension final a 72°C. ElI numero déosicutilizado es de 27 ciclos para
18S y 35 ciclos para Pit-1, IGF-1 y GH.

Los productos de PCR se visualizan en un gel deoag al 1,5% en TAE 1X
(TAE 50X: 2 M Trizma Base, 50 mM EDTA, 8 mM &cidoédico glacial) tefiidos con
bromuro de etidio bajo una luz ultravioleta acdpla un sistema de imagen digital

(Molecular Analyst, Biorad) que permite cuantifitadensidad 6ptica de las bandas.
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Los fragmentos obtenidos mediante la PCR se corbprumediante cortes con
los siguientes enzimas de restriccion: Mbo Il y RPromega, UK) para Pit-1 y Bgl Il
(Promega, UK) para GH.

3.3. Secuenciacion

El primer paso antes de realizar la secuenciat@dios productos PCR, consiste
en la purificacion de los mismos. Para ello, skzatel kit ExoSAP-IT (USB, USA),
gue contiene un enzima con actividad exonucleaga ajnina todas las cadenas
sencillas de los oligonucledtidos, obteniendo (miate el producto PCR de interés. La
reaccion se realiza a 37° C durante 15 minutootos 15 minutos de inactivacion de
la actividad enziméatica a 80°C.

El proceso de secuenciacion consiste en una Geaocediada por una ADN
polimerasa (secuenasa) que junto con 5ul de produeificado, dNTPs marcados y
2ul del oligonucleétido correspondiente (GH/Pit-4g, mantienen durante 15 segundos
a 95° C, 15 segundos a 55° C y 1 minuto a 60° €l énol DNA sequencing system
(Promega). Finalmente se purifica este productorabecidon y se somete a una

electroforesis capilar.
3.4. PCR a tiempo real

Los niveles de ARN mensajero de Pit-1 presentedaeglandula mamaria
normal y en los carcinomas ductales infiltrantesmdama y los niveles de ARNm de
IGF-I en la linea celular MCF-7 tras la sobreexigresle Pit-1 se detectan mediante la
técnica de PCR a tiempo real en un termocicladaréiscente (LightCycler, Roche
Molecular Biochemicals, Mannheim, Germany). Se ia#jl en la reaccion de
retrotranscripcion 2 pg de ARN. La PCR se realipau@ volumen total 20 pl
conteniendo: 2 pl de cada reaccion de RT, 4 mM dgClp 0,5 puM de cada
oligonucledtido y 2 upl de LightCycler DNA Master BR Green Imix (Roche
Molecular Biochemicals). Tras la desnaturalizacidicial de 95°C durante 30 s, las
condiciones de amplificacion utilizadas sonsrdduralizacion a 95°C durante 15 s,
hibridacion a 60°C para 18S, 58°C paralRi64°C para IGF-I durante 15s vy
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extensiéon a 72°C durante 15 s. Para confirmapioductos obtenidos las muestras se
enfrian a 42°C y se aumenta la temperatura a @°€mision de fluorescencia de cada
ciclo es monitorizada y se cuantifica usando urod@ derivado dekoftware de
LigthCycler (Roche Molecular Biochemicals). Los eles de Pit-1 e IGF-I se

normalizan respecto a los niveles obtenidos de 18S.

4. ESTUDIO DE LA PROTEINA
4.1. Extraccion de proteina

Las placas de cultivo se lavan tres veces con fiBS A continuacion, se
despegan con 100 ul de SDS al 1% a 95° C. Losctasraelulares se pasan a un tubo
limpio y se incuban durante 5 minutos a 95°C, firaite se vuelven a incubar en hielo
durante 20 minutos con 500 pl de tampoén de lisdsn@1 HEPES pH 7.5, 150 mM
NaCl, 5mM MgC}, 1% SDS, 10% glicerol, 1% Tritdbn X-100), al quealiciond en
fresco 10mM NaV@ aprotinina 50mg/ml y 4 mM PMSF. Tras un breveicaao, las
muestras se centrifugan a 14000 rpm durante 5 osraud°C. El sobrenadante obtenido
contiene las proteinas que se cuantifican medemetodo de Bradford.

El tejido de glandula mamaria normal y carcinomasnarios se homogeniza
mecanicamente emolytron en 1 ml de tampdn de lisis. El homogenado setiaran
30 minutos en hielo y posteriormente se centrifugiarante 10 minutos a 4°C y 14000
rpm. El sobrenadante obtenido contiene las pradefpnee se cuantifican mediante el

método de Bradford.

4.2. Inmunoprecipitacion

La cantidad de proteina utilizada en la inmundgaei®n procedente de la linea
celular MCF-7 y tumores mamarios es de 1.5 mg rdéefma mientras que para el
tejido mamario normal es de 2 mg. A todos ellodeseafiadié 1 pg de anticuerpo
monoclonal anti-Pit-1 (Transduction Lab. Lexingt&Y, USA), incubandose toda la
noche a 4°C en un agitador orbital. A continuaciéa afadieron 30ul de una
suspensién de proteina —G -Sepharosa (Amershamrm®tiar Sweden) que se va a unir
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al anticuerpo, incubandose 45 minutos a 4°C y eita@dn. Las muestras se
centrifugaron a 4°C durante 1 minuto a 14000 rpse Yavaron 5 veces con tampén
HNTG (20mM HEPES pH 7.5, 150 mM NacCl, 10% gliceyd,1% triton X-100). Tras

la dltima centrifugacion el precipitado obtenidoresuspende en tampdn de carga 1X
(50 mM Tris-HCI pH 6.8, 2% SDS, 10% glicerol, 1% [¢¢mercaptoetanol, 0.1% de
azul de bromofenol), se hierve durante 5 miswde agitay finalmente se vuelve a
centrifugar a temperatura ambiente durante 5 m#ukl sobrenadante resultante
contiene las proteinas que van a ser cargaddgyehde poliacrilamida.

4.3. Western blot

La electroforesis se realiza en geles de SDS-PAfbporcentaje de los geles
utilizado es del 12% para Pit-1 y del 15% para G&l.cantidad de proteina que se
carga en el gel es variable: para la deteccioRid& en extractos proteicos de la linea
celular MCF-7, en tumores mamarios humanos y ejidot de glandula mamaria
normal es el resultado de la inmunoprecipitacidigntras que para la deteccion de
GH en la linea celular se parte de extracto protetal (80 ug). La electroforesis se
realiza a 120 V durante 2-3 horas en el tampoeletdroforesis que contiene: 25 mM
Trizma Base, 192 mM glicinay 0.1% SDS (p/v).

Una vez finalizada la electroforesis las proteswfransfirieren a una membrana
de nitrocelulosa en una cubeta de electrotransfergn en tampon de transferencia
compuesto por: 25 mM Tris, 192 mM Glicina y 20% ametl. La transferencia se

realiza a 4°C y 0.2 A durante 3 horas.

Para la deteccion de las proteinas se utiliza iirdék quimioluminiscencia
(Tropix, PE Biosystem, Bedford, MA, USA). El protdo a seguir fue el siguiente: La
membrana se mantiene durante 1 hora a temperatoipgerste y en agitacion en
solucion de blogueo (0.2% I-Block (p/v) Tween 20 al 0.1% en PBS). Tras la
incubacion durante toda la noche en agitacion eotestcon el primer anticuerpo: anti-
Pit-1 policlonal (Santa Cruz Biotecnology, USA) maudilucion 1:1000 y anti-GH
policlonal (NIDDK, USA) a una dilucién 1:4000 emlgcién de bloqueo diluida 1:10
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con PBS, se hacen 5 lavados de 5 minutos en soldeidavado (0.1% Tween 20 en
PBS). A continuacion se afiade el segundo anticuarpma dilucién 1:5000, en

solucion de bloqueo y se dejé incubando 1 hora agitacion constante. Se lava de
nuevo 5 veces con solucion de lavado y se incubac@s de 8 minutos con tampon de
ensayo en agitacion. Finalmente la membrana se rgeme&n el sustrato

guimioluminiscente durante 5 minutos y sin agitacigosteriormente se coloca en un
casete autoradiografico. Los tiempos de exposiciariaron segun el anticuerpo

utilizado.

Las membranas que se rehibridaron con el antiougegfi-actina (Sigma), que
se utiliza como control interno de carga, se susresn la solucion de glicina 0.2M pH
2.2, SDS 0.1%, Tween 1% durante 1 hora en agitamastante, y se lavan 3 veces de
8 minutos cada una en solucion de lavado, antegdbar la membrana con la solucion

de bloqueo.

