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Resumen.

INTRODUCCION.

Los estrdgenos son hormonas sexuales que cumpesfesttos fisioldgicos por
su unién a receptores nucleares. Se ha descritosgumetabolismo se encuentra
desregulado en diversos tumores como el de mant@s Esnores son frecuentes en
mujeres menopausicas, en donde el nivel plasmétgcestrogenos esta disminuido.

Esta evidencia sugiere una produccion estrogénicatiimoral.

Una de las enzimas que participa en su biosintéssia 173-deshidrogenasa de
tipo 5. Esta enzima se expresa en varios tejidosluida la mama. Cataliza
principalmente la reduccién de androstenodionastdeerona, aunque también puede
reducir la estrona (E1) a estradiol (E2). Ambo®sasieden provocar un aumento en la
concentracion de la hormona y, por tanto, mayocteferoliferativo. Esto la ha
convertido en potencial diana terapéutica en losotes en los que su regulacion se

encuentra alterada [1-3].

OBJETIVOS.

Como es sabido, una hormona puede participar degldacion de las enzimas
gue participan en los pasos clave de su forma&ibR2 esta implicado en el desarrollo
de diversos tumores hormonodependientes, como enha®a. Entre las enzimas
implicadas en su biosintesis se encuentra la HSB17& lo que era de especial interés
evaluar su posible regulacion por estrogenos entigst de tumores. Con este propésito

nos planteamos:

1. Estudiar el efecto del E2 en la expresion de la HES en células de cancer de
mama MCF-7.

2. Analizar si las acciones del E2 sobre la exprededia HSD17B5 son mediadas
por el ERx

3. Analizar la actividad transcripcional del promotie la HSD17B5 en células de
cancer de mama MCF-7.

4. Analizar si las acciones del E2 sobre la expred®ta HSD17B5 se producen a
través de su promotor proximal.



Resumen.

MATERIAL Y METODOS.

» El efecto del E2 sobre los niveles de expresiotaddSD17B5 se analizo por
PCR a tiempo real, en las lineas celulares MCFHepG2 en presencia y

ausencia de un antiestrégeno.

* Para el andlisis de la actividad promotora del g&D17B5se transfectaron
células MCF-7 y HepG2 con plasmidos que contienengan quimérico
formado por fusion de diferentes construccionedadeegion promotora del
HSD17B5con el gen de la luciferasa como gen reporter.

* Las condiciones generales de induccion del #&8D17B5 se estudiaron
transfectando células MCF-7 con plasmidos que odmte diferentes
construcciones de su promotor, y posterior tratatnieon forskolina, inductor

inespecifico que eleva la concentracion intracelddéacAMP.

e La accion del E2 sobre la actividad promotora dmt SD17B5se evalud
transfectando células MCF-7 con los plasmidos dbergan las diferentes
zonas del promotor a estudiar, y posterior tratatoi@n presencia y ausencia

del E2, un inhibidor especifico para la hormonanynductor inespecifico.

CRONOGRAMA DE EJECUCION.

Este trabajo se ha realizado durante 8 mesegpa & 20 horas semanales. Las
4 primeras semanas se dedicaron al analisis infmon&el gen y busqueda
bibliografica. En las siguientes 8 semanas se rteva cabo los experimentos de
expresion génica mediante PCR a tiempo real. Lpsrarentos para el estudio de la
actividad promotora del extremo 5°del gd8D17B5se realizaron en las 6 semanas
posteriores, mientras que las siguientes 12 sens&naslizaron para los experimentos
de transfeccion que permitieron estudiar la acdénE2 sobre la actividad promotora
del gen de la HSD17B5. Las 4 ultimas semanas se&ated al analisis de los
resultados y redaccién del presente trabajo.
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Abreviaturas.

HSD17B5 (AR1C3) = 1f3-deshidrogenasa de tipo 5

E1l = estrona
E2 = estradiol
E3 = estriol

PCR = reaccion en cadena de la polimerasa

ER = receptor de estrégenos

LDL (Low-density Lipoprotein) = Lipoproteina de bajensidad
CoA = coenzima A

HMGCOoA = hidroximetilglutaril coenzima A
ACTH = hormona adrenocorticotropa

P = progesterona

DHEA = dehidroepiandrosterona

DHEA-S = sulfato de dehidroepiandrosterona
E1-S = sulfato de estrona

SHBG = globulina de unién a hormonas sexuales
ERE = elemento de respuesta a estrégenos

T = testosterona

DHT = dehidrotestosterona

PG = prostaglandina

ATCC = American Type Culture Collection

PBS = Phosphate Buffer Saline

EtOH = etanol
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Introduccién.

1.1.Hormonas esteroideas.

Dentro del grupo de moléculas que actian como ajeas intercelulares y que

conocemos como hormonas nos encontramos con lasohas esteroideas. Estas

moléculas, desde el punto de vista estructural,reguladores de una amplia variedad
de procesos fisiologicos que incluyen cambios nidiads, morfologicos y de
comportamiento. Pueden clasificarse en cinco gsargtapos; mineralocorticoides,
glucocorticoides, progestagenos, andrégenos y gestos [4]. Los dos primeros se
conocen comaorticosteroidesya que se sintetizan fundamentalmente en la @rtez
suprarrenal, mientras que al resto se les conateelcnombre genérico desteroides
sexuales ya que son actores principales en la reproducgi&@u lugar principal de

produccion son las gbnadas.

Quimicamente, todas tienen una estructura basiutas basada en un nucleo
formado por el ciclopentanoperhidrofenantreno &gl), pudiendo ser sintetizados a
partir del colesterol (bien tomado del plasma dimpde las LDL o sintetizadde novoa
partir del Acetil-CoA). Ademas, podriamos dividglaen funcion del numero de
carbonos que las componen, en tres grupos priesipall8 (estrégenos), C19
(androgenos) y C21 (el resto).

HO™ 7"y

Figura 1 Estructura quimica numerada de las moléculas de Ciclopentanoperhidrofenantreno

(A) y de Colesterol (B).

1.1.1. Estrégenos.

Este tipo de hormonas sexuales, conjuntamenteosgorbgestagenos conocidos

como hormonas femeninas al ser producidas en nmaelgar cantidad en la mujer, son
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esenciales para la reproducciéon en mamiferos. Ausguproducen basicamente en los
ovarios, los estrégenos circulan de manera sistéyngjercen sus acciones selectivas en
diferentes tejidos diana, mediadas por la presedeiareceptores especificos para

estrogenos [5].

SoOlo existen tres estrOgenos naturales que estéserges en cantidades
significativas en la mujer-estradiol (E2), estrona (E1) y estriol (E3), sieral [3-
estradiol el secretado en mayor cantidad por |l@ioy ya que la mayor parte de la
estrona se forma en tejidos periféricos a partilodeandrogenos secretados por la
corteza adrenal y las células de la teca en elimvAdemas, el poder estrogénico es
mucho mayor en el E2 (12 veces el de la E1 y 88svetdel E3) [6].

1.1.1.1. Estructura.

Como se puede observar en la figura 2, los estodgeon esteroides de 18
carbonos, con la caracteristica distintiva de las@ncia de un anillo fendlico en
posicion A y el C17 unido directamente a oxigensteEanillo aromatico es

fundamental para la unién de los estrégenos c@Rsu

H
CHy _oH

CH

.

/ Estrone

H
CH;| _oH
o

HO

B-E stradiol HO

OH

HO
E striol

Figura 2 Estructuras de los principales estrégenos naturales. Las flechas en rojo indican las
posibles interconversiones entre los mismos. Adaptado de Guyton [6].

1.1.1.2. Sintesis.

Las enzimas esteroidogénicas son responsablea B@gintesis a partir del
colesterol de las diferentes hormonas esteroideatse las que se encuentran los

estrogenos. Se sabe que estan presentes en nusnejmkxs aungque su sintedis novo
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sblo se produce en los tejidos esteroidogénicode@ adrenal, gonadas y placenta).
Estos tejidos pueden sintetizar el colesterol redaea partir de acetato, si bien
emplean principalmente el colesterol hepatico, ashpta partir de las LDL y
almacenado en forma de ésteres que se hidrolizaaco@n de la colesterol esterasa.
De hecho, se sabe que una concentracién adecuat®ldeénhibira la HMGCoA
reductasa de las células adrenales humanas, yogueias como la ACTH, entre otras
acciones, estimulan a la enzima colesterol esterpgea que aumente la

biodisponibilidad de colesterol libre.

