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RESUMEN

Los procesos celulares que promueven el desarrollo del cancer de mama
dependen principalmente de mecanismos de regulaciéon estrogénicos, los cuales
hasta hace algunos afios, se consideraba que eran llevados a cabo por los
receptores nucleares ERP y ERa. La nocion de este paradigma fue modificado con
el descubrimiento de GPR30, un receptor de estrégenos de membrana con la
capacidad de inducir los mismos procesos proliferativos que los receptores
nucleares en células malignas ER- como ER+ de glandula mamaria. La
comunicacion cruzada que mantiene GPR30 con la via de sefalizacion de
receptores miembros de la familia de HER, ha impulsado los estudios para la
caracterizacion estructural y funcional de este nuevo receptor. Aunque la
informacion en este campo es vasta, los mecanismos de regulacion transcripcional
gue determinan la expresion de GPR30 en células malignas de glandula mamaria,
han sido poco investigados. Objetivos: Clonacion del promotor del gen GPR30
humano. Comparar el desempefio que el promotor clonado tiene en lineas celulares
derivadas de epitelio mamario sano y maligno. Encontrar elementos en cis
funcionales en el promotor de GPR30. Material y Métodos: Se amplificé y clono en
pPpGEM-T un fragmento de ~2.0 kb de la region flanqueante 5’ del gen GPR30. Se
construyeron plasmidos reporteros a partir de 5 diferentes fragmentos truncados del
promotor de GPR30 en pGL3E. Se realizaron ensayos de expresion transitoria en
células MCF-7, MDA-MB-231 y MCF10A. Cinco diferentes elementos putativos para
el software Mat-Inspector fueron mutados y probados en ensayos de expresion
transitoria. Resultados: Una region represora en comun para las tres lineas
celulares fue localizada entre -500 a -1000pb corriente arriba del SIT. Un elemento
para factores de la familia ETS, resultd ser responsable de la actividad
transcripcional en las células MDA-MB-231 y MCF-10A. La via de sefializacion PKA
gue activa a los factores ERM y/o ER81, produce una actividad similar al elemento
ETS hallado previamente. Discusién y Conclusién: El promotor de GPR30 contiene

al menos un elemento entre -500pb y -1000pb que participa en la disminucion de la



actividad inducida por la via de PKA. Seran necesarios mas estudios para
determinar si ERM o ER81 interaccionan con el promotor de GPR30.

Palabras clave: GPR30, promotor, regulacion transcripcional, ETS, PKA, ERM,
ER81.



ABSTRACT

The cellular processes that promote the development of breast cancer
depend mainly on estrogen regulation mechanisms, which until a few years ago, it
was considered that they were carried out only by ERa and ER[ nuclear receptors.
The notion of this paradigm was modified with the discovery of GPR30, a membrane-
bound estrogen receptor with ability to induce the same proliferative processes as
the nuclear receptors in ER-negative and ER-positive malignant cells of mammary
gland. The crosstalk that GPR30 has with signaling pathway of HER family members
receptors it has prompted studies for structural and functional characterization of this
new receptor. Although the information in this field is vast, the transcriptional
regulation mechanisms that determine the GPR30 expression in mammary gland
malignant cells, it has been little investigated. Objectives: Cloning of the human
GPR30 gene promoter. Compare the performance that the cloned promoter has in
healthy and malignant cell lines derived from breast epithelium. Find functional cis
elements in the GPR30 promoter. Material and Methods: It has been amplified and
cloned into pGEM-T a ~2.0 kb fragment of 5’ flanking region of the GPR30 gene.
Reporter plasmids were created from 5 different truncated fragments of GPR30
promoter in pGL3E. Transitory expression assays were performed in MCF-7, MDA-
MB-231, and MCF10 cells. Five different putative elements of Mat-Inspector
software were mutated and tested in transient expression assays. Results: One
common repressor region to all three cells lines was located between -500 to -
1000pb upstream of the ORF. An element for Ets factors family was responsible for
the transcriptional activity in MDA-MB-231 and MCF-10A cells. The PKA signaling
pathway that activates to ERM and/or ER81 factors, produces a similar activity to
ETS element previously found. Discussion and Conclusion: The GPR30 promoter
contains at least one element among -500pb and -1000pb involved in the decrease
of the activity induced by PKA pathway. Further studies are needed to determine
whether ERM or ER81 interact with the promoter of GPR30.