4.4. Inmunohistoquimica

Las células se fijan en portas estériles, segnodbcolo siguiente: 15 minutos
en PBS al 3.7% de formaldehido, 5 minutos en PBSinditos en metanol a -20° C y 2
minutos en acetona a -20° C. Las muestras de tgjichoral y tejido normal de
glandula mamaria humana son fijadas en paraformaldel 4% y tras la obtencion de
los bloques de tejido se procede a la realizac&oattes de 4 um con un microtomo
(Microm; Walldorf, Alemania) sobre los que se d&dda expresion de Pit-1. Los cortes
se recogen en portaobjetos silanizados (Histobdhésadn Micro Slides, Marienfeld,
Alemania) y se dejan secar una noche a 45°C. Tesgadafinarlos e hidratarlos se
continua con el protocolo. Como pretratamientoesdiza una incubacion con tampoén
citrato sédico 10mM pH 6 en el microondag%0 watios durante 20 minutos. Los
cortes, una vez enfriados, se lavan dos vecesB&h (Tampén Buffer Salino, 0.05
mol/L pH 7.9 con 0.3 mol/L NaCl).A continuacion seuba con el primer anticuerpo
policlonal anti-Pit-1 (X-7, Santa Cruz Biotecnoldgydiluido 1:10 y el anticuerpo
policlonal anti-GH (Dako, Denmark) diluido 1:1Gh funcion de las muestras a
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estudiar, durante toda la noche a 4°C. El excesmtieuerpo se elimina realizando dos
lavados con tampon TBS durante 5 minutos. El mésadeccionado para la deteccion
inmunohistoquimica es &nVisionque consiste en bloquear la peroxidasa endoégena
con peroxido de hidrégeno (Merck) durante 10 migu# continuacion los cortes se
lavan dos veces durante 5 minutos con TBS y seébacon el polimero de dextrano
conjugado con Ig de cabra anti — conejo/rat@og el enzima peroxidasa (EnVision
peroxidase, Dako; CA) durante 30 minutos. Losesose vuelven a lavar dos veces con
TBS durante 5 minutos y finalmente se revela corB@Merck).Las muestras se lavan
con agua destilada y tras la deshidratacion, aldana montaje se observan al
microscopio. Los controles negativos se realipanbando el primer anticuerpo con su
antigeno homalogo, el péptido Pit-1 y GH recombieasspectivamente, en agitacion
durante toda la noche a 4° C.

4.5. ELISA GH

Esta técnica permite cuantificar la secrecion d&Hhpor las células de
adenocarcinoma mamario al medio de cultivo mediangereaccion colorimétrica. Para
ello se prepara, sobre placas de 96 pocillos goger®n el anticuerpo anti-hGH en su
superficie, una curva de concentraciones conociiai®e 2 y 50 pg/ml de GH y las
muestras que contienen el medio de cultivo dedadas en las que se transfectd con el
plasmido de expresion de Pit-1, pRSV-hPit-1 dur@dte48 y 72 horas. Como control
se utiliza el medio de las células sin tratar.rgela durante 1 hora a 37° C. Tras varios
lavados se incuban con el anticuerpo anti-hGHaaidligoxigenin (anticuerpo anti-
hGH-DIG) durante 1 hora a 37° C. El exceso de a@to se elimina con un lavado y
se le afladen 200 pl de anti-DIG-POD (anticuerpé-daigbxigenin conjugado con
peroxidasa) incubandose durante una hora a 379n@lntente se afiade el sustrato
ABSTque cataliza el enzima dando lugar a un prodtaitwrimétrico. Esta reaccién se
desarrolla entre 15 - 20° C y en agitacion. La dizswia de las muestras se cuantifica

en un lector de ELISA a una longitud de onda dermtf.
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5. PLASMIDOS Y TRANSFECCIONES

5.1. Preparacion de bacterias competentes y transfoacion

Para obtener plasmidos a gran escala es necésarsformar las bacterias con
cada uno de ellos. Para ello se realiza un cuttevéas bacterias DHSen 5 ml de LB
en agitacion toda la noche a 37°C. A 100 ml de m8dB con M{ (bactotriptona 2%,
extracto de levadura 0.5%, 10 mM NaCl, 2.5 mM K@ ,mM MgC}, 10 mM MgSQ)
se le afiade 1 ml de este medio de cultivo y sebmcan agitacion, a 37° C hasta
obtener una densidad oOptica a 600 nm de entre @R EI cultivo se reparte en dos
tubos y se incuba durante 10-15 minutos en hielandcurrido este tiempo se
centrifugan a 2500 rpm durante 10 minutos a 4°@ré&dipitado obtenido se resuspende
en 1/3 del volumen inicial de FSB (100 mM KCI, 4MrvinCl, 4H,0, 10 mM CaCl 2
H,O, 3 mM HACoC}, 10 mM acetato K, 10% glicerol p/v), y se inculeante 10-15
minutos en hielo. A continuacion, se centrifugeb@®rpm durante 10 minutos a 4° Cy
el precipitado obtenido se resuspende en 1/12.yademen inicial de FSB. Se afiade
3.5% (v/v) de DMSO y se agita inmediatamente. Tnasibarse en hielo durante 5
minutos a la mezcla se le aflade DMSO hasta abter@econcentracion final de 7% y
se incuba 10-15 minutos en hielo. Finalmente seetiéan y se guardan a -80° C.

Las bacterias DHbcompetentes se transforman con cada uno de lo®isigs
plasmidos: pRSVhPIt-1 (plasmido de expresion delRipRc/pRSV (plasmido sin la
secuencia que codifica para Pit-1), pEPuro (plasndié resistencia a puromicina) y
pGL3B-GHsog, tal y como se indica a continuacion: 1l del pid@l® se afiade a 100 pl
de bacterias competentes. La reaccion se inculS& aldrante 30 minutos seguida de
otra incubacién a 37° C durante 10 minutos. A cadade las reacciones se le afladen
250 pl de LB y se mantienen en agitacion a 37°1@rdea 45 minutos. Una vez que las
bacterias han crecido se siembran en placas deghBean ampicilina y se incuban a
37°C toda la noche en un incubador de bacteriada&rcolonias que crecieron se
confirma la expresion de cada uno de los plasnydes pasa a la obtencion a gran

escala, utilizando el kit: Maxiprep Jet Star (GeednRoche).
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5.2. Obtencién de plasmidos a gran escala

Las bacterias se crecen a 37°C y en agitaciéanturtoda la noche en un
volumen de 500 ml de LB - ampicilina (10g/l NaCdg/l extracto de levaduras; 10g/I
bactotriptona. La solucion se autoclava a 121°Gesanle usarla se le afiade el
antibiotico, en este caso ampicilina (50mg/ml)laAmafiana siguiente se procede a la
obtencién del plasmido. El primer paso consisteaBadir a la columna 30 ml de
tampon equilibrante y se deja drenar por flujo gjedorio. Las bacterias se recogen tras
una centrifugacion de 15 minutos a 4000 rpm y aQ@O€gl precipitado obtenido se
resuspende en 10 ml de tampdn de resuspensiondidsieer una solucion homogénea.
A continuacion se aflade 10 ml del tampdn de liss incuba 5 minutos a temperatura
ambiente. Se afiade 10 ml de solucion de neutraizanezclandose inmediatamente
por inversion del tubo cinco veces. La mezcla s&ridega a 7000 rpm, 20°C 15
minutos. El sobrenadante obtenido en el paso antex®@ afiade a la columna
previamente equilibrada. Se deja que el lisado edrpor flujo gravitatorio. A
continuacion se afiade 60 ml de la solucion de @viathalmente el plasmido se eluye
afladiendo a la columna 15 ml de tampdn de elutiarprecipitacion del plasmido se
realiza con 10,5 ml de isopropanol, seguida decemérifugacion a 9000 rpm y a 4°C
durante 30 minutos. Se desecha el sobrenadantprgaipitado de ADN plasmidico se
lava con etanol al 70% y se vuelve a centrifug@@@0rpm a 4° C durante 10 minutos.
El ADN obtenido se disuelve en 500 pl de TE pH(&1@s-HCI pH 8.0; 1mM EDTA).

5.3. Transfecciones

FuGene(Roche Biochemicals), un reactivo formado por orezcla de lipidos
disueltos en un 80% de etanol ha sido el métodgidelepara la realizacién de las
transfecciones. Por cada g de plasmido transteckaditilizan 3ul deuGene En un
tubo estéril se hace la mezcla BalGenecon DMEM estéril y posteriormente se incuba
con el ADN durante 15 minutos a temperatura ambidfinalmente se pipetea sobre la

placa de cultivo a tratar.
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En las transfecciones se utilizan diferentes autnaeiones del plasmido de
expresion de Pit-1 (pRSVhPIt-1), una vez transdorgl tiempo elegido de tratamiento
se extrae ARN y proteina para su analisis posterio

5.4. Ensayos de luciferasa - galactosidasa

Tras tripsinizar y contar, las células se siembeanplacas de 6 pocillos
(150.000 células por pocillo) y se tratan con dias concentraciones de plasmido
pRSV-hPit-1 (100 ng, 250 ng, 500 ng y 1000 ng), B8ael pldsmido que contiene el
promotor del gen de hGH (pGL3B-Gdd y 0.3 pg del plasmido pRSRgal (plasmido
con actividad-galactosidasa) durante 72 horas. Para cada utasdeatamientos se
realizan sus respectivos controles, que contiehgiiasmido vacio (pRc/RSV). Una
vez transcurridos los tiempos de tratamiento, éhslas se lavan 2 veces con PBS frio.
A continuacion se afiaden 100 pl de tampoén de exérmdPassive Lysis 5X Buffer
Promega) y se incuba 20 minutos a temperaturaeamebi Se recoge el lisado celular y
se centrifuga durante 5 minutos a 14000 rpm. Eles@wlante obtenido se utiliza en los

ensayos de luciferasgBygalactosidasa.