La sintesisde novo de todas las hormonas esteroideas comienza con la
conversion del colesterol en pregnenolona por |[PTM o CSCC (colesterol side
chain cleavage enzyme) [4, 7, 8], siendo la etapdante en la esteroidogénesis y
principal sitio de regulacion por la ACTH. La CYPllse encuentra unida a la
membrana interna mitocondrial de todos los tejiesteroidogénicos, a donde llega el
colesterol libre transportado por la proteina fpanmdora de esteroles 2 (SCP-2).
Posteriormente, la pregnenolona puede ser tranattaran 17-hidroxipregnenolona por
la CYP17Al1l o en progesterona (P) por la HSD3B5nBwer uno u otro camino,
podemos llegar a sintetizar todas las demas horsnestaroideas, tal y como se puede

apreciar en la figura 3.

Se puede observar que los ultimos pasos en lante@es de los esteroides
implican la participacion de una enzima aromataslagdupo de las citocromo P450
oxidasas. Este paso clave consta de dos hidraxilesidel metilo en posicion 19 y una
32 hidroxilacion en C2, con el resultado de la &ddel metilo en C19 y la

aromatizacion del anillo A del ntcleo esteroideo.

Fuera de los tejidos esteroidogénicos no es mosibestrogéneside novo sSi
bien hay tejidos periféricos en los que se pueddrtzar a partir de la DHEA-S y la
E1-S que llegan del torrente circulatorio. Para el necesario que en dichos tejidos se
expresen las enzimas necesarias (sulfatasa, asanaf-deshidrogenasa), ademas de
la estrona sulfotransferasa, que catalizara el piscELl a E1-S para que pueda

almacenarse hasta su posterior hidrolisis porlfatasa.
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Figura 3. Rutas de biosintesis de esteroides sexuales y corticosteroides.

1.1.1.3. Metabolismo.

Los estrogenos ejercen diversos efectos biologiaogiando como potentes
mitdgenos en tejidos sensibles a hormonas comdaeed § la mama, adonde llegan
transportados por la sangre. Los estrégenos cimadadebido a su naturaleza lipofilica,
circulan unidos a proteinas plasmaticas, principabealbumina y globulina de union a

hormonas sexuales (SHBG), dejando una pequeina(BeBt& como forma libre).

Por otro lado, una exposicion prolongada a laGacaiitogénica de estrégenos
naturales y sintéticos puede suponer un factoredga en el desarrollo de determinados
tipos de cancer asociados a hormonas. Por tariiendsstablecerse mecanismos para su

eliminacién una vez que han cumplido su papellfgico [9].
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Los estr6genos son eliminados por conversion gabuktos solubles en agua,
siendo excretados a través de la orina o de lasshi@ta biliar). Entre los diferentes
tipos de reacciones tenemos oxidaciones (fundammmsmée hidroxilaciones) y
posterior conjugacion con acido glucuronico panaentar su solubilidad, sulfonacion
y/o O-metilacién (figura 4). Aunque la mayor pated metabolismo oxidativo se lleva
a cabo en el higado, algunas isoformas de losroitoas P450 implicados pueden
expresarse en tejidos extrahepaticos. Este heabyadp idea de que algunos de los
metabolitos puedan ejercer acciones bioldgicasretas; como son los casos del 4-
hidroxiestradiol (carcinogénico) y 2-metoxiestradantiangiogénico) [10].

Sulfatos Catecoles O-Metilados

Glucuronidos

Esteres de dcidos grasos p
COMT (deﬂn;?:oﬂasa)
ST Sulfatasa
GT Glucuronidasa
EAT | | Esterasa Catecoles

Multiples P,
metabolitos (hidroxilasas)
hidroxilados

Estradiol

n 17B-HSDs

Estrona

Sulfatos )
Esteres de
Glucurénidos dcidos grasos

Figura 4. Metabolismo de los estrégenos. (ST) sulfotransfesara, (GT) glucuroniltransferasa, (EAT)
estrogeno-acetiltransferasa, (COMT) catecol-O-metiltransferasa, (P4sp) citocromo Pys.

1.1.1.4. Fisiologia.

La funcion principal de los estrogenos es provderoliferacion y el aumento
del tejido de los dérganos sexuales y otros tejiddacionados con la reproduccion.
Entre otros podemos destacar el crecimiento de leosa endometrial y su
acondicionamiento para una 6ptima implantacion efebrion, aumento del epitelio
ciliar en las trompas de Falopio para favorecen@limiento hacia el utero, asi como el
desarrollo del estroma, crecimiento de los condugtandulares y depdésito de grasa en

las mamas [6].
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Ademas de las clasicas acciones sobre el apagptoductor, los estrogenos
ejercen multitud de efectos en diferentes partdscderpo humano. Por ejemplo,
inhiben la actividad osteoclastica en los huesogjue explicaria el desarrollo de

osteoporosis entre las mujeres menopausicas.

Sobre el sistema cardiovascular ejercen un ef@ctiector, frenando la

formacion de placas de ateroma entre otras.

Por otro lado, los estrogenos ayudan a incremehtaretabolismo en general,
aumentan los depédsitos de grasa en tejido subautanienen un cierto efecto en la
retencién de agua y sodio en los tdbulos renalestribuyendo a la retenciéon de

liquidos especialmente durante el embarazo.

Importante es, también, su accion sobre el sisteemaoso ejerciendo efectos

neurotroficos y neuroprotectores [11].

1.1.1.5. Mecanismo de accion.

Los estrégenos, como los demas tipos de hormefesen sus efectos en la
célula diana por interaccion con sus receptoresoifsns. Se conocen dos tipos de ER
a nivel intracelular y hay notables evidencias deplesencia de receptores de
estrogenos en la membrana celular. El primer receja estrogenos descubierto fue el
ERa a mediados de los 80. Una década después se désellER3, con el que
compartia una estructura de dominios comun a fdseries de transcripcion modulados

por ligando.

Los ER pertenecen a saperfamilia de los receptores nuclearedactores de
transcripcion entre los que también se incluyenrdogptores para los demas esteroides
sexuales, corticosteroides, hormona tiroidea, vianD, acido retinoico y varios
receptoreshuérfanospara los que no se ha encontrado todavia ligahddos ellos
comparten una estructura comun con 6 regiones logagl como se describe en la

figura 5.
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A/B C D E F
N —| Moduladora [ERINJEN Unién al ligando -— C Funcion

e _— Translocacion nuclear
Transactivacion
E— Dimerizacion

— Unioén a hsp90
Union a TFIIB

Figura 5. Estructura y organizacién funcional de los receptores nucleares. A/B, region
transactivadora. C, dominio de unién a DNA. D, regién bisagra. E, dominio de unién a hormona. F, region
variable de funcion desconocida, no necesaria para la actividad del receptor. Figura adaptada de
Pefiuelas y Encio [12].

En cuanto a lagias de sefalizacioren las que esta implicado el ER, se han
descrito al menos cuatro mecanismos moleculargaréfi6) por los que se puedan

llevar a cabo las funciones biolégicas corresparidge[13]:

» Ruta dependiente del ligando y de ERE (via clgsicag la union de la hormona

al receptor y posterior translocacion al nucleoEBR], activado en forma de
dimero, contacta con una secuencia de DNA espacjtie contiene el elemento
de respuesta a estrogenos (ERE), que consiste ealimiromo perfecto con
secuencia 5-AGGTCAnnnTGACCT-3’, lo que provocaretlutamiento de la

maquinaria de transcripcion y la activacion degeses correspondientes.

* Ruta independiente de ERE; el complejo ER-E2 intéoma con otros factores
de transcripcion unidos a determinadas secuenciasDNA para poder
completar la maquinaria de transcripcion y que sgfenes que no contiene
EREs puedan expresarse. Este mecanismo se conoé@rmente Comaross-
talk transcripcional. Hay varios genes como el de laathimina, IGF-1,
colagenasa y ciclina D1 que son activados por B2wés de la unidon de sus
complejos ER-E2 con las proteinas Fos y Jun ensémsiencias de DNA
correspondientes a los sitios de union a AP-1 [l4HKB y C/EBR son otros

factores de transcripcion cuya interaccion conRekE ha descrito [15].

* Ruta independiente de ligando; en ausencia de tE2s autas de sefalizacion

inducen la fosforilacion de proteinas diana, etdseque se encuentra el ER.

Una vez fosforilado (por ejemplo EGFR, receptoirgeilina, PKA, PKC,...) el
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receptor, es capaz de activar la expresion génkEste mecanismo,
especialmente el caso de ER y EGFR, es una deitaspales mecanismos de

resistencia a la terapia hormona en cancer de mama.