Keywords: GPR30 promoter, transcriptional regulation, ETS, PKA, ERM, ER81.
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1. INTRODUCCION

Los estrégenos regulan una amplia gama de procesos biolégicos en
diferentes sistemas dentro del organismo (Prossnitz et al., 2008). Estas hormonas
esteroideas, controlan la proliferacion y la diferenciacion de las células en tejidos
reproductivos y no reproductivos a través de una fina red de mecanismos celulares.
Ademas, los estrogenos juegan un papel crucial en la formacion de tumores
malignos (Lappano et al., 2010), por ejemplo en enfermedades oncogénicas
cardiovasculares, al igual que en la osteoporosis, las enfermedades
neurodegenerativas, o en los desérdenes metabdlicos e inmunes (Prossnitz and
Barton, 2011). Después de darse a conocer que la exposicion prolongada a
estrogenos es un factor de riesgo importante para el desarrollo de tumores malignos
en organos con niveles de receptor de estrogenos alfa (ERa) elevados, en las dos
tltimas décadas se ha renovado el interés por conocer los efectos de los estrégenos

durante la carcinogénesis (Lappano et al., 2010).

Los efectos biolégicos ejercidos por los estrégenos estan mediados
principalmente por el receptor de estrogeno beta (ERB) y el receptor de estrogeno
alfa (ERa) (Barros and Gustafsson, 2011), receptores localizados en el citoplasma
y el nicleo de la célula, con un predominio a nivel nuclear y solo el 5% se localizan
en el citoplasma (Prossnitz and Barton, 2011). La unién de los estrogenos a su
receptor (ER) desencadena un cambio conformacional en el receptor, que le permite
liberarse de su complejo de inactivacion para su homo u heterodimerizacion. Una
vez activo el receptor se transloca al nucleo celular, donde interaccionan con sitios
especificos del ADN llamados elementos de respuesta a estrogenos (ERE), desde
donde regulan la actividad transcripcional de sus genes blanco. Ademas, se ha
reportado que los ERs son capaces de encender diferentes vias de sefalizacion
gue involucran el incremento del calcio intracelular, el adenosina monofosfato ciclico
(AMPc) y la activacion de algunas proteinas cinasas activadas por mitbgenos
(MAPK-Mitogen Activating Protein Kinase) (Barton, 2012). Sin embargo, los



mecanismos moleculares bajo los cuales los ERs inducen estos efectos
permanecen elusivos y controversiales (Edwards, 2005). De manera interesante se
ha descrito que los estrogenos activan las mismas vias de sefializacion en células
carentes de receptores, hecho que se ha relacionado a la presencia de un receptor
de estrégenos miembro de la familia de siete dominios transmembranales acoplado

a proteinas G, llamado GPR30

En 1997 Carmeci y colaboradores, identificaron en las lineas de céancer de
mama, MCF-7 y MDA-MB-231 una proteina homéloga con los miembros de la
familia de receptores de siete dominios transmembranales acoplados a proteinas
G. Esta proteina resulté ser un receptor huérfano, al cual denominaron como
GPR30, el cual demostro tener la capacidad de transducir sefiales rapidas
dependientes de estrogenos. Para el afio 2007 este receptor fue designado como
receptor de estrogeno acoplado a proteina G (GPERL1) por la Union Internacional
de Farmacologia (Barton, 2012). Actualmente, se ha observado que GPR30 tiene
diferentes ligandos, siendo el 17(3-estradiol su ligando primario y secundarios el
raloxifen, tamoxifen, ICI 182780, genisteina, xenoestrogenos Yy fitoestrogenos. En
cuanto a su distribucion dentro de la célula, se ha reportado que GPR30 se localiza
tanto en membrana plasmatica como en reticulo endoplasmico, lo cual depende
principalmente de las condiciones fisiolégicas y del tipo celular (Langer et al., 2010).
Sin embargo, existen evidencias que sefialan a la localizacion de este receptor en
el reticulo, como un artificio de los métodos de deteccion empleados para su
deteccion (Funakoshi et al., 2006, Otto et al., 2008, Revankar et al., 2005). Asi
también, a través de ensayos tanto in vitro como in vivo se ha logrado determinar la
expresion de GPR30 en una amplia gama de tejidos (Wang et al., 2010, Olde and
Leeb-Lundberg, 2009). Adicionalmente se ha visto que la expresion GPR30 en
canceres de mama esta correlacionado con biomarcadores clinicos y patologicos

de mal resultado (Liu et al., 2009, Prossnitz and Barton, 2011).



Actualmente se ha demostrado que la estimulaciéon de GPR30 a través de
estrogenos, activa metaloproteinasas que inducen la liberacion de heparina unida
al factor de crecimiento epidérmico (HBEGF-Eparin Binding Epidermal Growth
Factor), el cual activa al receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR-
Epidermal Growth Factor Receptor), conduciendo a la produccion de moléculas de
sefializacion como el AMPc y la movilizacién del Ca2+ intracelular (Olde and Leeb-
Lundberg, 2009). Ademas de los rapidos eventos de sefializacion antes
mencionados, GPR30 también regula la actividad transcripcional, mediante la
activacion de los mecanismos de sefializacibon que implican a MAPK,
fosfatidilinositol-3 cinasa (P13K), CSK (c-Src kinase) (Dennis et al., 2011) y ERK-1/-
2 (Extracellular Regulated Protein Kinase -1/-2), provocando diferentes respuestas
biolégicas, tales como la proliferacion, la diferenciacién, la migracion y la

supervivencia celular (Meyer et al., 2011, Filardo, 2000).