Para la realizacion del ensayo luciferasa se ¢ipeR0 ul de cada muestra y se
les aflade 35ul de tampon de ensayo (25mM gliditglicl5 mM fosfato potasico pH
7.8,15 mM MgSQ@ 4 mM EGTA, 2 mM ATP, 1 mM DTT). A continuaciémad
muestras se colocaron en el lumindmetro que iny26fd de solucion de luciferina
(ImM D-Luciferina, 25 mM glicilglicina, 10 mM DTTh cada una de ellas. Esta se
preparo diluyendo el stock de luciferina a una eotr@cion de 145 uM en glicilglicina
25mM pH 7.8. Finalmente se midio la luz emitidaadie 30 segundos.

Para el ensayo de la activid@dgalactosidasa se pipetearon 50 ul de cada
muestra y se les afiadié 100 ul de tampdn Z (60NaMQ, 40 mM NaHPQ,, 10mM
KCI, 1 mM MgSQ, 50 mMp-mercaptoetanol, se ajusto a pH 7.0) y 40 pl d®lacion
stock de ONPG (tampon fosfato pH 7.0, 4 mg/ml ONR@3$ muestras se colocaron en
un bafno a 37°C hasta que se observa color &mddiha vez que adquieren color la
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reaccion se detiene afiadiendo 100 pl/ muestraMi®laCO; y se mide la absorbancia
a 420 nm.

6. ESTUDIOS DE PROLIFERACION: INCORPORACION DE Brd U.

Las células de adenocarcinoma mamario humano esebsan sobre discos
colocados en placas de 24 pocillos. Sobre ellaseabzan transfecciones con el
plasmido de expresiéon de Pit-1, pRSVhPIt-1 y esmi@do de resistencia a puromicina
(pEPuro) en una relacion 10:1, y posteriormentéra@an con puromicina (1pg/ml)
(Sigma; St. Louis, USA). De este modo se puedercsignar las células que
incorporan ambos pladsmidos y observar el efectoimtebemento de Pit-1 sobre la
proliferacion celular en las células que hanoiporado el plasmido pRSVhPit-1. Se
realiza un tratamiento inicial con 250 ng de pRSY@&Riurante 24 horas, 48 horas 'y 72
horas y se cuantifican los ndcleos que han engadtivision. Paralelamente, se realiza
otro experimento con distintas concentracionesldsnpdo de expresion de Pit-1 (10
ng, 50 ng, 100 ng, 250 ng, 500 ng, 1000 ng.) dard@@thoras. Como control de cada
una de ellas se transfecta con el plasmido pRc/pRIBY vez transcurridos los tiempos
designados para cada experimento las células gbanadurante 30 minutos con una
solucion 10 uM bromodeoxiuridina que sera incorgarpor las que estan en fase S del
ciclo celular. A continuacion, los discos se lavaim PBS y se fijan durante toda la
noche en etanol a 4°C. Se desnaturalizan 2 migotosina solucion 0.07 N de J&H,
se lavan 3 veces con PBS y se bloguean durantérilhos con una solucion 0.5% de
BSA y 0.5 de Tween 20 en PBS a temperatura ambiSetéavan de nuevo con PBS y
se incuban durante toda la noche con el anticuameBrdU (BD Biosciences
Pharmingen, UK) en una dilucion 1:100 en soluciérbtbqueo, a 4° C en una camara
hameda. El exceso de anticuerpo se elimina lavaada una de las muestras 3 veces
con PBS. Finalmente se incuban con el segundicuarpo F (ab) IgG FICT (Jackson
Inmunoresearch, West Grove, PA, USA) en una dituéid50 en PBS y DAPI (tifie los
nacleos) en una camara humeda durante 45 minuts ogcuridad. A continuacion se
realiza un lavado en PBS seguido de otro lavadcetanmol al 70%. Los discos, una vez

secos, se colocan en un portaobjetos y se anaizan microscopio fluorescente.

42



Material y Métodos

7. ANALISIS ESTADISTICO

Cada experimento fue realizado al menos tres véassyvalores se expresan
como media #lesviacion estandar. Las medias fueron comparadiaando el “t” test
o el analisis de la varianza con el test de mékilomparaciones de Tukey-Kramer o
Mann-Whitney. Los datos significativos se indicamo *p < 0.05, **p < 0.01 o ***p
< 0.001 dependiendo del nivel de significacion aéaccaso.
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Resultados

1. ESTUDIO in vitro: LINEA CELULAR MCF-7

1.1. Deteccion de ARNm de Pit-1 y GH por RT-PCR

En las células de adenocarcinoma mamario humadetsemina la expresion de
Pit-1 y GH mediante RT-PCR. El producto obtenidaorespondiente a Pit-1 esta
constituido por 295 pb mientras que el correspamdia GH esta formado por 344 pb.
Ambos productos se visualizan en un gel de agdessdo con bromuro de etidio y se
confirma que corresponden a los productuos amatiis mediante digestion
enzimatica. Asi, el enzima de restriccion Mbo lletautilizado para la digestion del
producto de amplificacion para Pit-1 dando lugnagmentos de 219 pb y 76 pb, tal y
como se muestra en la figura 9. En el caso de Gitzima de restriccion seleccionado
es Bgl Il que da lugar a fragmentos de 237 pb yd®{Fig. 10). Ambos productos de
PCR fueron también secuenciados demostrandose agqsecuencia amplificada es

idéntica a la presente a nivel hipofisario.

<~ 344 pb
< 295 pb «— 237pb
< 219pb
1 2 3 4 1 2 3 4
Figura 9. Detecciéon de ARNnde Figura 10. Expresién del ARNm qu
Pit-1 en la linea celular MCF7 mediante RT- codifica GH en la linea celular MCFE-En la
PCR. Calle 1 marcador de pess calle 1 se muestra el marcador de pi
moleculares. Calle 2: control gitivo moleculares. Calle 2: control positivo (hipofi
(hipdfisis humana). Calle 3: linea celu humana). Calle 3: MCF- Calle 4: digestié
MCF-7. Calle 4: digestién enziméaticdel enzimatica del producto de PCR por el enz
producto PCR corel enzima Mbo I, qu de restriccion Bgl I, dando lugar a c
origina fragmentos de 219y 76 pb. fragmentos constituidos por 237 y 107 pb.
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1.2. Expresion proteica de Pit-1 y GH

1.2.1. Inmunoprecipitacién y Western blot

La expresion, a nivel proteico, de Pit-1 se deteatGextractos obtenidos de la linea
celular MCF-7 mediante una inmunoprecipitacion stayue Western blot. Tras la
inmunodeteccion se distinguen dos isoformas dé,Ritta de 33 kDa y otra de 31 kDa
originadas por un procesamiento alternativo del AR/osset al., 1991). Como
control positivo se utilizd el extracto proteicotemido a partir de hipofisis humana
(Fig. 112).

La expresion de la hormona de crecimiento en ldglas® de adenocarcinoma
mamario humano se determina mediante Western bloas la incubacion con el
anticuerpo anti-hGH se observa una banda constifpia 22 kDa que corresponde al
peso molecular de la GH. Se observa también undabalel mismo peso molecular en
los controles positivos utilizados: GH recombinalfiég. 12, linea 2) y extracto
proteico de hipdfisis humana (Fig. 12 linea 3).

s < 33 kDa -

1 2 1 2

Figura 11. Western blot para Pit-en Figura 12. Western blot para Gt
el cultivo celular. Calle 1: marcadoe ceso: Calle 1: extracto proteico de la linealular
moleculares. Calle2: extracto proteico c MCF-7. Calle 2: control pgtivo (GH
hipofisis humana. Call8: extracto proteico ¢ recombinante humana). Call@: control
la linea celular de adenocarcinomsamaric positivo (extracto proteico de hipdfis
humano (MCF-7). humana).
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1.2.2. Inmunohistoquimica

Los resultados obtenidos mediante PCR y Westerhsglaconfirman por un
andlisis inmunohistoquimico. Para la inmunoread#di frente a Pit-1, se observa una
sefal punteada localizada en el nucleo, concretaneenos nucleolos (Fig.13A). No se
observa sefal cuando el anticuerpo primario esbpogbido utilizando su antigeno

homologo, proteina purificada Pit-1 (Fig. 13B).