» Via no gendmica; lo que explicaria la evidenciaqde los estrégenos pueden

ejercer acciones (movilizacion de calcio intracaluhctivacion de la ruta de las
MAPK) tan rapidamente que no se explicarian pomesanismos normales que
implican transcripciéon gendmica. Hay autores qug@nen la existencia de una
subpoblaciéon de los ERs clasicos que estarianizadals en la membrana
plasmatica [16].

E2 iR i \
' ———ER)
\‘x hd L
4. NOM-EnomIc
T Kinaee cascanes _ I!I:'EH? .
E2 Signal traneduction .
iy | ."'-._ o ——— —'-_ = ‘-‘-‘1""‘--._\_‘
i - M ~.__ FESpINSES =
f o l\.\. \ e ; .
[ ) 1‘. u, I
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Figura 6. Mecanismos de seializacion del estrégeno y su receptor: (1) En la ruta clasica, la
union del estrégeno provoca la dimerizacidn y translocacion del complejo E2-ER, para asociarse al ERE
del promotor del gen diana y activar la transcripcidn; (2) En la ruta independiente del ERE, ER unido a la
hormona activa la transcripcién interaccionando con otros factores de transcripcion, como Jun/Fos; (3)
Ruta independiente de ligando en la que un receptor de membrana asociado a quinasa es activado,
provocando en ultima instancia la fosforilacién del ER, lo que le permite activar genes diana en ausencia
de su ligando; (4) ER asociados a membrana, al unirse el estrogeno, activan vias de sefializacion celular
que no implican una respuesta genémica

1.1.1.5.1. Requlacién del mecanismo de accion.
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Por todo lo comentado anteriormente, esta claeoedjumecanismo de accién de
los estrégenos implica la participacion de recegstoespecificos. Clasicamente se
estudiaba la regulacion de accion de los estr@&@enobase al efecto que se podria
ejercer sobre su receptor y que, en ultima instanmiovocaba la expresion génica v,
por tanto, los efectos fisioldgicos y/o patolégisabre el organismo [14, 17]. Asi pues,
el ER se presentaria como una diana ideal parsefial de farmacos que regulen la
accion de los estrogenos segun nuestro deseo, nteeren cavidades internas que
pueden ser ocupadas por moléculas hidrofébicasndeolumen similar al de los
farmacos. Sin embargo, la principal limitacion déedipo de terapia es que los estos
receptores estan involucrados en complejas rutasemdo tener impacto en numerosos

genes, lo que acarrearia efectos indeseables.

Por otra parte, aunque puede darse un mecanismaocilin independiente de
ligando, en general consideramos la participacamunta de hormona y receptor para
producir el efecto deseado. Por tanto, es de supgue se pueda actuar sobre la
biodisponibilidad del ligando para poder manipwaresultado final. Es un enfoque
diferente, que se conoce como regulacién prerrecgmjue cada vez mas esta siendo el

foco de atencion de los investigadores.

1.1.2. Deshidrogenasas.

La activacion de las rutas de sefalizacion der@des esta controlada por la
biodisponibilidad de la hormona correspondien®-21]. En los ultimos pasos de la
biosintesis de los esteroides sexuales, asi conso emetabolismo primario, juega un
papel fundamental el grupo de enzimas conocidasocbmf-deshidrogenasas (7
HSD), que catalizan la oxidorreduccion del carbahd de los esteroides C18
(estrégenos) y C19 (androgenos) en una ampliadaatide tejidos. Con la excepcion de
la 17B-HSD5, que es un miembro de la familia de las atmceductasas, todas las
17B3-HSDs pertenecen a la superfamilia de las dedemasas/reductasas de cadena
corta (SDR). Producen la interconversion entreftamas ceto (oxidadas y menos

activas) e hidroxi (reducidas y mas activas), cpmdemos observar en la figura 7 [18].

Se conocen hasta la fecha 14 isoformas de laHSD en vertebrados, de las
que 13 se han hallado en humanos. Difieren enstildicion en tejidos, localizacién

subcelular, especificidad de sustrato y mecanisheosegulacion. Ademas de su papel
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Introduccién.

fisiol6gico normal, hay un amplio conocimiento departicipacion en la patogénesis de
desérdenes humanos (como pueden ser el pseudolmtitistino o la enfermedad del
riion poliquistico) ademas de procesos tumorales.

DHEA-S

A
Sulf

173-HSD 1 I
e e
3p-HSD | D l 3B HSD
17p-HSD 3, 5
_— 4-dione P —— Testo —¢
/ 17p-HSD 2, 10 3
| ee-red 1, 2 15(1-[3(1 1.2
17p-HSD-3, 5, 15 -
A-dione ———— [DHE |
| 17B-HSD 2, 9, 10
| 3a-HSD 3a-HSD
A Y 17@-HSD 3,5, 15 ) -
romatase ADT e 3o-diol romatase

-—
178-HSD 2, 9, 10, 14

\ 175-HSD 1,7, 12 /

/
p—— E' . e

= )
173-HSD 2, 4, 8, 14

Figura 7. Representacion esquematica de la biosintesis de esteroides en tejidos gonadales y
periféricos.

Las 1B-HSD’s se numeraron en orden cronologico segubae descubriendo

si bien podrian distinguirse dos categorias, seguipo de reaccion y cofactor que
utilizan:

- Oxidantes; las tipo 2, 4, 8, 10, 11 y 14, quezsili NAD" como cofactor.

- Reductoras; las tipo 1, 3,5, 7y 12, que usan NADP

1.1.2.1. 17B-HSD de tipo 5.

Como se ha podido comprobar al describir anteeots las estructuras
quimicas de los esteroides sexuales, el E2 (pahegtrogeno natural) puede obtenerse
a partir de la aromatizacion de la T o de la reducde la E1. Por otro lado, la T
requerida se obtiene por reduccién de la 4-Andnostena [22], reaccidon que es
catalizada por la HSD17B3 en las células de Leyéidos testiculos, distribuyéndose
por todo el cuerpo a través del torrente sanguynaanstituyendo una fuente endocrina
de andrégenos. Sin embargo, este proceso puedeatamdros lugares como ovarios y
tejidos extragonadales, si bien la isoforma implicao es la JFdeshidrogenasa de
tipo 3 sino la de tipo 5 (HSD17B5).
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Esta enzima, también conocida como AKR1C3 ya aquiepece a la familia de
las aldoceto-reductasas, posee también actividatiSD pero en menor extension.
Presenta multiples funciones; ademas de la transfion de la 4-androstenodiona en
T, también es la responsable de la reduccibn de eBl1 E2, P en 20
hidroxiprogesterona, DHT en androstanodia-(8ol) y la transformacién de PGD2 en

PDF2x.

La HSD17B5 se expresa ubicuamente, habiéndoseta@beademas del tejido
gonadal, por ejemplo, en higado, tejido adrenadl, pprostata, Utero, glandulas

mamarias y pulmon.

El gen de la HSD17B5 abarca una extension de ¥hKh region cromosomica
10p15-p14. Contiene 9 exones que rinden un MRNA, flekb. La regién 5’ del gen
presenta un promotor proximal sin caja TATA, aungaeha demostrado que existen
dos secuencias necesarias para la transcripciaredejue componen el promotor basal
[23, 24]. Una se encuentra entre -65 y -58 bp ystonle una repeticion CCT que
constituye un sitio de union para Spl1/Sp3 (corrathorpor la disminucion del mMRNA
de HSD17B5 al afadir mitramicina A, que inhibe $itsos de union de Spl y Sp3 al
DNA). La otra secuencia clave del promotor basalieae un elemento rico en G en

posiciéon -24 a -9 al que se le une el factor destrapcion KLF15.

1.2. Tumores hormono-dependientes.

Ademas de los numerosos y variados efectos emsdiwgrocesos fisioldgicos,
la accion de las hormonas esteroideas en genetallgs estrogenos en particular es
también ampliamente conocida en procesos patol®gioolos cuales su metabolismo

esta desregulado. Destaca su implicacion en tundetegparato reproductor femenino.

Aunque estas enfermedades sean claramente depesdme hormonas, las
variaciones en las concentraciones de hormonallairieu no explican los cambios
observados en los tejidos enfermos. Una respuestasta evidencia nos la
proporcionaria el concepto datracrinologia [7], por la cual se produciria una
regulacion de las concentraciones de hormona a déldejido diana. Esto, a su vez,

estaria mediado por la expresion de un determipatidn de enzimas activadoras y

-12 -



Introduccién.

desactivadoras de los diferentes esteroides etejide diana proporcionando, de esta
manera, un gradiente de concentracion entre @rt@ricirculatorio y el tejido [25].