1.1 Relevancia Fisiolégica de GPR30

GPR30 se expresa en el sistema nervioso, reproductor, cardiovascular y
0seo. Dentro del sistema reproductor, GPR30 regula la proliferacion del epitelio
dentro del utero. Ademas, se ha observado que en humanos, la expresion del
GPR30 se correlaciona con una mejora en las respuestas contractiles inducida por
la oxitocina en el miometrio, lo que sugiere un papel en la contractilidad uterina
durante la labor de parto. Ademés se ha documentado que GPR30 regula las vias
de proliferacion y apoptosis implicados en la espermatogénesis durante el desarrollo
reproductivo masculino (Maggiolini and Picard, 2010, Prossnitz and Barton, 2009,
Olde and Leeb-Lundberg, 2009).

En el sistema nervioso central y periférico GPR30 se encuentra ampliamente
distribuido, donde lleva a cabo efectos sobre las neuronas colinérgicas del
prosencéfalo basal, desempeiiandose como un importante regulador de la funcion

cognitiva. Se ha observado que en el cerebro podria tener un papel en los



desérdenes del estado de animo, ya que G-1, un agonista sintético especifico de
GPR30, presenta propiedades de antidepresivo. Otra de sus funciones es la
proteccién y regeneracion neuronal en eventos de dafio cerebral, isquemia o
intoxicacion. Aunque se conoce que el ERa puede llevar a cabo varios de estos
mismos procesos en el sistema nervioso, se ha observado que la ausencia de
GPR30 en ratones knockout, puede generar una disminucion o anulacién de los
efectos generados por este sistema en respuesta al 173-estradiol (Gingerich et al.,
2010, Hammond and Gibbs, 2011, Hammond et al., 2011, Prossnitz and Barton,
2009).

En el sistema inmune, estudios en ratones knockout-ERa y knockout-GPR30
han demostrado que la anulacion de GPR30 disminuye la funcidon inmunoprotectora
del 17B-estradiol. En otro estudio, se reportd que el tratamiento con G-1 tiene
efectos inmunomoduladores indicando que GPR30 podria tener aplicaciones
clinicas en las enfermedades inflamatorias crénicas. Asi mismo se ha visto que
puede participar en el sistema inmune adaptativo, particularmente en la maduracion
de células By células T (Brunsing and Prossnitz, 2011, Maggiolini and Picard, 2010,
Prossnitz and Barton, 2009).

Respecto al sistema cardiovascular, GPR30, desempefia funciones de
regulacién de contraccion y vasodilatacion como una respuesta cardioprotectiva en
patologias que comprometen la integridad de los tejidos del sistema, como la
ateroesclerosis, hipertension, isquemia, inflamacion o infarto al miocardio. Estos
eventos estimulan la expresion de GPR30 en los cardiomiocitos; a través de dos de
las principales vias de sefalizacion de GPR30: la fosforilacion de ERK-1/-2 y la
producciéon de oxido nitrico (NO). Otros estudios han demostrado beneficios en el
tratamiento con G-1 después de un infarto de miocardio y lesiones cerebrovascular
reduciendo las lesiones en modelos animales y en humanos. En células endoteliales
humanas, la activacion de GPR30 inhibe la proliferacion celular, indicando un papel

anti-angiogénico. En células de musculo liso vascular de humanos y ratas, la



activacion de GPR30 por G-1 o raloxifen resulta en la estimulacion de la via ERK-
1/-2 inhibiendo el crecimiento. Por lo anterior, se considera que GPR30 posee un
papel potencial en el tratamiento de patologias cardiovasculares (Recchia et al.,
2011, Meyer et al., 2011, Prossnitz and Barton, 2011, Olde and Leeb-Lundberg,
20009).

Varias investigaciones sugieren que GPR30 tiene un papel importante en el
metabolismo 0seo y del cartilago, expresandose en osteocitos, osteoclastos,
osteoblastos y condrocitos. Puede regular el crecimiento y desarrollo 6seo inducido
por estrogenos (Olde and Leeb-Lundberg, 2009, Prossnitz and Barton, 2011).
Dentro del sistema metabdlico se ha reportado que, en ratones hembras deficientes
de GPR30, se presentan niveles elevados de glucosa en sangre, y una reduccion
en el crecimiento, mientras que en los ratones machos deficientes de GPR30, no se

observaron los mismos efectos.