13B

Figura 13. Inmunohistoquimica para Pit-13A: Deteccién de Pit-1
a nivel nucleolar (40X)13B: Control negativo para Pit-1. El anticuerpo se

preabsorbe con su antigeno homologo, el péptidd 0X).

La inmunoreactividad frente a GH en la linea celltCF-7, tal y como se
observa en la figura 14A, se localiza en el citepla. No se observa sefial cuando el

anticuerpo frente a GH se preabsorbe con GH rec@nts (Fig. 14B).

14A : 14B

Figura 14. Inmunohisquimica para GH en la linea celular MCF-
14A: Inmunoreactividad para GH. Se observa expresida tiormona de

crecimiento a nivel citoplasmatico (40X)4B: Control negativo para GH (20X).
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1.3. Efecto de Pit-1 sobre la expresion de GH enliaea celular MCF-7

1.3.1. Estudio de la expresién a nivel de ARNm

Tras demostrar la expresion del factor de trapsicm Pit-1 y de GH en la linea
celular MCF-7 el siguiente paso consiste en detemnsi, al igual que ocurre a nivel
hipofisario, Pit-1 regula la expresion de la horaole crecimiento en esta linea celular.
Para ello se realiza una transfeccion con el plisrde expresion, pRSVhPit-1 y se

observa el incremento de Pit-1 a distintos tiempediante Western blot (Fig. 15).

: Figura 15. IP - Western blot par

‘“ :3313kkt')3: Pit-1. Se observa unniremento de |
proteina Pit-1 en la linea celular MQF-

C 12h 24h 36h 48h transfectada con pRSVhPitdurante 12, 2¢

36y 48 horas.

Una vez confirmado el incremento de Pit-1, se zaalitratamientos con el
plasmido de expresion de Pit-1 durante 24, 48 ©ZWatas y se estudia la expresion de
GH por RT-PCR. El producto obtenido, constituidor @44 pb. y secuenciado

posteriormente, corresponde a GH (Fig. 16).

Figura 16. RT-PCR para GH.EI

producto de PCR se visualiza en un ge

. = | — 344pb  zgaosa y las bandas obtenidas

densitometran. La expresibn se corrige

-—- : utilizando como control interno 18S. Calle 1:
_—_— w— o ww | . 131 0p marcador de pesos molecular€alle 2: contro
— p

negativo de la PCR. Calle 3: MCFsin tratar
1 2 3 4 5 6 Calle 4, 5 y 6: Células MCF-tratadas co

Pit-1 durante 24, 48 'y 72 hor

respectivamente.
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Los valores obtenidos por densitometria muestram euincremento de la
expresion de GH en la linea celular MCF-7 es sicativo, con una p<0.001 a las 48
horas (1.38 £ 0.32) y 72 horas (1.57 £ 0.11) taasdnsfeccion en relacion a las células
control, no transfectadas con pRSVhPit-1 (0.56 %) Q. las células tratadas con
pRSVhPIt -1 durante 24 horas (0.67 £ 0.12) (Fig.17)

I EETY TRk

Figura 17. Resultados obtenidos tr

08 . .
densitometrar las bandas correspondientes
06 <z .
expresion de GH en la linea celular MCF-

Relacion GH/18S

04

transfectada con pRSVhRiten relacion a células |
02

tratadas. Se utilizdcomo control de carga 18
***p<0.001.

0 I

C 24h 48h 72h

1.3.2. Expresion de GH a nivel proteico
1.3.2.1. Western blot

Para valorar si Pit-1 incrementa los niveles pcotede GH en la linea celular
MCF-7, estas células se transfectaron con el ptispRSVhPit-1 y tras 24, 48 y 72
horas de tratamiento se procede a la extracciota geteina y posterior andlisis de la
expresion de GH mediante Western blot (Fig. 18).

t__ t—-o - : « GH Figura 18. Expresion de GH en

‘ ) la linea celular MCF-7 tras el tratamiento
S < (-actina

con pRSVhPIit-1. Se utiliza como control

de carg#-actina.

49



Resultados

Los valores obtenidos por densitometria muestranaremento significativo en
la expresion de GH a las 48 y 72 horas de la tean&fn con respecto a las células
control (no transfectadas con pRSVhPIit-1) con uk@.@l (control: 0.59 = 0.2; 24
horas: 0.77 £0.09; 48 horas: 1.19 £ 0.22 y 72 hdras+ 0.18) (Fig. 19).

dok

Relacion GHB actina

Figura 19. Valores obtenidos tras la

— densitometria del Western blot*p<0.01.
C 24h 48h 72h

1.3.2.2. ELISA GH

Se determina también, mediante la técnica de ELl&Secrecion de la hormona
de crecimiento al medio de cultivo tras transfetdarcélulas MCF-7 con pRSVhPit-1.
Las células que no sobreexpresan Pit-1, es degiellas que no han sido transfectadas
con el plasmido (células control), presentan uo bajel de GH en el medio de cultivo,
mientras que, cuando son tratadas con el plasngdexpresion de Pit-1 los niveles de
hormona de crecimiento en el medio extracelulairsgementan. Asi, los valores que
se obtienen son los siguientes: control: 3.01 + 28horas: 4.85 + 0.28, 48 horas: 5.52
+1.53y 72 horas: 9.52 + 3.03 (Fig. 20).
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&k

Figura 20. ELISA para GH. La
células transfectadas muestran un r
detectable pero no giificativo en le
secrecion de GH al media las 24 y 4!

horas, 8lo tras 72h de transfeccion |

hGH pg/ml

niveles de GH se ven significativamente
incrementados con respecto a los niv

de GH presentes en el medio de cultivc

las células controk*p<0.01.

1.3.3. Analisis de la actividad transcripcional depromotor de GH

Para demostrar que Pit-1 actla a nivel transcmiptisobre el promotor de GH
en la linea celular MCF-7 se realiza una cotramsdeccon el plasmido pGL3-basic-
GHasoo, que presenta la secuencia del promotor del gda @&H, desde la posiciones
-300 a -1, que contiene los dos lugares de uniéa Pa-1, unido al geneporter con
actividad luciferasa y distintas concentracionglspthsmido de expresion pRSVhPit-1
(100ng, 250 ng, 500 ng y 1000 ng). Transcurridash@ias tras la transfeccion las
células se recogen en tampon de lisis y se cuamtdi actividad transcripcional. Como
se muestra en la figura 22, se observa un incrensgguificativo entre células control
(no transfectadas con el plasmido pRSVhPIt-1), yelas transfectadas con 250 ng o
concentraciones superiores del plasmido pRSVhHrigura 21). Los resultados de tres

experimentos independientes se muestran en |lasiguiabla:
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100 ng 250 ng 500 ng 1000 ng

CONTROL | 31971,8 +9620 26797 +916[L 30603 + 102527 28734 + 6332

TRATADO | 40082 + 15405 50492 + 1032851332 + 13648 73074 + 19501

100000 +

80000 A

60000 1

40000 A

20000 1

Actividad luciferasa/ p-galactosidasa

+ -+ -+
100 250 500 1000

Concentraciéon de pRSVhPit-1 (ng)

Figura 21. Efecto de pRSVhPit-1 sobre la expresién de pddldc. Los
resultados muestran una relacion dosis-dependiertela concentracion del plasmido
expresion de Pit-1 y la transcripcion de GH. Loosdae expresda actividad luciferas

corregida con la actividadgdgalactosidasa:**p<0.001.

1.4. Efecto de Pit-1 sobre la expresion de IGF-I deante PCR a tiempo real

Para evaluar si Pit-1 incrementa los niveles de-ll@lirectamente o a través de

GH), en la linea celular MCF-7, se sobreexpresd. Fiirante 24, 48 y 72 horas y se

analiza posteriormente la expresion de IGF-1 mddi®&CR a tiempo real. Los valores

obtenidos se corrigen utilizando como control dga&al ARN ribosomico 18S. Tal y
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como se muestra en la figura 22, no se observanedifias entre los niveles de IGF-I
entre células control (no transfectadas con ehpitis pRSVhPIt-1) y las transfectadas
con el plasmido de expresion de Pit-1(control 5A.% 24 horas 5.42 + 0.09; 48 horas
5.53+£0.49y 72 horas 5.45 + 0.15) (Fig.22).