De hecho, los altos niveles intracelulares de baarse conoce que son la causa
de diversos canceres de base endocrina, como lonadea, préstata, endometrio,
ovario, cérvix, testiculos, tiroides y osteosarcotreadesregulacion en la expresion de
las enzimas esteroidogénicas en estos tumoresepsgeta causa de un balance positivo
de esteroides activos que se unen a sus corresptesli receptores nucleares,

estimulando en dltima instancia la proliferaciotulze [26].

1.2.1. Cancer de mama.

En relacion a los estrogenos, ya hemos comentadwraceso de biosintesis.
Ademas, es ampliamente conocido que en algunos tipacancer su produccion esta
desregulada. Entre los mas significativos y de @apécidencia entre la poblacion
femenina se encuentra el cancer de mama, dandgsrddoja de que hay un gran
porcentaje de casos en mujeres menopausicas, equéal nivel de estrégenos
circulantes esta disminuido. Sin embargo, a pesastbs bajos niveles circulantes, las
concentraciones de E1, E2 y sus sulfatos se emaneglievadas considerablemente en
el tejido tumoral, sugiriendo una biosintesis tush@ue produciria la acumulacion de
dichas hormonas.

Aunque no puede desarrollar la esteroidogértssisovg hay evidencia de que
el tejido mamario contiene toda la maquinaria edtica necesaria para la biosintesis
local de E2 a partir de precursores circulant@]2,28]. Se han descrito dos vias por la

que se podria llevar a cabo:

- Ruta de la aromatasa, que transformaria androgemm® androstenodiona,
DHEA y DHEA-S en estrégenos.

- Ruta de la sulfatasa, que utilizaria el E1-S quietgria a la mama proveniente

de los tejidos esteroidogénicos (basicamente elamea el caso de la muijer).

Independientemente de la via que elija el tejishodral, siempre seria necesario
la participacion de 17-beta deshidrogenasas. DastaddSD17B1 y la HSD17B5. Esta
altima transforma principalmente la androstenodi@ma T, aunque también podria

reducir la E1 a E2, que obtendria via sulfatasatdfiormente, la T se convertiria en E2
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por medio de la aromatasa, lo que daria el aunm@mnta concentracion intratumoral de

E2 observado.

En nuestro laboratorio hay una amplia experiermia el analisis de los
mecanismos de control de la expresion de las HSB1FRBbiéndose profundizado
especialmente en las de tipo 8, 10 y 11 en cétiddsepatocarcinoma, adenocarcinoma
de mama y adenocarcinoma de prostata y en su ogulaor estrégenos y androgenos
[29-32]. También tenemos datos previos que indigae el E2 podria inhibir la
expresion de la PFHSD de tipo 5 en células de mama [33]. Por tantis es de
especial interés evaluar la posible implicaciordibda enzima en el desarrollo de este
tipo de tumor. Es por ello que una de las lineamkestigacion consistia en el estudio
del posible control por parte del E2 en la expresié@ HSD17B5, implicada en su
proceso de biosintesis (mecanismo habitual enrgtaale la accion hormonal). Como
eje principal de la investigacion se plantea metdliiefecto del E2 en el nivel de

expresion de la enzima.
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Objetivos.

Un mecanismo béasico del control de la accion hoahes la regulacion, por
parte de la propia hormona, de alguna de las eszpadicipantes en pasos claves de su
sintesis. Entre las enzimas que participan endsiriitiesis y metabolismo primario de
los esteroides sexuales se encuentran [asl@ghidrogenasas de esteroide${HBD).
Este grupo de enzimas cataliza la éxidorreducceércarbono 17 de los esteroides C18
(estrégenos) y C19 (androgenos) en una ampliadaatide tejidos, y participa por tanto
en la regulacion de los niveles de hormona en dfidos diana al convertir B7
hidroxiesteroides (activos) en 17-cetosteroidesctinos) .

La acciéon del E2 esta implicada en el desarrollaligersos tipos de tumores
hormonodependientes, entre los que se encuentemeér de mama. En su biosintesis
intervienen diversas enzimas entre las que seyeclvarios tipos de BFHSDs, entre
ellas la HSD17B5. Por tanto, el objetivo princigal este trabajo es evaluar la posible
regulacion por E2 de la HSD17B5 en células de cateenama. Para ello, se propone:

5. Estudiar el efecto del E2 en la expresion de la HE en células de cancer de
mama MCF-7.

6. Analizar si las acciones del E2 sobre la expred@dia HSD17B5 son mediadas
por el ERx

7. Analizar la actividad transcripcional del promotie la HSD17B5 en células de
cancer de mama MCF-7.

8. Analizar si las acciones del E2 sobre la expredéta HSD17B5 se producen a
través de su promotor proximal.
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3.1. Cultivo celular.

En nuestros experimentos hemos utilizado dosdinemlares, MCF-7 y CCRF-

CEM. Las lineas se obtuvieron de la ATCC y cadadeallas se ha mantuvo cada una
con su propio medio de mantenimiento. Para la léeéaar MCF-7 se utilizé6 medio de
cultivo RPMI-1640 (Invitrogen) que contiene L-Glotema y HEPES 25mM como
solucion amortiguadora, mientras que para mantasarélulas HepG2 se us6 medio de
cultivo DMEM (Invitrogen) con Glutamax. Ambos mesdige suplementaron al 10%
con suero fetal bovino (Invitrogen) y se les afddl0 unidades/mL de penicilina y 100
ug/mL de estreptomicina, ambos de Invitrogen. Adenghssuero fue previamente

inactivado, manteniéndolo a 56 °C durante 30 msuto

Los cultivos celulares eran conservados en utufiaes 37 °C, en una atmosfera
con un 96% de humedad y 5% de L®ara el mantenimiento de dichos cultivos se
utilizaron frascos de 75 mL (Nunc, Thermo ScieatiRochester, NY, EEUU) mientras

que los distintos experimentos se desarrollargplasas de 6 y 24 pocillos.
3.2.1. Preparacion de suero sin esteroides.

Como en nuestro trabajo pretendiamos estudiarciaradel estradiol, debiamos
trabajar con medios que estuvieran suplementadossgero que estuviese libre de
esteroides para evitar posibles interferenciasa B#o, a tubos de centrifuga de fondo
conico de 50 mL se afiadieron alicuotas de 4 mundesolucion de 25 g de carbdon
activo (Sigma-Aldrich), 2,5 g de Dextrano T-500 (@&msham-Pharmacia, GE
Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido), 10 d&_Tris—HCI 1 M de pH 7,4 y
agua hasta 1 L. Los tubos se centrifugaron a 4@@0durante 10 minutos a 4 °C, tras
lo cual se desech¢ el sobrenadante y se afiadi@onL4de suero por tubo sobre la

mitad de los tubos, reservando la otra mitad pagosterior utilizacion.

El suero se mezcld con el carbon activo usandagitador de noria durante 2
horas a 4 °C. Transcurrido este tiempo, se proagid centrifugacion (4.000 rpm, 10
minutos, 4 °C), decantandose el sobrenadante kixsbtebos de reserva. Se volvieron a
mezclar carbdn activo y suero durante 2 horas@yt e repitié la centrifugacion, esta
vez decantando sobre tubos nuevos que se voldecentrifugar para eliminar posibles

trazas de carbon.
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Finalmente, el suero se esterilizé con un filteoO2 um y se guardd congelado

en alicuotas para su posterior utilizacién.

3.2. Transfecciones.

Se llevaron a cabo por el método de lipofecci@mméndo complejos entre
lipidos catidnicos y el DNA que pretendemos intidan la célula, en placas de 6 y 24
pocillos (BD Falcon, Reino Unido) usando medio amtibioticos ya que podrian

interferir en los experimentos de expresion génica.
3.3.1. Subcultivo para las transfecciones.

Veinticuatro horas antes de transfectar, las aglsé sembraron en placas de 24
pocillos a una densidad de 125000 células ens0fe medio sin esteroides por pocillo
para las placas de 24 pocillos. Para ello, prinseroetiré el medio de cultivo de los
frascos donde se mantienen las lineas celularésya®n con PBS 1X, y se incubaron
las células con 3 mL de tripsina-EDTA 0,25X duradtainutos a 37 °C, hasta que las
células rompian sus puntos de union con la superfiel frasco de cultivo. A
continuacion, se afadieron 7 mL de medio de culsuplementado con suero fetal
bovino sin antibidticos para inactivar la tripsise, recogié todo el volumen en un tubo
de 15 mL (Falcon) y se centrifugd durante 10 migudol.500 rpm para eliminar la
tripsina del medio. Por ultimo, se resuspendioretipitado celular en 2 mL de medio
completo y se hizo un recuento celular utilizanda eamara de Neubauer. De este
modo, se sembré el numero deseado de células plopen un medio suplementado

con suero fetal bovino al 10% y sin antibiotico.
3.3.2. Formacién del complejo lipido-DNA.