La expresion GPR30 en el tejido adiposo muestra que ratones deficientes en
la expresion GPR30 existe un incremento en obesidad entre los 10 a 11 meses de
edad. Sin embargo este resultado es contradictorio con otros estudios, en donde
reportan poca o ninguna expresion de GPR30 en tejido adiposo de ratones de tipo
silvestre, ademas de mostrar que la cantidad de grasa corporal es similar en lineas
de raton deficientes de GPR30 comparados con ratones de tipo silvestre. Por otra
parte, se ha detectado la expresion de GPR30 en tejido adiposo en humanos. Hay
evidencia indirecta de que con el uso de raloxifen, GPR30 podria estar implicado en
la diferenciacion de los adipocitos. Es por este conflicto entre los diferentes estudios,
gue se requieren estudios adicionales para determinar si, ademas de las funciones
ya documentadas de GPR30, verdaderamente contribuye dentro de la funcién
metabdlica. Los reportes de la expresion de GPR30 en tejidos de sistemas como el
inmune, renal, 6seo y digestivo, son temas de investigacion que se encuentran en
las primeras etapas de estudio, y por tal motivo no se cuenta con la suficiente

informacion para definir los mecanismos responsables de los efectos que genera la



activacion de GPR30 en estos sistemas (Haas et al., 2009, Olde and Leeb-
Lundberg, 2009, Prossnitz and Barton, 2009).

GPR30 también se expresa en algunos tejidos de manera normal sin
presentar algun papel relevante en dichos tejidos. Sin embargo, al investigar su
papel en un contexto patolégico se puede observar su importancia. Tal es el caso
de la glandula mamaria, la cual expresa GPR30 en condiciones normales sin
manifestar alguna funcién primordial para la fisiologia de la glandula, pero cuando
este tejido ha sufrido un evento de malignizacién que culmina en condiciones
fenotipicas favorables, GPR30 participa activamente durante la proliferacion y la
metastasis. Sin embargo, se ha observado que durante el proceso de la
oncogeénesis, el nivel de expresion de GPR30 tiende a disminuir en el tejido que
forma parte del tumor (Ariazi et al., 2010, Kuo et al., 2007, Wang et al., 2010).

1.2 Caracterizacién Molecular GPR30

El receptor GPR30 es una proteina de 375 aminoacidos y de 44 kD, que es
codificada por un gen mapeado en la banda 22.3 del brazo corto del cromosoma 7
humano. Este gen esta conformado por 2 exones y 1 intron de aproximadamente
3.0 kb, los cuales generaran cuatro diferentes transcriptos que traducen el mismo
polipéptido. Su cDNA tiene una longitud de 2604 pb, con un marco de lectura de
1128 pb. Este receptor presenta una alta homologia con el receptor de la
angiotensina Il tipo 1 y el receptor de la interleucina 8, por lo que ha sido clasificado
como un miembro mas de la superfamilia de receptores acoplados a proteinas G
(Bonini et al., 1997, Carmeci et al., 1997, Feng and Gregor, 1997).

1.3 Sefializacion GPR30

GPR30 puede mediar eventos de sefializacion rapidos no genomicos,

incluyendo la estimulacion de la adenilil ciclasa (que resulta en la produccion de



AMPCc) y c-Src, a través de la transactivacion del EGFR, provocando la fosforilacion
de moléculas como MAPK, PKA (Protein Kinase A), PKB (Protein Kinase B),
ERKZ1/2, incluso en células cancerosas carentes de ERs. Se ha demostrado que la
sefalizacion del EGFR regula la expresion de GPR30, en las células de cancer de
mama ER-negativas. Por otro lado, GPR30 activa la via de PLC (Phospholipase C),
teniendo como funcion principal la generacion de PIP2 (Phosphoinositide
Diphosphate) a partir del catabolismo de fosfolipidos de la membrana plasmatica. A
partir de PIP2 se produce IP3 (Phosphoinositide Triphosphate), el cual es
responsable de la liberacion de Ca?+ al citosol. Asi mismo GPR30 regula
indirectamente la expresion de genes, ya sea a través de la expresion de factores
de transcripcion, o por la fosforilacién de factores de transcripcién. Dentro de los
genes regulados por GPR30 se incluyen el gen FOS el cual codifica a la proteina c-
fos, que forma un heterodimero con varias otras proteinas para formar el factor de
transcripciéon AP-1 (AP-1, Activating Protein-1). Estudios han demostrado que la
transactivacion de GPR30 también es capaz de regular la expresion de ciclina D2
(Cyclins D-type 2) y Bcl-2 (B-Cell Lymphoma 2) en queratinocitos (Barton, 2012,
Prossnitz and Barton, 2009, Maggiolini and Picard, 2010).