T

Q-

v 3

T '

cg

= B2

x g

© 9 Figura 22. PCR a &mpo
ie] 31
© -

53 real para IGH: No se observ

2 2 . ) .

gp_ diferenciasentre las células tratad

o

i con el plasmido de expresion de Pit-

0 Ly las células control (no tratadas).

C 24h 48h 72h

1.5. Papel de Pit-1 en proliferacion celular

Para determinar el papel de Pit-1 sobre proliféracelular, las células de
adenocarcinoma mamario humano se cotransfectan260nng del plasmido de
expresion de Pit-1 (pPRSVhPIt-1) y el plasmido quodifica para puromicina (pEPuro)
en relacion 1:10, y posteriormente se selecciofiadiando 1 pg/ml de puromicina. Se
incuban con bromodeoxiuridina, que sera incorporataaquellas células que estén
sintetizando ADN, es decir, que estén en fase $lidvite microscopia de fluorescencia
se cuantifican los nucleos en fase S frente a lmdens totales tefidos con DAPI a
diferentes tiempos (24h, 48h, 72h). Se observa naremento significativo de
proliferacion celular a las 48 horas (18.3 £ 2.@829.6 + 5.1%) y a las 72 horas (15.8

+5.7vs30.2 + 7.7) de la transfeccion, respecto a ladaglcontrol, transfectadas con
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el pldsmido pRc/RSV. Mientras que no se observanaremento estadisticamente

significativo tras 24 horas de transfeccion (1928vs26.7 + 10.1) (Fig.23).

40 4

35

Células positivas para BrdU
(% de células totales

30 4

25

20 A

$ok

-

-Pit-1  +Pit-1 -Pit-1 Pit-1 -Pit-1  +Pit-1

24h

48h 72h

Figura 23. Se observa incremento significativo en la prodié&dn celulaa las 48 \
72 horas de transfectar las células MCF-7 con &mido pRSVhPIt-1*¢p<0.01) er

relacion a las células control tratadas con el npids pRc/RSV y seleccionade

posteriormente con puromicina.

Paralelamente se realiza otro experimento dondansdiza la proliferacion
celular frente a distintas concentraciones delnpids (10 ng. 50 ng, 100 ng, 250 ng,
500 ng y 1000 ng) durante 72 horas. Como conts#agtiliza el plasmido pRc/RSV, es
decir, sin la secuencia que codifica para Pit-k. d¢&ulas son seleccionadas con 1ug de
puromicina y sometidas a un pulso de BrdU dura@itenBiutos. Finalmente se procede
al contaje de los nudcleos totales, tefiidos con DARIs que son positivos para BrdU
(indicador de proliferacion) (Fig. 25). Como se stug en la figura 24, el incremento

de proliferacion es paralelo al incremento en laceatracion de plasmido de expresion

de Pit-1.
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Los valores obtenidos, controlestratados, se muestran en la siguiente tabla:

CONTROL TRATADO
10 ng 9.4+2.1% 812.5.3%
50 ng 10.7 + 3.2% 1¥4.4%
100 ng 10.1 + 3.3% 2564.5% p<0.01
250 ng 12.7 £ 5.2% 26.3.9% p<0.01
500 ng 10.9+2.3% 29 .9.3% p<0.01
1 ug 13.8 £ 5.4% B34.3% | p<0.01

Células positivas para BrdU
(% de células totale

10 ng 50 ng 100 ng 250 ng 500 ng 1000 ng

Concentracion de pRSVhPit-1 (ng)

Figura 24. Como se observa graficamente, el incrementa gedliferacién esta
correlacionado con un incremento en la expresioRitdé, y comienza a ser significativo
con un tratamiento de 100 ng de pRSVhPit-1 duraffehoras. El porcentaje de
proliferacion se calcula cuantificando el nimerondeleos totales, tefiidos con DAPI en

relacion a los nlcleos positivos para Brdtp<0.01).
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BrdU DAPI

CONTROL
- Pit-1

TRATADO
+ 10ng Pit-1

TRATADO
+ 100 ng Pit-1

TRATADO
+ 1000 ng Pit-1

Figura 25. En el estudio de largliferacién de cuantifican los nucle
totales, tefiidos con DAPI (en azul) en relacidasaque han incorporado BrdU (

verde). Imagen representativa de los distintoanmantos (40X).
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2. ESTUDIO in vivo: GLANDULA MAMARIA NORMAL Y CARCINOMAS
DUCTALES INFILTRANTES

2.1. Deteccién de ARNm de Pit-1 por RT-PCR

Estudios anteriores han demostrado que en tejicoama normal como tumoral
humano se expresa GH. Sin embargo, no existe niegtudio donde analicen la
expresion de su principal regulador, Pit-1. Nuasingestigaciones se centran ahora en
la determinacion de la expresion de este factdrashescripcion en muestras humanas de
mama normal y carcinomas mamarios tanto a niveAREm como a nivel proteico.
Asi, a partir del ARNm del tejido mamario normaiunores ductales infiltrantes y tras
realizar una RT-PCR, el producto obtenido se visaan un gel de agarosa tefiido con
bromuro de etidio, observandose una banda comstipor 247 pb correspondiente a la
region esperada, tanto en la glandula mamaria n@wonao en tumores mamarios (Figs.
26 y 27). La secuenciacion del producto obtenido RGR indica que es idéntico al

presente a nivel hipofisario. 18S se selecciondocoomtrol de carga.

26A

~ Pit-1

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1314 15

26B

— —

S s ams ~ 18

Figura 26. Expresion del ARNm que codifica a Pit-1 y a 1834 carcinomas
ductales infiltrantes humanos (Fi@68A y 26B). Calle 1: marcador de pesos moleculares
(100-1000 pb). Calles 2-15: Productos PCR corregipotes a Pit-1 y 18S en 14 tumores
de mama.
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Figura 27. Expresion del factor de transcripcion Pit-1 ejidéemamario
normal humano (Fig27A y 27B) Calle 1: marcador de pesos moleculares. Calles 2-
8: Producto PCR de Pit-1 y 18S en 7 glandulas mamaormales.

Como controles positivos de la expresion de Pit-laedRT-PCR se utilizaron los
siguientes tejidos: hipofisis y placenta humanaogn@ controles negativos: glandula
adrenal de rata y la linea celular Saos-2 (osteosa humano). Tras visualizar los
productos de PCR en un gel de agarosa se obseavzanda de 247 pb correspondiente

a Pit-1, en hipofisis y placenta, mientras quéaeglandula adrenal de rata y en la linea
celular Saos-2 no hay producto PCR (Fig. 28).
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Figura 28. Controles positivos y negativos de Pit-1 utiliga@n la RT-PCR28A y 28B:

Productos PCR para Pit-1 y 18S. Calle 1: marcadqresos moleculares. Calle 2: control negativo de

PCR. Calle 3: linea celular Saos-2. Calle 4: glémddrenal de rata. Calle 5: hipéfisis humana.eaill

placenta humana. Calle 7: mama normal. Calle 8otuda mama.

Los niveles de ARNm de Pit-1 presente en cada umolog tejidos se

determinaron cuantitativamente mediante PCR a tierepl, los valores obtenidos se

corrigen utilizando como control de carga el ARbbedmico 18S (Fig. 29). Se observa

qgue la expresion del factor de transcripcién PR#sl significativamente mayor en el

tejido tumoral en relacion al tejido normal (2.58.86vs2.14 + 0.17**p<0.01).

- 35

25

T 15

Expresién de ARNm de Pit-1
(unidades arbitrarias)
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*%

T
Mama Tumores
normal de mama
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Figura 29. Expresién a nivel d
ARNm de Pitd en la glandula mamai
normal y en los carcinomas ducte
infiltrantes obtenidos mediante PCR
tiempo real. Se utiliz6 como control

carga 18S.
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Para verificar el producto obtenido por PCR comesiente a Pit-1 en el tejido
mamario normal y tumoral se realiz6 un corte cos elazimas de restriccion (Pvu Il 'y
Mbo Il) seleccionadas sobre la secuencia amplificddas la digestion enzimatica con
el enzima Pvu Il se obtienen dos fragmentos caondtis por 211 y 36 pb,
respectivamente, mientras que el enzima Mbo Hima otros dos fragmentos pero
constituidos por 181y 66 pb. (Fig. 30).

Mbo Pvu Il
247 pb — «— 247 pb
181 pb — 211pb

Figura 30 Digestion enzimatica del producto PARis calles 1 y 5 representan el prodi
sin cortar. Calle 2: digestion con el enzima MhdJalle 3: marcador deesos moleculares. Calle

digestion con el enzima Pvu Il.

2.2. Deteccién proteica de Pit-1

2.2.1. Inmunoprecipitacion y Western blot

La expresion a nivel proteico de Pit-1 se detect@xractos obtenidos de tejido
mamario normal y carcinomas ductales infiltranteamanos mediante una
imunoprecipitacion seguida de Western blot. En ardasos se pueden distinguir dos
isoformas de Pit-1, una de 33 kDa y otra de 31 &bginadas por un procesamiento
alternativo del ARN (Vosst al.,1991) (Fig. 31).