La formaciéon de los complejos lipido/DNA se lleaécabo con Lipofectamine
2000 de la siguiente manera:

- Se diluye el DNA exégeno en el volumen adecuadopte-MEM® | Reduced
SERUM medium (Invitrogen). Por otra parte, sey#lel volumen adecuado de
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) en la misma caatidde Opti-MEM® |

Reduced SERUM medium. Las mezclas se incuban @uranminutos a
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temperatura ambiente. A continuacidon se mezclanaangveparaciones y se
prosigue la incubacion durante 20 minutos a teniperambiente.

- El complejo lipido—DNA se afiade gota a gota sobee délulas, tratando de

distribuirlo homogéneamente por agitacion suavia géaca.

- Tras un periodo de incubacion de 4 horas a 37 “@harmatmaosfera con un 96%
de humedad relativa y un 5% de CO2, se sustitupeedio por uno nuevo y se
continda la incubacion en las mismas condicionssahgue se cumplan las 24

horas desde la transfeccion.
3.3.3. Medida de la actividad luciferasa.

La medida de actividad luciferasa se llevé a catmmliante el sistema Dual-
Luciferase Reporter Assay System (Promega), quaifgemedir las unidades de luz

relativas emitidas por la luciferasa®eotinus pyralisy deRenilla reniformis

En los experimentos de transfeccidn se usarormplé@s que tenian genes
quiméricos en los que el gen de la luciferas®letinus pyralisestaba bajo el control
de diversas construcciones del promotor de la HBB1Este gen que usamos como
gen reporter también se encuentra en los plasmiGasS-Basic y pGL3-Promoter que
hemos usado como controles negativo y positivaodexperimentos, respectivamente.
En nuestros experimentos se cotransfecta otro plasron el vector de expresion de la
luciferasa deRenilla reniformis Este dltimo plasmido permite la expresion coustia
de la luciferasa de Renilla reniformes y como ampldsmidos se introducen en las
mismas células, la comparacion de la luz emitidaaptbas luciferasas permite obtener

un valor relativo de actividad normalizado en faémcile la eficiencia de la transfeccion.

En nuestro protocolo, transcurridas 24 horas dealasfeccion se lavaron los
pocillos con PBS 1X (Invitrogen), se incubaron aal5 minutos en agitacion con
100 pL por pocillo de Passive Lysis Buffer 1X (Pega). A continuacion, se
recogieron los sobrenadantes y se centrifugarcantei?2 minutos a 13.000 rpm, con el
fin de poder apartar las membranas celularessitidi proteico se transfirié a nuevos
tubos (Eppendorf) para evitar que los restos adslpudieran interferir en la medicion

de la actividad luciferasa.
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Para llevar a cabo la medida de actividad lucsiefarimero se mezclaron 20 pL
de lisado proteico con 100 pL de la solucién Luee Assay Reagent Il (LARII) y se
hizo la primera medida que correspondia a la aetd/iuciferasa de Phonitus pyralis. A
continuacion, se afiadieron 100 pL de solucion S@lp&Reagent, realizando una
segunda medicién, ahora correspondiente a la datiMuciferasa de Renilla reniformis.

Cada una de las medidas se hizo por duplicado.
3.3.4. Medida de la cantidad de proteina por el método dBradford.

Los resultados de actividad luciferasa se mueginannidades de luz relativas
por microgramo de proteina, por lo que es necesagitir la concentracion de proteina
total recogida en cada lisado proteico tras lamstexciones para una correcta

normalizacién de las mediciones.

Para cuantificar las proteinas se utilizo el sistdBioRad Protein Assay (Bio-
Rad Laboratories Inc.), basado en el método cokdrioo de Bradford. Este método se
basa en la unién de un colorante (Comassie Blué@-2 las proteinas, dando lugar a
unos complejos proteina-colorante de color azulyoanaximo de absorcion se da a
una longitud de onda de 595 nm. Posteriormente,l@cyuda de una recta patron
obtenida a partir de concentraciones de proteimeaitdas, se cuantifica la de la

proteina problema.

Para la recta patrén se usaron disoluciones deentnaciones conocidas de
albumina sérica bovina (BSA) (Pierce, Thermo SdiehtLas mediciones a 595 nm se
realizaban tras mezclar 20 pL de los estandares sl muestras con 200 pL del

colorante diluido 5 veces en agua destilada.

3.3. Extraccion de acidos nucléicos.

3.4.1. Extraccion del RNA.

Para la extraccion del RNA total de las célulasndestros experimentos se
utilizé el Kit RNeasy Mini (Qiagen). Tras dejar glas células alcanzaran un 75-80%
de confluencia, se les retiré el medio de cultivo gspiracion, lavandose con PBS 1X.
Las células se incubaron con la cantidad adecuad@rigsina—EDTA 0,25X para

posteriormente despegarlas del frasco con pequejidges, tras lo cual se afadio
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medio de cultivo completo para neutralizarfet® de la tripsina y se centrifugaron a
1.500 rpm durante 5 minutos. Tras decantar el saldante se realizaron dos lavados
con PBS 1X, y se centrifugd a 13.000 rpm durantmiButos. A continuacion se
resuspendio el precipitado de células en 350 ptam@on RLT, suministrado en el kit,
al que previamente se habia afiadido un 109B-ohercaptoetanol. Tras la disrupcion
completa de las células, el lisado se homogeneaddo minicolumnas QIAshredder
(Qiagen) y centrifugando a 13.000 rpm durante 2uto Esta y las sucesivas
centrifugaciones se realizaron a una temperatuentte 20 y 25 °C, evitando siempre
temperaturas inferiores a los 20 °C. A continugcs@mafnadieron sobre el lisado 350 pL
de etanol al 70% y se mezcld bien con ayuda dgp&ig La muestra se transfirio sobre
una columna RNeasy y se centrifugé durante 15 skgua 10.000 rpm. EI RNA
adherido a la columna se lavé sucesivamente coruZOffe la solucién tampon RW1
(10.000 rpm, 15 segundos), 500 pL del tampén RPEOQED rpm, 15 segundos) y 500
puL del tampdén RPE (10.000 rpm, 2 minutos). Finalimese depositd la columna en un
nuevo tubo de 2 mL y se centrifugd en seco durdnteinuto a 13.000 rpm para
eliminar posibles trazas de etanol que contiertarepon RPE. El RNA total se eluyo
con 30-50 pL de agua libre de RNasas centrifuganaoinuto a 10.000 rpm. Las

muestras se guardaron inmediatamente a —80 °epitaa la degradacion del RNA.
3.4.2. Extraccion de DNA plasmidico (midipreparaciones d®©NA).

La obtencion del DNA plasmidico empleado en lamdfecciones se llevd a
cabo con el Qiagen Plasmid Midi Kit (Qiagen). Paevente se crecieron bacterias que
contenian el pldsmido que ibamos a utilizar entidassfecciones. El protocolo se

describe brevemente a continuacion:

- Se inocularon 2 mL de medio de cultivo LB—ampidiliftoncentracion final de
ampicilina 0,1 mg/mL) con una colonia aislada yirsgibaron con agitacion
intensa a 37 °C durante 8 horas. A continuaciédilggo 1:500 en nuevo medio
LB—ampicilina (VF = 100 mL) y se prosigui¢ la in@adén a 37 °C con
agitacion intensa durante 16 horas.

- Se recogieron las células por centrifugaciéon (6.60@ °C, 15 minutos) y se
resuspendieron en 4 mL de tampdn P1. Se afadieminde tampon P2 vy, tras
mezclar por inversion 5-6 veces, se incubo a teatyper ambiente durante 5

minutos. A continuacion se afadieron 4 mL de tamp&renfriado previamente
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a 4 °C, se mezclé inmediatamente por inversionig@eéo en hielo durante 15

minutos.

- El tubo se centrifugd a 20.000 g y 4 °C durantam®@utos. Seguidamente, se
recogid el sobrenadante en un tubo nuevo y se &vr@vcentrifugar en las

mismas condiciones durante 15 minutos.