1.4 Ligandos de GPR30

Dentro de los ligandos primarios de GPR30 se encuentra el estrégeno 17[3-
estradiol, este se sintetiza principalmente en ovario, aunque también se produce en
muchos sitios en todo el cuerpo, y las concentraciones en los tejidos puede ser
mucho mayor que las concentraciones en plasma, como en el tejido mamario y en
placenta. Debido a la naturaleza hidrofébica de los estrogenos, se pueden difundir
pasivamente a través de las membranas celulares y alcanzar asi sus objetivos
intracelulares como GPR30, ERa y ER[ (Prossnitz and Barton, 2011, Prossnitz et
al., 2007, Prossnitz and Barton, 2009).



Existen productos quimicos naturales y artificiales que también tienen
actividad estrogénica como los fitoestrégenos (flavonoides e isoflavones) (Ososki
and Kennelly, 2003), xenoestrogenos, pesticidas (DDT-diclorodifeniltricloroetano y
DDE-diclorodifenildicloroetileno), herbicidas (atrazine), farmacos que se utilizan en
los tratamientos para el cancer de mama como el tamoxifen y el raloxifen, los cuales
actan como antagonista del ERa, mientras que en el receptor GPR30 llegan a
actuar como agonista. Aunque la mayoria de los fitoestrogenos y xenoestrogenos
se cree que ejercen sus efectos fisiologicos a través de la modulacion del ERa y
ERp, muchos de estos actian como agonistas de GPR30. Actualmente se sabe que
GPR30 es capaz de unir al 17p3-estradiol, Tamoxifen (TAM) e ICI182 (Prossnitz and
Barton, 2011, Dennis et al., 2011, Prossnitz et al., 2007, Prossnitz and Barton,
20009).

Recientemente se sintetizo un agonista selectivo al receptor GPR30, G-1 (1-
[4-(Bbromobenzo-[1,3]-dioxol-5-yl)-3a,4,5,9b-tetrahydro3H-cyclopenta-[c]-quinolin-
8-yl]-ethanone), el cual no tiene actividad en otro receptor acoplado a proteina G,
hecho que lo reitera como un ligando especifico para GPR30. También se tiene
identificado a un antagonista selectivo para GPR30, G-15 (4-(6-bromo-benzo-[1,3]-

dioxol-5-yl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-cyclopenta-[c]-quinoline).

Estos compuestos se han utilizado para elucidar la funcién de GPR30 en una
variedad de sistemas, tanto in vitro como in vivo. El agonista selectivo G-1 se ha
utilizado mas comunmente para definir el papel que posee GPR30 en la proliferacion
y supervivencia celular. Mientras que el antagonista selectivo G-15 ha sido
empleado para establecer el papel que juega GPR30 en los eventos mediados por
estrogeno. Estos ligandos selectivos para GPR30 tienen una amplia gama de
aplicaciones funcionales y pueden contribuir a la comprension de las contribuciones
de GPR30 en las vias de sefalizacion en donde esté implicado, particularmente en
sistemas donde los receptores de estrégenos clasicos ERa y/o ERB también se

expresan.



Por ultimo, hace apenas 3 afios se reportd la sintesis de un nuevo
antagonista de segunda generacion para GPR30, G-36 (4-(6-Bromo-benzo-[1,3]-
dioxol-5-yl)-8isopropyl-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-cyclopenta-[c]-quinoline), el cual
posee una selectividad mejorada hacia GPR30 y una disminucion de actividad hacia
ERa y ERB en comparaciéon con la obtenida con G-15. En ensayos funcionales,
tanto in vitro como in vivo, se observé que con G-36 se obtiene una disminucién
significativa de los efectos sobre ERa y ERB en comparacion con G-15. Estos
compuestos, G-1, G-15 y G-36 poseen una estructura similar, se basan en un
compuesto comun, tetrahidro-3H-ciclopenta [c] quinolina, con las diferencias que en
G-1 se presenta de un residuo etanona que no esta presente en G-15 y un residuo
isopropilo, presente en G-36, que sustituye al residuo etanona de G-1 (Dennis et al.,
2011, Albanito et al., 2007, Haas et al., 2009, Prossnitz and Barton, 2009).

1.5 Regulacion Transcripcional de la Expresion de GPR30

Como se ha visto, GPR30 participa activamente en diversas vias de
sefalizacion, las cuales desencadenan el crecimiento y la proliferacion de células
cancerosas. Pero se conoce poco acerca de los mecanismos que regulan, a nivel
transcripcional, la expresion de GPR30 en células cancerosas y/o sanas. Recchia
et al. (2011), reportaron que dentro de la region promotora del gen GPR30 existen
tres elementos de respuesta a la hipoxia (HRES), los cuales se localizan entre -1822
y -2812 pb rio arriba del sitio de inicio de transcripcion (SIT). Dichos investigadores
evaluaron el posible papel que juega el receptor GPR30 en la respuesta adaptativa
a la hipoxia, debido a que esta condicion es una caracteristica fundamental del
cancer, encontrando que las dos subunidades HIF-1 se dimerizan y forman el
complejo HIF-1a, el cual se transloca al nucleo y es aqui donde se une a los
elementos de respuesta a hipoxia (HRES) situados dentro de la regiobn promotora
de los genes diana. Con el fin de evaluar las respuestas transcripcionales a la
hipoxia se uso cloruro de cobalto (CoCly), un inductor de hipoxia, en células de