A pesar de que la cantidad de proteina dee lgagtiéo en la glandula mamaria
normal es de 2 mg, mientras que en los carcinona@samos se utilizé 1.5 mg, se
observa una mayor expresion de Pit-1 en los tumorasarios en relacion a la

glandula mamaria normal.
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. S «~ 33 kDa
“ J FL <« 31 kDa
! 2 3 4 56 7 TUMORES
. <« 33 kDa
e SPhEY « 31 kDa
_J
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31A
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- « 31 kDa NORMAL
1 2 3 4 56 7
31B

Figura 31. Inmunoprecipitacién - Western blot para Pit3e detectan dos banc
constituidas por 33 y 31 kDa y correspondientessadbs isoformas de Pit-31A y 31B expresior

de Pit-1 en 14 carcinomas mamarios ductales wfites y en 7 glandulas mamarias normales.

Como controles negativos de la inmunoprecipitagi@stern blot para Pit-1 se
utilizé la proteina obtenida a partir de glandudeeaal de rata y la linea celular Saos-2
y como positivos proteina purificada de Santa Bimecnology y placenta humana
(Fig. 32).

o : «~ 33 kDa
< 31 kDa

1 2 3 4 8

Figura 32. Control positivo y negativo de la IP-WB frent®ig-1.
Calle 1: Proteina Saos-2. Calle 2: glandula adréeahta. Calle 3: proteina
purificada de Pit-1 (Santa Cruz Biotecnology). €dll mama normal. Calle 5: tumor
de mama.
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2.2.2. Inmunohistoquimica

Estudios previos han demostrado que GH se expreséas células que
constituyen los ductos mamarios, por lo que, naesguiente objetivo fue determinar
cuales son las células que expresan Pit-1 en talgléh mamaria normal y en tumores
de mama. Para ello se realiza un estudio inmurazhughico. Asi, tras incubar las
diferentes muestras de tejido con el anticuerpeRififl y posterior deteccibn mediante
el métodoEnVision se observa que el tejido mamario normal presemaatincion del
nacleo de las células epiteliales y mioepiteliaas constituyen los ductos y alveolos
de la glandula mamaria (Fig.33A). Esa misma tinciannivel nuclear, se observa
también en los carcinomas mamarios ductales enfilérs (Figs. 33C y 33D). Esta sefial
desaparece cuando el anticuerpo se preabsorbeucantigeno homadlogo, el péptido
Pit-1 (control negativo) (Fig.33B).
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Figura 33. Inmunohistoquimica para Pit-1.

33A: Inmunopositividad para Pit-en la glandula mamaria normal. Se observa
tincion nuclear tanto en células epiteliales comoepiteliales que conslyen los
ductos, mientras que es estroma no expresa Pi®X).(83B:. Control negativo. S
realizd una preabsorcion del angicpo primario con su antigeno homélogo, prot
Pit-1, y no se observa sefial (40Z3C: Inmunodeteccion para Pit-1 en losaaomas
ductales infiltrantes. (20X)33D: Se observa en las células tumorales una tir
nuclear. (40X).
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Discusion

Tradicionalmente, la sintesis de GH se localizabkag células somatotropas de
la hipofisis anterior, actuando como un factor emth® sobre tejidos periféricos.
Posteriormente, se ha demostrado su expresiénjidastextrahipofisarios humanos,
por ejemplo cerebro, tejidos linfoides (Vét al., 1996), colon, piel, rifidn, pulmén y
musculo (Kyleet al., 1981; Kaoet al., 1992; Kooijmanet al., 1997). GH también se
expresa en tejidos reproductores como testiculodge(gassert al., 1997), ovarios
(Schwarzleret al., 1997), placenta y glandula mamaria tanto normaiactumores de
mama (Molet al.,1995). En estos tejidos extrahipofisarios, GHagdunciones de tipo
autocrino/paracrino. Asi, GH esta implicada en esadrollo y diferenciacion del
epitelio mamario (Plaugt al., 1993) ejerciendo su funcién a través de su propio
receptor, GH-R, que también se expresa en célutamamas (Feldmaet al., 1993;
Decouvelaeret al.,1995). Kaulsay y col. en el afio 99, utilizandtinea celular MCF-

7 (adenocarcinoma mamario humano) demuestran quecémenta el nimero de las
células mamarias como consecuencia de una activeeiéa mitogénesis y un descenso
de la apoptosis, actuando como un potente estimulde la motilidad celular. Estas
acciones son significativamente mas evidentes sid6tda de forma autocrina, en
relacion a la administracion exdgena de esta haam@stos efectos los ejerce al unirse
a su propio receptor y no al de PRL, ya que siaguiea el receptor de GH se inhibe la
proliferacion y motilidad celular (Kaulsast al.,2001). Debido a la gran homologia de
los receptores de GH y PRL se activan rutas delizaéi@n muy similares. Asi,
ademas de activarse la via Jun Kinasa 2 y losaattres de transcripcion STATS y
STATS, se activa también fosfolipasa C y fosfatiddsitol-3 kinasa. Todas estas rutas
incrementan proliferacion celular, supervivencimgtilidad. Ademas, la activacion de
ERK esté implicada en metastasis (Waters y Convapgibell, 2004).

Estudios también realizados en la linea celularFMCdemuestran que GH
autocrina regula la expresion de HOXAL, un poteoteogen necesario para el
incremento de la expresiéon de c-myc, ciclina CBc2 (Zhanget al.,2003). Ademas,
GH regula gadd153 (CHOP) que activa la protecciénté a apoptosis (Mertaet al.,
2001). Mas recientemente, se ha observado que ddugeion autocrina de GH

incrementa los niveles del ARNm que codificaap#é subunidad catalitica de la
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telomerasa (TERT), inmortalizando las células éples mamarias humanas (Lobie,
2004). La produccion autocrina de GH confiere fenotipo invasivo en células de
carcinoma mamario como resultado de la transi@pitelio-mesénquima (Mukhiret

al., 2004). Todos los datos experimentales reflejagsdahel momento, utilizando la
linea celular MCF-7, han sido obtenidos al trartsfeestas células con un vector de
expresion de GH. Sin embargo, y aunque pueda pasegarendente, no existe ningun

estudio sobre la expresion enddégena de GH potirstacelular.

Nuestro primer objetivo, por tanto, fue el comprobiala linea celular MCF-7
expresaba GH. Para ello, a partir de ARN de céllaSF-7 y utilizando
oligonucledticos especificos disefiados sobre laieseia que codifica para GH,
amplificamos por PCR una regién constituida por Bdres de bases, que corresponde a
GH, tal y como se confirma por analisis con enzirdas restriccion especificos.
Ademas, tras secuenciar el producto PCR obtenigilmodtramos que es idéntica a la
GH producida a nivel hipofisario. Una vez deterrdmda presencia de GH a nivel de
ARNmM, analizamos su expresion proteica por Westdoi. Nuestros resultados
muestran una banda inmunoreactiva de 22 kDa extrakcéo proteico de células MCF-7
qgue corresponde a GH. Para completar el estudicalizar su expresion en la célula,
se realiza una inmunohistoquimica, observandoseaurioneactividad frente a GH a
nivel citoplasmatico. Al contrario, no se obsenedia cuando el anticuerpo es pre-
incubado con el antigeno homdlogo (GH recombinarde) manera que se elimina

cualquier sefal inespecifica que pudiese originagrtor.

Dado que nuestros resultados indicaban que la tekdar MCF-7 expresaba
GH, el siguiente objetivo en nuestro estudio fuedeterminar si esta linea celular
expresaba también su principal regulador hipofisagl factor de transcripcion
hipofisario-1 o Pit-1.

Pit-1, también conocido como GHF-Growth HormoneFactor-1), es una
proteina que actiua como un factor de transcripanlas células de la hipofisis anterior

estimulando la expresion de los genes de YGPRL, asi como de la subunidade
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TSH, en tres tipos celulares especificos: somaiafo lactotropas y tirotropas
respectivamente. Asi mismo, desempefia una fun@terrdinante en la diferenciaciéon
celular durante el desarrollo de la hipdfisis donte(De la Hoyaet al., 1998). Esta
proteina se aislo, purifico y secuencié por primexaa finales de los afios 80 de forma
simultdnea por dos grupos independientes (Lefevra., 1987, Nelsoret al., 1988).
Mientras los primeros defendian la hipétesis de Bitel era el determinante primario
de la expresién de GH y que su localizadidmivo era especifica en células de la linea
somatotropa, los datos obtenidos por el segundmogranfirmaban que Pit-1 era capaz
de unirse tanto al gen de GH como al de PRL, efmdo la transcripcion de ambos
genes. Durante algun tiempo, se pensé que sedrdéatlos proteinas distintas, debido a
la discordancia de resultados entre ambos grumiadigs posteriores confirmaron la
identidad de ambas proteinas como un solo factdradecripcion que se expresaba en
la hipdfisis anterior y que es capaz de unirsegiones reguladoras en el gen de GH y
PRL y de la subunida@@ de TSH, asi como en el propio promotor del gerlPit
autorregulando su expresion (Gonzalez-Patral., 1994). Aunque inicialmente, como
en el caso de GH, su expresion se localizaba &ipédisis, también se encuentra en
tejidos y lineas celulares extrahipofisarias, elaseque se encuentran placenta humana
(Bambergeret al., 1995, Schanket al., 1997), tejidos hematopoyéticos y linfoides
(Delhaseet al., 1993), y en la linea celular HL60, leucemia prdat#ica humana
(Costoyeet al., 1998).