- Durante la centrifugacion se equilibré una colurdassilicagel Qiagen TIP-100
afadiendo 4 mL de tampdén QBT y dejando que se neapiar gravedad. Una
vez equilibrada, se afiadi6 el sobrenadante dentaifogacion sobre la columna
y se lavd la columna con 10 mL de tampdon QC. Ehdavse realiz6 por

duplicado.

- EI DNA se eluy6 con 5 mL de tampdn QF recogiéndwiain tubo de propileno
de 50 mL, se precipitdé con isopropanol, se lavo eamol al 70%, se seco al
aire y se resuspendié en 250 yuL de agua estéricongentracion de DNA
plasmidico se midié con la ayuda del Picodrop Mite Spectrophotometer
Version 1.07 (Picodrop, Saffron Walden, Reino Uido

3.4. RT-qPCR.

En esta técnica tenemos una primera reacciontosramscripcion a partir de

ARN, seguida de una PCR a tiempo real con el cDh#&rmdo.

Para la retrotranscripciéon del ARN se empled tetnscriptasa AffinityScript
Multiple Temperature Reverse Transcriptase (StemtaglLa Jolla, CA, EE.UU.). En
primer lugar, se mezclaron 300 ng de hexamerod.6066 ng de ARN para un volumen
final de 14.2 L, incubandose 5 minutos a 65 °C ynirfutos a 25 °C. A continuacion, se
afadieron 2 L de DTT 100 mM, 0,8 L de dNTP 100 n2M, del tampdn AffinityScript
RT 10X y 1 L de la enzima AffinityScript Multipleémperature Reverse Transcriptase.
Esta mezcla se incubd primero a 25 °C durante bditos y luego 1 hora a 55 °C. Por
altimo, con el fin de inactivar la enzima, se inatdn las muestras a 70°C durante 15
minutos. Estas retrotranscripciones se llevaronalao cen un termociclador Peltier
Termal Cycler PTC-200 (MJ Research, Bio-Rad Lalwoias Inc.).
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La determinacion de los niveles de expresion déBadeshidrogenasa de tipo 5
se llevd a cabo por PCR a tiempo real, cuantifiodada expresion relativa de esta
enzima en relacion con la expresion de3actina, cuyo gen se expresa de manera
constitutiva. El agente intercalante empleado fu8¥Y&8R Green | (Takara, Japon), un
fluorocromo capaz de emitir fluorescencia cuandarse al ADN de doble hebra. Al
medir la intensidad de fluorescencia emitida dwdamtamplificacion de cada ciclo de la
PCR, se obtiene la cuantificacion de los produdesPCR. Las amplificaciones se
llevaron a cabo en un termociclador Chromo-4 (M3dRech). Tras registrar los datos,

se analizaron con el programa Opticon Monitor.

Para llevar a cabo las reacciones de la PCR a diesdgd, se cargaron los pocillos de
una placa de 96 con 20 ng del cDNA correspondiehtg,l de cada uno de los

cebadores a concentraciorudl y SYBR Premix Ex Taq (2X). Se cargaron también
algunos pocillos con agua con el fin de usarlosaoontrol negativo. Las condiciones

térmicas de cada ciclo de la PCR fueron 30 seguad@is°C para la desnaturalizacion
del ADN y otros 30 segundos a 60 °C para su engrarento y extension. Se repitio

durante 40 ciclos previa desnaturalizacion inid&llO minutos a 95 °C.

3.5. Andlisis estadistico.

El analisis estadistico se realizé con el progré®®RE8S version 15.0 para
Windows. El estudio de normalidad para la distribocde las muestras se realizo
mediante las pruebas de normalidad de Shapiro—-WilKelmogorov—-Smirnov. Para
hallar diferencias estadisticas en cada experimeataisaron las pruebas T si la
distribucion era normal. En las muestras que rerdm se uso el test de la U de Mann-
Whitney si son muestras independientes o el teWillgoxon en el caso de muestras
apareadas, como seria el caso de las célulasasatad E2 o sin tratar. En todos los
casos se consider6 como diferencias estadisticanmsghificativas una p<0,05 y

p<0,001 para niveles de significacion del 5% y 1%espectivamente.
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4.1. Efecto del estradiol sobre la expresion de la HSDBB en la linea celular
MCF-7.

En experimentos previos en nuestro laboratorievigencid que el E2 reprimia
la expresion de la HSD17B5 en células MCF-7, linellar de cancer de mama
sensible a estrégenos ya que expresa de manerétuwtosms la isoforma alfa del
receptor de estrogenos [33]. Por tanto, era deémigbordar el estudio de la regulacion
de este gen por estrogenos.

Un primer paso era determinar la concentraciéesti®geno mas apropiada para
evaluar dicha regulacion. Para ello se sembraronplacas de 6 pocillos, 750000
células por pocillo. Tras 24 horas se retir0 el imesk lavaron las células con PBS y se
sustituy6 el medio de cultivo por otro sin esteesidDespués de una hora de incubacion
se reemplaz6é nuevamente este medio por otro srogits al que se le habia afiadido
E2 a concentraciones 10108 10° 6 10M (para los pocillos que se usaron como
control en lugar de E2 se afiadi6 EtOH, usado coemdculo a la hora de disolver el
E2). Transcurridas 24 horas de incubacion con &f&jpsinizaron las células, se extrajo
el RNA, midiéndose por PCR a tiempo real el niveledpresion de la HSD17B5. Los
resultados, normalizados con respecto a los nividesxpresion del gen defaactina
(ACTB) que usamos como control interno, se relaéikon en relacion al cociente
HSD17B5/ACTB correspondiente a las células siratratal que se le dio el valor de 1.
Las secuencias de Ipsimers utilizados en las reacciones de PCR son (seciehtia
3):

- Parala HSD17BS5:
e Hebra superiorcGGAGTAAATTGCTAGATTTC
e Hebra inferiorGACTGGGTCCTCCAAGAG
- Para la ACTB: se empledé una pareja de cebadore®rc@ies (referencia
PPHO00073E200 de SABIiosciences, Qiagen).

Se hicieron 6 experimentos independientes, pardado.

Los datos reflejados en la figura 8 muestran udisminucion mas importante
en la expresion de la HSD17B5 se obtiene a coramatr fisioloégica (1GM), mientras
que tanto en condiciones suprafisiolégicas ‘P como infrafisiolégicas (18M y

10'°M) también se reprimia la expresién de dicho geny en menor extension.
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Figura 8. Efecto de la concentracion de E2 sobre la expresion del gen HSD17B5 en células
MCF-7. Se midi6 por PCR a tiempo real el nivel de expresion de mRNA del gen HSD17B5 en células MCF-
7 tratadas con diferentes concentraciones de E2. Los resultados (media + SEM) se calcularon

relativizdndolos con respecto a los niveles de expresion del control interno ACTB, dando posteriormente
el valor de 1 al cociente HSD17B5/ACTB en células sin tratar (control). Los asteriscos representan
diferencias estadisticamente significativas de las células tratadas con hormona respecto a las células sin
tratar (*, p< 0,05; **, p<0,01; n =6)

4.2. Dependencia del ER en la represion por E2 de la expresion de la
HSD17BS5.

Es ampliamente conocido que el E2 ejerce sus afemida célula a través de su
union al receptor de estrogenos. Para constatarplécacion del ER junto al E2 en los
resultados obtenidos, se disefid un experimentd gueese trataron células MCF-7 con
E2 10®M tanto en ausencia como en presencia de ICI18@@B@strant) 10M, que es
un antagonista puro de la accidon estrogénica gjulelar su receptor [34]. También se
adicion¢ el inhibidor solo, con el fin de poder lexga cualquier accion intrinseca del
mismo, independiente de la presencia 0 no de bB2e $a expresion de HSD17B5.

Al igual que en el experimento anterior, se senar&50000 células MCF-7
por pocillo. Tras 24 horas de incubacion, se lavdas células con PBS, cambiando a
medio sin esteroides que, una hora después fu@ugistpor nuevo medio sin
esteroides ahora con E2®\, con ICI 10°M, con ambos a la vez o sélo con el
vehiculo (células control). En los experimentososmue se adicionaron conjuntamente
hormona e inhibidor, se afiadi6 en primer lugar@GL82780 y, tras media hora de
incubacion se afadio el E2. Pasadas 24 horas sawdeomo en el apartado anterior

para realizar las medidas de los niveles de expresse hicieron 5 experimentos
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independientes por triplicado. Los resultados atitense muestran en la figura 9.A. La
figura muestra que el tratamiento con E2 reduadatior del 65% la expresion de la
HSD17B5 en células MCF y también que el IC118273frisne el efecto del E2.