cancer de mama SKBR3 y células de cardiomiocitos HL-1, las cuales presentan un



fenotipo carente de ERa y ER, dichas células se transfectaron transitoriamente con
plasmidos de la region promotora de GPR30 de una longitud de 2,9kb. Observaron
gue CoCl2 fue capaz de estimular la expresion de la proteina GPR30.
Conjuntamente realizaron ensayos de silenciamiento para corroborar la
participacion del factor HIF-1a en la regulacion de la expresion de GPR30, en donde
el silenciamiento de HIF-1a bloqueo la expresion de la proteina GPR30 (Recchia et
al., 2011).

Vivacqua et al. (2009), mediante transfecciones transitorias de un fragmento
de la region promotora del gen GPR30 que contiene el sitio AP-1 (Activating Protein-
1) (-426 a -432 a partir del SIT), demostré que mediante la sefializacion del receptor
de crecimiento epidermal (EGFR-Epidermal Growth Factor Receptor), inducida por
el factor de crecimiento epidermal (EGF- Epidermal Growth Factor) o por el factor
de crecimiento tumoral-a (TGFa), se regula en forma positiva la expresion de
GPR30, transactivando el sitio AP-1 a través de AP-1 en las células MCF-7 de
cancer de mama. Adicionalmente, llevaron a cabo la mutacion sitio-dirigida del sitio
AP-1 del promotor del gen GPR30 y observaron una disminucién en la actividad del

promotor en ensayos de expresion transitoria (Vivacqua et al., 2009).

Por otra parte, en un estudio con bisfenol A (BPA), un componente de los
plasticos de policarbonato y con una estructura semejante a la del 17B-estradiol,
Sheng et al. (2013), encontré que el fragmento de la region promotora del gen
GPR30, que va de la posicién -347 a +11 con respecto al sitio de inicio de la
transcripcién (SIT), es inducida por bajas concentraciones de BPA en células GC-1
de espermatogonio de rata. Esto ocurre mediante una retroalimentacion positiva
gue existe entre GPR30 y c-fos, a través de la via GPR30-EGFR-ERK-c-fos-GPR30
que culmina con el reclutamiento de c-fos al sitio AP-1 de la regién promotora del
gen GPR30. Para corroborar la funcionalidad del sitio AP-1, dentro de la region
promotora del gen GPR30, como el principal responsable de su transactivacion, se

muto dicho sitio y no se observo respuesta al BPA (Sheng et al., 2013).
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Ya que es relativamente poca la informacion existente en relacién a la
regulacién transcripcional del gen GPR30, es importante profundizar la busqueda
de otros mecanismos que puedan ayudar a explicar la expresion diferencial que
presenta el receptor GPR30, particularmente entre las células de mama sanas y las

gue pasan por un proceso de malignizacion.

11



2. JUSTIFICACION

Debido al papel que juega el GPR30 en las vias que inducen la proliferacién
y supervivencia celular de las células neoplasicas de mama, es de gran importancia
comprender los mecanismos moleculares que gobiernan su expresién a nivel
transcripcional en dicho contexto celular y compararlos con los de las células de
mama sanas. La investigacion aqui descrita, se desarrollo con la finalidad principal
de aportar conocimientos basicos que ayuden a ampliar la comprension en relacion
a las diferencias existentes en los mecanismos de regulacion transcripcional de
GPR30 durante las diferentes fases de malignizacion en el cancer de mama. Por
otro lado, los hallazgos obtenidos aqui, podrian a largo plazo ser utiles para el
disefio de tratamientos alternativos de mayor especificidad o nuevos métodos de

deteccion temprana para esta patologia.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Dada la poca informacibn que se tiene respecto a los mecanismos
moleculares que regulan la expresion especifica de GPR30 se propone el estudio y
caracterizacion de la region flanqueante 5’ del gen GPR30, con el fin de aportar
informacion que ayude a explicar los mecanismos de regulacion transcripcional
subyacentes a la expresion diferencial de GPR30 observada entre células

epiteliales de la glandula mamaria sanas y malignas.
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4. OBJETIVO GENERAL

Encontrar nuevos elementos en cis que tengan un papel regulador en la

transcripcion del gen GPR30 humano en células de origen canceroso.

5. OBJETIVOS PARTICULARES

Clonar el promotor del gen GPR30 humano a partir de ADN gendmico

humano.