Para valorar la expresion de Pit-1 en la lineal@eMCF-7, se utilizé el mismo
protocolo experimental que en el caso anteriodeedr, se realiz6 un estudio a nivel de
ARNmM y a nivel proteico. Utilizando oligonucledisi especificos, disefiados sobre la
secuencia que codifica Pit-1, por medio de RT-PE€Rrmplifica una region constituida
por 295 pares de bases que corresponde, tal y semmnfirma por andlisis con
enzimas de restriccion, a Pit-1. La secuenciac&impducto PCR nos indica ademas
que el factor de transcripcion Pit-1 expresado éunlas MCF-7 es idéntico al que se
expresa en hipofisis. Para determinar su presenciavel proteico, se inmunoprecipita

el extracto proteico de las células MCF-#izaindo un anticuerpo monoclonal y
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posteriormente se realiza un Western blot con dicwarpo policlonal, observandose
dos bandas correspondientes a las isoformas de(Rit-y 33 kDa). Nuestros resultados
demuestran que esta linea celular expresa Pit-lilizddtdo técnicas
inmunohistoquimicas, localizamos su expresion almuclear.

En resumen, nuestros datos indican que GH y saipalhregulador, el factor de
transcripcion Pit-1, se expresan tanto a nivel B&lf como a nivel proteico en células
de adenocarcinoma de mama humano, MCF-7, sienddirest celular un buen modelo
para el estudio vitro de las funciones de GH autocrina, es depipresada en la
glandula mamaria. Tomando, por tanto, como modgfermental la linea celular
MCF-7, nuestro siguiente objetivo fue estudiaakigual que ocurre a nivel hipofisario,

Pit-1 regula la expresion de GH en células de mama.

Si bien a nivel hipofisario la presencia de PisInecesaria para la expresion del
gen que codifica para GH y PRL, el papel que pupdgr Pit-1 en tejidos
extrahipofisarios no ha sido muy estudiado y logogoresultados obtenidos son
controvertidos. Asi, en algunos casos, la expresién GH y PRL parece ser
independiente de Pit-1 y regulada por otros fastale transcripcion (Harvest al.,
2000). Por ejemplo, en células de médula 6sea tda t&nell, en las cuales Pit-1
presenta una mutacion y por tanto no se une al A@\hiveles de GH son similares a
los que se detectan en células de médula 6seaatesanormales (Kooijmaet al.,
1997). Algo similar ocurre en las células de sarcata Utero, donde la expresion del
gen que codifica para PRL parece ser independieniit-1 (Gellersent al.,1995). De
la misma forma, la expresién de PRL en linfocitosely endometrio parece ser
independiente de Pit-1, a pesar de que existerrdsgde union para Pit-1 en el
promotor del gen de PRL extrahipofisario (Melen al., 1997). Por el contrario,
estudios realizados en placenta humana, donde detéetado la expresion de GH-V,
se observa también (por RT-PCR e inmunohistoqujmagresencia del factor de
transcripcion Pit-1 por lo que parece que en &sidot al igual que ocurre en hipofisis,
Pit-1 podria regular la expresion de GH (Bambeggex., 1995, Schanket al., 1997).

Al igual que en los tejidos mencionados, laaciEin Pit-1-GH en tejido mamario es

controvertida. Enestudios realizados en tejido mamario dargs tratados con
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progestagenos, se demuestra expresion de ARNm ogdiéica GH, pero no hay
expresion de transcritos que codifican Pit-1 (Legdivan Leeuweset al., 1999). Sin
embargo, y sorprendentemente, en tejido tumoraltgomién se expresa GH, si se
detecta la expresion de Pit-1, lo que segieque este factor de transcripcion

podria estar involucrado en la expresion de Ghhane al menos en tumores.

Nuestra aproximacion experimental consisti6 ensfeartar la linea celular
MCF-7 con el plasmido de expresion de Pit-1, pRSWhP(y de esta manera
sobreexpresar Pit-1) y valorar entonces los nivdlesGH a las 24, 48 y 72 horas.
Nuestros resultados demuestran que, tanto a rev&RINm (utilizando RT-PCR) como
a nivel proteico (por Western blot) se produce ugniBcativo incremento en la
expresion de GH. Se valor6 también, tras sobresiprele Pit-1, la secrecion de GH al
medio de cultivo (utilizando ELISA), observandoseincremento significativo de GH
a las 72 horas de transfeccion. Para valorar mieeanismo de accion por el cual Pit-1
incrementaba los niveles de GH era a nivel trapsiomal, se realizaron experimentos
en los que se co-transfectan las células MCF-7 atorector de expresion de Pit-1
(PRSVHPIt-1) y un vector que contiene la regidnnpotora de GH unido a un gen
reportador (pGL3-Ghkbg). Nuestros datos indican un incremento dosis-ddipate en
la actividad transcripcional de GH, es decir, a idedque incrementamos las
concentraciones del Pit-1, se incrementa la retpaesGH.

En resumen, nuestros resultados indican que eimda ktelular MCF-7, Pit-1
incrementa los niveles de GH, tanto de ARNm conmtgdna. Esta regulacion positiva

de GH por Pit-1 es realizada a nivel transcripdiona

Una vez demostrada la presencia de Pit-1 en la Iteéular MCF-7, nuestro
siguiente objetivo fue el realizar un estudio paedorar si Pit-1 se expresaba en
glandula mamaria normal y en tumores de mama husnaooncretamente en
carcinomas ductales infiltrantes, que son los tesiogue presentan una mayor

frecuencia clinica.

69



Discusion

Por medio de RT-PCR a tiempo real se cuantificexfaesion de este factor de
transcripcion a nivel de ARNm entre muestras noesigl tumores de mama. Nuestros
resultados confirman que en ambos tipos de tejiktecexpresion de Pit-1, y tras el
analisis estadistico de los datos se demuestra lguexpresion de Pit-1 es
significativamente mayor en tejido tumoral en r&aca tejido mamario normal. Del
estudio a nivel proteico, mediante una inmundpi&cion seguida de Western blot se
demuestra de la misma forma que la expresion d& & mayor en tumores que en
mama normal. Para completar el estudio y deternténkcalizacién de la expresion de
Pit-1 en estas muestras, se realiza un analisisnamstoquimico, que revela que Pit-1
es expresado por las células epiteliales y midegés que constituyen los ductos
mamarios, mientras que el estroma es negativo Rigth Todo ello hace pensar que
Pit-1 podria jugar un importante papel en la twgénesis mamaria, bien directamente
0 a través del incremento de la expresion de dac®res, como por ejemplo GH o
IGF-1.

La posibilidad de que el factor de transcripcion-1Piesté implicado en
patogénesis tumoral hipofisaria ha sido debatida awios grupos investigadores.
Pellegrini y colaboradores no observan ninguneci@aentre la expresion de Pit-1 y
tumores hipofisarios (Pellegriniet al, 1994), concluyendo que Pit-1 esta
sobreexpresado en tumores secretores de PRL y Gidlaidon con el tipo celular
predominante en esos tumores. Sin embargo, ottasli@s sugieren que Pit-1 esta
directamente implicado en proliferacion celular diiparia y posiblemente en la
patogénesis de adenomas hipofisarios (Delbasd, 1993, Asaet al., 1993, Sannet
al., 1996). Pit-1 ejerce una funcién determinante ermpriaiferacion de las células
somatotropas y lactotropas, tal y como se demuestrias investigaciones realizadas
por Castrillo y colaboradores, en las cuales immto la expresion de Pit-1 con
oligonucleétidos antisentido disminuye la incormida de*H-timidina por las células
somatotropas y lactotropas, disminuyendo la pmaldién celular (Castrilloet al.,
1991). A nivel extrahipofisario, concretamente anlihea celular HL60 (leucemia
mieloide humana), se observa un incremento en [@esidn de este factor de