Para confirmar la implicacion del ER en la inhibicde la expresion de
la HSD17B5 por E2, a continuacion se trataron eéluHepG2, que no expresan
receptor de estrogenos, con E2. Los tratamientogae&aron tanto en células que
fueron previamente transfectadas con pHEO (veatoexpresion del E6® como en
otras en las que no se introdujo este plasmid@iy|gptanto, no disponian del ER. Por
tanto, tras sembrar las 750000 células por podallincubarlas 24 horas, en los
experimentos en los que era necesaria la partidipaiel ERx se llevé a cabo una
transfeccion previa con el plasmido pHEO 24 horatesade iniciar los tratamientos.
Las transfecciones se hicieron caipofectamine2000, en placas de 6 pocillos,
empleandose g de pHEO por pocillo y en un medio libre de esta®. Una vez
transcurridas las 24 horas, se lavaron las céjusescambid a medio sin esteroides que
una hora mas tarde fue cambiado por otro nuevoetd&® o con vehiculo si no era
preciso afiadir el estrogeno. Tras 24 horas de &uidib se procedid a la tripsinizacion
de las células y medidas de PCR como en experimemteriores. Como en el caso
anterior, se hicieron 5 experimentos independiempi@s triplicado. Los resultados
obtenidos se muestran en la figura 9.B. La figuuasira la necesaria presencia tanto de
E2 como de ER para producir el efecto esperado.o&nelperimentos confirman, por
tanto, que el descenso inducido por el E2 en etlmie expresion del gen de la

HSD17B5 es mediado por su receptor.
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Figura 9. La represion por E2 de la expresion del gen de la HSD17B5 en lineas celulares MCF-7
y HepG2 depende del ERA. Se midié por PCR a tiempo real el nivel de expresién de mRNA del gen
HSD17B5 en células MCF-7 (A) tratadas con E2 y/o ICl, y HepG2 (B) transfectadas o no con un vector de
expresion del ER y tratamiento o no con E2. Los resultados (media + SEM) se calcularon relativizandolos
con respecto a los niveles de expresion del control interno ACTB, dando posteriormente el valor de 1 al
cociente HSD17B5/ACTB en células sin tratar (control). Los asteriscos representan diferencias
estadisticamente significativas de las células tratadas con hormona respecto a las células sin tratar (*, p<
0,05; **, p<0,01; n =5).

4.3. Estudio de la actividad promotora del gen de la HSD/B5 en lineas
celulares MCF-7 y HepG2.

Para evaluar la implicacién del promotor de la H3B5 en los resultados
obtenidos anteriormente, se analizé a continuasid@i extremo 5’ del gen HSD17B5
es un promotor funcionalmente activo en células MCyf HepG2. Con este fin se
analizé la actividad transcripcional en estas Bnele diversas construcciones
quiméricas constituidas por fragmentos de diferéorgitud del extremo 5’ del gen de
la HSD17B5 fusionados con el gen de la luciferasRhbtinus pirallis(gen empleado
como gen de referencia). Todos los fragmentosxdetrmo 5’ del gen HSD17B5 tenian
un extremo comun en el nucleotido +45 y el otraeawb en el nucledtido -41, -131, -
390, -462, -1056, -1369 0 -1994 del gen [33].

En los experimentos de transfeccion, tras sent3@000 células por pocillo e
incubarlas durante 24 horas, las células se cdé@ason con 0,plg de la construccion
a analizar y 1 ng del vector de expresion de lddasa deRenilla reniformis(usado
como control interno de eficiencia de la transféaiconLipofectamine2000. Ademas
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de las construcciones basadas en el extremo Sjeatelde la HSD17B5, también se
cotransfectaron los plasmidos pGL3-Basic y pGL3ki@r que fueron usados como
controles negativo y positivo del experimento, estpamente. Las células
transfectadas se incubaron 24 horas, tras lo ed@aon, procediéndose a la medicion
de la actividad luciferasa de cada construcciénogmalizacion de los resultados
respecto a la actividaRenillay a la cantidad de proteina total, expresadaugry
medida por el método de Bradford. Los resultadosetativizaron con respecto al

control negativo, al que se le dio el valor deseynuestran en las figuras 10.A y 10.B.

" MCF-7 8 HepG2
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Figura 10. El extremo 5’ del gen HSD17BS5 tiene actividad promotora en lineas celulares MCF-7
(A) y HepG2 (B). Se muestran las actividades luciferasa de las construcciones que contienen diferentes
fragmentos del promotor de la HSD17B5, normalizadas con respecto a la actividad de la Renilla usada
como control de eficiencia de la transfeccidn asi como de la cantidad de proteina total en el ensayo,
tanto en células MCF-7 (A) como HepG2 (B), ademas de los plasmidos pGL3-Basic y pGL3-Promoter
como controles negativo y positivo, respectivamente, del experimento. En ambas lineas celulares se
relativizaron dichas actividades normalizadas con respecto al control negativo, al que se le dio el valor
de 1. Los asteriscos representan diferencias estadisticamente significativas de las distintas
construcciones con respecto al control (*, p< 0,05; **; p< 0,01; n = 4).

Como puede apreciarse al examinar ambas figurgsoeiotor de la HSD17B5
es funcionalmente activo en ambas lineas celularesas que se comporta como un
promotor débil ya que las diferentes construcciomegstran cierta actividad pero
bastante menor que la del plasmido pGL3-Promoter,cgntiene el promotor del SV40
(se sabe que se expresa de manera constitutivélelasceucariotas). Ademas, los
resultados indican que la region comprendida dogenucledtidos -41/+45 del gen
carece de actividad transcripcionalientras que el fragmento comprendido entre los
nucleodtidos -131/-41 es necesario para dirigirdagcripcion y suficiente para alcanzar
valores de actividad maximos en ambas lineas cefylpor lo que puede decirse que

contiene los elementos promotores minimos del gen.
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4.4. La actividad del promotor del gen HSD17B5 es indubie por cAMP en
células MCF-7.

La produccion de las hormonas sexuales esta regulamr el eje
hipotaldmico-hipofisario. Asi, mientras la secrecie testosterona por las células de Lydig es
estimulada por la LH, [formacion de E2 en el ovario requiere la presetaito de LH como
de FSH. Estas hormonas actian a través de recepmembrana ligados a proteinas G, cuya
activacion resulta en la acumulacion de cAMP y&asudgerido que el cCAMP podria inducir la
expresion de la HSD17B5 en células de prostatavedrde un motivo de union a Spl/Sp3

localizado en su promotor proximal [26, 35].

Por ello, puesto que el promotor de la HSD17B5cemportaba como un
promotor débil en células de cancer de mama MQCledidimos analizar si su actividad
en estas células era también inducible por cAMPn @ste fin disefiamos un
experimento en el cual tratabamos celulas MCF4T fooskolina, compuesto que
provoca un aumento del CAMP al activar la adenitattasa [36]. En el experimento se
sembraron 125000 células por pocillo en placas 4eg&illos, dejandose incubar
durante 24 horas. Después, tras lavar con PBSrabi@ a medio sin esteroides y se
cotransfectaron con Oy por pocillo de la construccion a analizar y 1degvector de
expresion d&enilla reniformisconLipofectamine2000, dejandolas incubar 24 horas.

Posteriormente, se lavdé con PBS y cada construc@otratd con forskolina,
usando como control del experimento la adicién stddEtOH, usado como vehiculo
para la adicion del compuesto dejandolas otras ddshen incubacién. Pasado ese
tiempo, se procedid a lisar las células y medir kdividades luciferasa,
normalizandolas para luego relativizarlas para resultados obtenidos para cada
construccion en los experimentos control. Los tadok obtenidos se muestran en la
figura 11, observandose una induccion de la aett/igromotora en respuesta al

aumento del cAMP intracelular en todas las consiones analizadas.
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Figura 11. Induccién por cAMP de la actividad promotora del g HSD17B5 en células
MCF-7. Se muestran las actividades luciferasa normalizagspecto a la actividad Renilla usada como
control de transfeccion y respecto a la cantidéal tte proteina, de diferentes construcciones laasad
el promotor de la HSD17B5 tras la adicién de foliskg sustancia que activa de manera general é&s vi
de sefializacion celular en las que esta implicddeA®IP. En todos los caso se relativizaron los
resultados para cada construccion con respectmaiot (EtOH, usado como vehiculo).