Identificar las regiones del promotor de GPR30 con activacion o supresion

significativa en la transcripcion tanto en células tumorales y no tumorales.

Localizar elementos en cis putativos para la regulaciéon observada en las

regiones previamente determinadas como relevantes.

Comprobar la funcionalidad de los elementos en cis hallados como putativos,

en los contextos celulares antes mencionados.

Dilucidar las vias de sefializacion y los posibles factores que pudieran

participan en los mecanismos regulatorios encontrados.

13



6. HIPOTESIS
El promotor del gen GPR30 humano tiene elementos en cis que regulan

diferencialmente la expresion transcripcional durante el desarrollo del cancer en

células epiteliales de mama.

14



7. METODOLOGIA

7.1 Lineas Celulares Empleadas.

Para este estudio se emplearon la linea celular MCF-10A, la cual expresa el
fenotipo de la célula epitelial sana. También se usaron las lineas celulares MCF-7 y
MDA-MB.231 que expresan fenotipos de la célula epitelial cancerosa, pero con
diferentes grados de malignidad. Las células MCF-7 derivan de carcinoma ductal de
mama y presentan un grado de malignidad menor en comparacion con las células
MDA-MB-231, las cuales provienen de carcinoma mesénquimal invasivo y con un

grado de malignidad mucho mayor por provenir de un carcinoma metastasico.

7.2 Extraccion de ADN Gendmico Humano.

Se cultivé la linea celular MCF-7 hasta una confluencia del 75% en placas de
100 mm con DMEM al 10% de suero fetal bovino. Las células se cosecharon con
tripsina y se lavaron con solucién salina de fosfatos, PBS 0.01M (NaH2PQOa4 0.016M,
Na,HPO4 0.01M, NaCl 137 mM), antes de ser lisadas con amortiguador de
extraccion pH 8.0 (Tris/HCI 1M, EDTA 0.5M, RNAsa 100ug/ml, SDS 10%). La
suspension se mantuvo a 37°C durante una hora y posteriormente se incubo 3 horas
a 55°C con proteinasa K (20ug/ml). Pasados los tiempos de incubacion, se hicieron
tres extracciones consecutivas con fenol equilibrado en Tris/HCI 0.1M pH 8.0. Las
fases se separaron centrifugando el lisado a 3000 rpm durante 15 min. La fase
acuosa se recupero en un tubo de centrifuga para llevar a cabo la precipitacion del
ADN con acetato de amonio 7.5 M y etanol absoluto, en una proporcion de 1:16. La
solucion se dejo precipitar a —20°C toda la noche. EI ADN obtenido se lavo con
etanol al 70% y se centrifugo a 7,300 rpm por 5 min. El precipitado se secé y se
eluy6 en amortiguador Tris/EDTA (10 mM Tris-HCI pH 7.4; 1 mM EDTA-Naz-2H>0).

La cuantificacion del ADN se llevé acabo en un espectrofotdmetro Lambda Bio 40
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(Perkin Elmer, Waltham, Massachusetts, USA), midiendo A260 y A280 por

duplicado.

7.3 Clonacion de la Region flanqueante 5’ del Gen de GPR30 humano

Se amplifico por PCR un fragmento de ~2 kb usando como templete el ADN
gendmico, extraido anteriormente de las células MCF-7. Se emplearon como
cebadores de polimerizacion los oligonucleétidos mencionados en el Cuadro 7.3.1.
La reaccion se catalizo por la Tag DNA polimerasa Expand Long Template PCR
System, (Roche, Indianapolis, IN, USA) durante 30 ciclos con una desnaturalizacion
a 94°C, 20 segundos, un alineamiento a 50.4°C durante 1 minuto y una
polimerizacion a 68°C, por 4 minutos; seguido de una extension final de 7 minutos
a 68°C. El producto de amplificacion se ligo al vector pPGEM-T (Promega, Madison,
WI, USA; Fig. 7.3.1) y el plasmido resultante pPGEM-GPR30 se propago6 en bacterias
competentes Escherichia coli IM109 (Promega, Madison, W1, USA). Cuatro clonas
positivas se seleccionaron para la preparacion de ADN plasmidico mediante el
sistema comercial Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega,
Madison, W1, USA). Cada clona se secuencié por el método de incorporacion de
dideoxinucleotidos fluorescentes usando el sistema comercial Big Dye Terminator
(Applied Biosystem, Foster City, CA, USA).