transcripcion paralelo al incremento en la pradié@on celular (Costoyat al.,1998).
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Durante los ultimos afios, una serie de estudimeepologicos han estudiado
la relacion entre niveles séricos elevados de GEFel y un mayor riesgo de padecer
cancer de mama. Emerman y colaboradores fueromrioseros en establecer una
relacion directa entre mujeres con cancer de maetavados niveles de GH (Emerman
et al., 1985). Posteriormente, Peyrat y colaboradores,erghgon que las
concentraciones de IGF-1 estaban también increni@ntan pacientes con tumores de
mama en relacion a mujeres sanas (Petral., 1993). A nivel experimental, el
tratamiento con GH a primates jévenes provoeahiperplasia mamaria, debido a un
incremento de la proliferacion de las célulasedpies mamarias (Net al.,1997). Sin
embargo todas estas investigaciones se centrapsenniveles circulantes de estas
hormonas sin tener en cuenta el posible papel geelgp desempefiar la secrecién
autocrina de GH en el desarrollo del tumor, ya Gueropia glandula mamaria y
tumores humanos, tanto benignos como malignos,esapr GH (Molet al., 1995).
Posteriormente, el grupo de Morel y colaboradatemjuestran la localizacion de GH
en diferentes estadios del tumor. Asi, GH egldadula mamaria normal se expresa
en las células epiteliales y mioepiteliales questitryen los ductos. En una lesion
benigna como puede ser un fibroadenoma, la sindesSH se localiza en las células
epiteliales que estan proliferando y observan siste novode GH en el estroma. Ya
en un estado muy avanzado, carcinoma mamario ragtastla expresion de GH a
nivel de ARNm es mucho mayor que la presente @otejamario normal. Los autores
concluyen en este estudio que la GH autocrina ptasen papel hiperproliferativo
sobre las células epiteliales mamarias. Obseraamién un incremento en la expresion
del GH-R tanto a nivel de ARNm como a nivel protelo que sugiere un efecto
autocrino/paracrino de GH sobre la propia glandodanaria durante el desarrollo del
tumor (Raccuret al.,2002).

Otro de los componentes de este eje que puedentaesggan relevancia en el

desarrollo tumoral es IGF-1, que juega un impoegmdapel en la regulacién de la

proliferacion celular, diferenciacion, apoptosistransformacion celular. Estimula la
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sintesis de DNA y la expresion de ciclina D1, goelera la progresion del ciclo celular
pasando de la fase G1 a fase S. IGF-1 no sélowdatita proliferacion celular sino que
también inhibe apoptosis, incrementando la expnesi® Bcl2. De esta forma, una
combinacion de ambos efectos estimularia el ddkattonoral (Goochet al., 1999).

En tejido mamario normal, se ha detectado expred#dtGF-1 a nivel de ARNm. Sin
embargo, los datos obtenidos en tejido tumoral somtradictorios, mientras que
algunos autores indican que la expresion de IG&dobsaliza en células del estroma
mamario (Yeeet al., 1989), otros investigadores la detectan en ladaglepiteliales
que constituyen los ductos (Mizukaetial.,1990). En cuanto a su expresion, a nivel de
ARNmMm, existen datos que indican que el tejido ma@amaormal presenta niveles mas
elevados de IGF-I en relacién al tejido tumoral gktail et al., 2004). Con respecto a
la expresion de su receptor, IGF-1R, existen -dajoe indican que se expresa tanto
en tejido mamario normal como en tejido tumorandop significativamente mayor en
carcinomas (Surmacet al.,1998). Su expresion se localiza en las célulasleges que
constituyen el ducto, existiendo una gran corréla@ntre la expresion de IGF-R y el
prondstico de cancer de mama (Peyttl., 1990). Las proteinas que unen IGF-1
también son sintetizadas por tumores mamarios, laodo la actividad local de este

factor de crecimiento (Pekonenhal.,1992).

En relacién con este ultimo punto, es decir la safauvinculacion de IGF-1 con
cancer de mama, y una vez demostrado que Pit-lar€gid, nos planteamos si la
sobreexpresion de Pit-1 aumentaria también la siprade IGF-1. Para ello y tras
transfectar la linea celular MCF-7 con el vectoredpresion de Pit-1, realizamos una
RT-PCR a tiempo real, para valorar lo niveles d&NARque codifican IGF-1. Nuestros
resultados demuestran que los niveles de expred#omGF-1 no varian entre las
muestras control (tratadas con el vector vaci@uehas en las que se sobreexpresa Pit-
1. De nuestros resultados podemos concluir, pao taue si bien GH es regulada por
Pit-1 a nivel transcripcional, incrementando suregjn, IGF-1 no parece estar bajo el

control directo o indirecto de Pit-1, al menos &tinnea celular MCF-7.

72



Discusion

Dada la implicacion del eje Pit-1/GH en tumorogénamamaria, nuestro
siguiente objetivo fue el determinar el papel delRin la proliferacion de las células de
carcinoma mamario humano. Para ello, tras traresféas$ ceélulas MCF-7 con distintas
concentraciones del plasmido de expresion de RiBIng, 50 ng, 100 ng, 250 ng, 500
ngy 1 pg), observamos la incorporacién de bronxideidina por las células que estan
en fase S, es decir, en division, tras 72 horasati@miento. Los resultados obtenidos
indican que la proliferacion de estas células estaelacion directa con el grado de
expresion de Pit-1, de tal forma que a partir desfecciones a concentracién de 100 ng
de plasmido pRSVhPit-1 se observa un incrementoifgigtivo en la proliferacion
celular, que se duplica respecto a las célulagaoidste incremento en la proliferacion
celular se mantiene al menos hasta los 1000 ngpR&VhPit-1. Por tanto, y segun
nuestros datos, se puede concluir que Pit-1 jusgaportante papel en la proliferacion
de las células de adenocarcinoma mamario hunkate efecto stimulador de Pit-1
sobre la proliferacion celular puede ser debidm &fecto directo del propio factor de
transcripcion o bien mediado por otros factoresn@d@H, pero no IGF-1), ya que en
esta linea celular, como se ha comentado previanitil incrementa la expresion de

GH y ésta hormona presenta un efecto proliferagolwre las células mamarias.

Nuestros datos experimentales demuestran que GH-ly 9& expresan en la
linea celular MCF-7. En esta linea celular, Pitkdrémenta los niveles de GH pero no
de IGF-1 e induce proliferacion celular. En tejildamario humano tanto normal como
tumoral, existe también expresion de Pit-Indde mas elevada en tumores que en
glandula normal. El incremento de Pit-1 en carciasmrmamarios podria estar, por
tanto, incrementando los niveles de GH en dichowtas, y ésta hormona, a su vez,
podria estar en relacion con la adquisicion debtipn mesenquimatico, observado por
otros investigadores, en presencia de elevadosenide GH Asi, ha sido demostrado
que una sobreexpresion de GH enddgena en la lelelarcMCF-7 provoca que las
células cancerosas mamarias no invasivas adquer@pacidad de colonizar érganos

distantes, presentando caracteristicas de lasséhdtastasicas, tal como agrupaciones
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celulares mudltiples, pérdida del contacto célulateéy ausencia de adhesion, no
observandose este efecto tras la administraciGgesma de GH (Mukhinet al.,2004)
Pit-1 actuaria como un importante factor en el dela y progresion de los tumores de
mama, de tal forma que una desregulacion de laesipr de Pit-1 aumentaria la
expresion de GH (¢y/o PRL?) y por tanto se increéangnel riesgo de cancer de mama.
El blogueo de la sintesis de este factor de trgptsén, probablemente disminuiria la
sintesis de GH (y/o de otros factores dependiet¢e®it-1) en la propia glandula
mamaria disminuyendo por tanto, la proliferaciotulee originada por incremento de

ambas hormonas o bien directamente por el proptorfae transcripcion.
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Conclusiones

Las conclusiones de este trabajo son las siguientes

Estudio in vitro sobre la linea celular MCF-7:

1.- La linea celular MCF-7 (adenocarcinoma mamadmano) expresa el gen que

codifica para GH y el factor de transcripcion Pit-

2.- La expresion de Pit-1 se localiza a nivel naigleoncretamente en los nucleolos,

mientras que la expresion de GH es citoplasmatica.

3.- Al igual que ocurre a nivel hipofisario, el fac de transcripcién Pit-1 regula la

transcripcion del gen de la GH.

4.- Dosis crecientes en la concentracion del pldsrde expresién de Pit-1 ejercen un
efecto proliferativo sobre la linea celular MCF-7.

Estudio in vivo:

5.- La glandula mamaria normal y los carcinomastalas infiltrantes procedentes de
muestras humanas expresan Pit-1, observandose xpmasién significativamente
mayor en tejido tumoral en relacion al tejido ndrma

6.- Mediante inmunohistoquimica la expresion delRi#n estos tejidos se localiza en

los nacleos las células epiteliales y mioepitetiajae constituyen los ductos y alveolos

de la glandula mamatria.
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