4.5. Evaluacién de la accién del E2 en la actividad prootora del extremo 5’ del
gen HSD17B5 en la linea celular MCF-7.

Una vez confirmada la actividad transcripcional @sftremo 5 del gen
HSD17B5 en células MCF-7, y también la posibilidkdestimular esta actividad con
forskolina, se paso a evaluar si la represion pbdé& la expresion de la HSD17B5 en
estas células se producia a través de su promairinmal. Con este fin se disefiaron
experimentos de transfeccion con diferentes corsbones que abarcaban zonas
distintas de dicho promotor y las células transiéas se trataron con E2 en presencia y

ausencia de forskolina e 1C1182780.

El desarrollo de los experimentos se llevé a capoiendo los mismos pasos
que los detallados en los apartados anterioresinlca diferencia fue que, pasadas las
24 horas de incubacion tras la transfeccion de dékilas con las distintas
construcciones, las células se trataron EtOH @®labntrol), con forskolina, con E2
sélo, con una mezcla de ambos o con una mezcl2de IEI182780. Los resultados

obtenidos se muestran en la figura 12.
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Figura 12. La represion de la expresion del gen HSD17B5 en células MCF-7 por parte del E2, no
se produce a través de su promotor proximal.

La figura muestra que el tratamiento con E2 no fieadila actividad
trancripcional de las construcciones en células MCRi en ausencia (condiciones

basales), ni en presencia de forskolina (promoiuaido).
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Discusidn.

Se sabe que la mayoria de los canceres de mansarssibles a hormona en sus
etapas iniciales, con el E2 jugando un papel inaptet en la génesis y desarrollo del
tumor. Sin embargo, resulta paradéjico que un pbage importante de estos tumores
se produzcan en la menopausia [37], en la quevel de estrogenos circulante esta
disminuido, lo que sugiere una sintesis local debgsnos activos, con la necesaria

participacion de ciertas enzimas entre las queisgentran algunas B7HSDs.

Entre los mecanismos tipicos de control que ptaselas hormonas para
determinar su biodisponibilidad se encuentra laulegon de los procesos que
determinan su produccion y metabolismo. LaB-HBEDs son un grupo de enzimas que
participan en la biosintesis de hormonas estersja®eno es el caso del E2yla T con
las enzimas que tienen actividad reductora, egdaadas y tejidos diana como mama y
prostata con el consiguiente aumento del efectoldgico producido por dichas
hormonas. Por el contrario hay BtASDs que tienen actividad oxidante, lo que
contribuiria a una menos biodisponibilidad de EZT yen los tejidos diana y el
consiguiente efecto protector respecto al excesacdi®n de la hormona. Estos hechos
cobran especial relevancia en el caso, por ejenti@ocontrol y proteccion frente al
desarrollo de tumores en mama y prOstata, en lesegubien conocido el papel que

juegan los esteroides sexuales.

Es bien sabido que una hormona puede participéa sggulacion de su propio
proceso de biosintesis. En lo referido a IaB-HBDs, se ha descrito, por ejemplo, que
la P estd implicada en la regulacién indirectaad@B-HSD de tipo 2 en endometrio
[38]. También, el E2 participa de la regulaciéralexpresion de la BFHSD de tipo 8
[29, 30] en células de cancer de mama MCF-7, asbda T en la de tipo 5 en lineas

celulares de cancer de prostata [35].

Trabajos previos de nuestro laboratorio [33] nmaestpor otro lado, que el E2
reprime la expresion de lafl-HSD de tipo 5 (también conocida como AKR1C3) en la
linea celular de cancer de mama MCF-7. Esta enaataliza la reduccion de
androstenodiona a T, de E1 a E2 y, también, de2B-lidroxiprogesterona. Se ha
demostrado que en células MCF-7 estas reaccionesueoonjunto provocan un
aumento de la sefal proliferativa al incrementarelacion E2/P, lo que contribuye al
desarrollo tumoral. Este hecho se ha corroboradoradtatar que la expresion de dicha

enzima se encuentra aumentada en tejido mamarmralicon respecto al tejido normal

35



Discusidn.

[39], ademas de estar asociado a un peor pronddtdoPor todo ello, la elucidaciéon
del mecanismo de retroalimentancion negativa expaesion de la #HSD de tipo 5
se ha convertido en una interesante diana en éstigacion del tratamiento de tumores

mamarios.

Es suficientemente conocido el hecho de que ehdistrejerce sus efectos
genomicos con la necesaria participacion del receg¢ estrogenos [41]. Por ello,
decidimos analizar el promotor proximal de la HSBa¢€on el fin de comprobar si el
estradiol y su receptor estan implicados en sulaegun. El andlisis informatico del
extremo 5 del gen HSD17B5 habia mostrado que epatidiversos elementos de
respuesta a androgenos que podrian explicar lda@@n de su expresion en células de
prostata por parte de una hormona en cuya simsgismplicada. Sin embargo, aunque
también se han detectado variaciones en la expred®desta enzima en algunos
canceres de mama, como aumentos en el carcinonsl iusitu [42] y disminuciones
en otros casos [2], este andlisis no ha mostragwelsencia de posibles elementos de
respuesta a estrogenos en su promotor proximal.t&o, nos parecid necesario
confirmar que la represion observada en células MCgue expresan de manera
constitutiva el ER, no era reproducible en células que no expresdico receptor
(como es el caso de la linea celular HepG2) a najse se este se introdujera de
manera ectopica. Los resultados mostrados en laafi§ corroboran la necesaria
participacion del ER en la accion represora delsBfre la expresion del gen de la
HSD17B5.

Aunque el analisis informético del extremo 5 deingHSD17B5no habia
detectado posibles ERE si que habia mostrado pssiblotivos de unidon a otros
factores de transcripcién (C/EBPSP1) que pueden mediar la accion de los estrégeno
por mecanismos daosstalkcon el ER [29, 43]. Por tanto en este trabaj@rsdizo la
actividad transcriptora del promotor del gen HSD3'#®n diferentes construcciones
guiméricas que abarcan hasta 2 kb de secuenciatriisieesultados muestran que tanto
en células MCF-7 como HepG2 (figura 10), el extreBiodel gen HSD17B5 se
comporta como un promotor débil. También muestna® este promotor débil podia
aumentar su actividad transcripcional si era adtvde manera general (figura 11),
como sucede con la adicion de forskolina que auanl@ntoncentracion intracelular de
cAMP al activar la adenilato ciclasa. Este 2° mgmeaes capaz de activar protein-

quinasas que tengan como sustrato factores dectiaién activandolos, como es el
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caso del ER, hecho que también debe ser tenidouentec para una correcta
interpretacion de los resultados.

Cuando se realizaron los experimentos clave de tesbajo, en los que se
analizaba la actividad transcripcional del promateda HSD17B5 en presencia de E2,
se obtuvieron resultados que matizaban la hipéoegjgal del trabajo, ya que la region
promotora analizada no se veia afectada por l@dmael estradiol, como se puede
comprobar en los datos que se muestran en la fiir&o se producian diferencias
estadisticamente significativas en el nivel de esign génica gobernado por el
promotor de la HSD17B5 al ser tratadas las célatas el E2 a las concentraciones
fisiologicas (figura 8). Ademas, la Unica variacigignificativa que se producia era la
activacion, no la represion, y soélo cuando se dabadiciones generales de activacion
como era el tratamiento con forskolina, indepertdimente de que hubiera E2 en el
medio o no. Por tanto, nuestros resultados indoam el promotor proximal de la
HSD17B5 no se ve afectado por la accion de una ¢neantE2) en cuyo proceso de
biosintesis participa. Ahora bien, es preciso @@mogque la region promotora completa
de un gen puede abarcar una gran extension de gaitgsses, mucho mayor que las 2
Kb aqui analizadas, por lo que sera necesario tigaesotras regiones del gen,
circunstancia que excede a las dimensiones déraksgo.
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Conclusiones.

A la vista de los resultados obtenidos en esbafogoodemosoncluir que:

El tratamiento con I¥estradiol a concentraciones fisioldgicas reprirae |
expresion de la HSD17B5 en la linea celular de exade mama sensible a

estrogenos MCF-7.

La represion por E2 de la expresion de I8-HBD de tipo 5 en células MCF-7
es mediada por el EBRpor lo que puede revertirse con antagonistas tehm
como el IC1182780.

En células MCF-7 el extremo 5 del g¢tSD17B5se comporta como un
promotor débil inducible por cAMP. La regién debprotor comprendida entre
los nucledtidos -131/-41 contiene los elementosnptores minimos del gen y

es suficiente para alcanzar valores de actividadmus en estas células.

El promotor proximal de la HSD17B5 no es el respbitesde la represion de la
expresion del gen en células de carcinoma de ma@k-Fitras el tratamiento

con E2, ni en condiciones basales ni de activagameral.
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