16



Nombre Secuencia pb Aplicacion
SFGPR30-s2 9-AAGCAATAGGTCAACAAATCTCTAG-3 25 Clovixion DI Gérsiiis
5FGPR30-as 5-GTCTCTGCACCGTGCAGCTTTCAAGA-3' 26 g
5FGPR30-s2000 5'-ACGCAGATCTTGTCAACAAATCTCTAG-3' 2 Clonaciony construccion génica
5FGPR30-51500 5-ACGCAGATCTTCTTGGGCACCTGTCCTAG-3 29 Clonaciony construccion génica
5FGPR30-51000 5-ACGCAGATCTTGACTCTCTCCCTGGAG-3' 21 Clonaciony construccion génica
9FGPR30-s500 5-ACGCAGATCTTTTCCCACAGGCGACTC-3' 2 Clonaciony construccion génica
5FGPR30-s200 5ACGCAGATCTTAGCATCTGTTCTTCCC-3' 2 Clonaciony construccion génica
5FGPR30-as4 5-ACGAAGCTTGTCTCTGCACCGTGCAGC-3' 2 Antisentido construcciones génicas
ESR163-s 5-AACTTGCTCTTGGACAGGAACC-3' 2 RT.PCR ERq
ESR163-as 5-ATGTGTACACTCCAGAATTAAGC-3' 23
DSBETS1-s 5-TACCTTCATTGCCCCCTGGGCCTGCTC-3 21 T —
DSBETS1-as 5-GAGCAGGCCCAGGGGGCAATGAAGGTA-3 21
DSBSOX5-s 5-ATTTCCCAAAACCATGACCCCTTTC-3 25 =
DSBSOX5-25 5 GAAAGGGGTCATGGAAAAGGGAAAT-3 % RIETAROT N e S
DSBERR1-s 5-TCCCAAAACAATTTCCCCTTTCACTC-3' 26 Conetruceidn Mutarig ERR
DSBERR1-as 5-GAGTGAAAGGGGAAATTGTTTTGGGA-3' 26
DSBNGRE-s 5-ACTCTCTCCCTGTTGTTTCTTCCTAG-3 26 -

DSBNGRE-2s 5-CTAGGAAGAAACAACAGGGAGAGAGT-3 26 SR SN

Cuadro 7.3.1. Oligonucledtidos empleados.
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Figura 7.3.1. Mapa del vector pGEM-T, utilizado para la clonacion de la region
promotora de GPR30. Ampr, gen de resistencia a ampicilina; fl-ori, origen de
replicaciéon derivado del fago filamentoso f1; ori, origen de replicaciéon del plasmido

de E. coli; lac Z, secuencia del gen de la lactosidasa abierto en timinas
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7.4  Disefio de Construcciones Génicas Reporteras.

Cinco segmentos de diferentes longitudes (2.0 kb, 1.5kb, 1.0kb, 0.5kby 0.2
kb) del promotor del gen GPR30 humano fueron amplificados por PCR, mediante el
uso de cebadores de polimerizacion especificos para cada segmento seleccionado
(Cuadro 7.3.1). Se uso el plasmido pGEM-GPR30 como templete para todas las
reacciones. Cada uno de los oligonucleétidos en sentido, contiene un sitio de
restriccion para la endonucleasa Bgl Il en el extremo 5, mientras que el
oligonucleétido en antisentido, contiene un sitio de restriccidon para la endonucleasa
Hind Ill. Las reacciones se llevaron a cabo bajo las mismas condiciones
mencionadas anteriormente. Cada uno de los productos de PCR se purific a través
del sistema comercial GeneClean IIl Kit (MP Biomedical, Solon, Ohio, USA) y
posteriormente fueron digeridos con las enzimas de restriccion Bgl 1l y Hind IlI
(Roche, Indiangpolis, IN, USA). Cada segmento digerido fue nuevamente purificado
y clonado en el vector pGL3-Enhancer (Promega, Madison, W1, USA) (Fig. 7.4.1),
previamente digerido con las mismas enzimas de restriccion. Las construcciones
resultantes pGPR2.0, pGPR1.5, pGPR1.0, pGPRO0.5, y pGPRO0.2 (Fig. 7.4.2) se
propagaron en bacterias competentes E. coli IM109 (Promega Madison, WI, USA).
Tres clonas de cada plasmido se seleccionaron para verificar la fidelidad de los
segmentos clonados mediante el sistema de secuenciacién anteriormente

mencionado.
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Figura 7.4.1. Mapa del vector reportero pGL3-Enhancer, usado en para las
construcciones génicas. luc+, secuencia del cDNA de la luciferasa de luciérnaga
(Photinus); Ampr, gen de resistencia a ampicilina; fl-ori, origen de replicacion
derivado del fago filamentoso f1; ori, origen de replicacion del pldsmido de E. coli.
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Figura 7.4.2. Representacion esquematica de las construcciones génicas
reporteras. Se muestran las supresiones sucesivas de 5 a 3’ del promotor de
GPR30 ligadas al vector reportero pGL3-Enhancer. SIT, sitio de inicio de la
traduccion, LUCIFERASA, gen reportero.
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7.5 Ensayos de Expresion Transitoria de Construcciones Génicas Reporteras.

Las construcciones génicas reporteras se transfectaron transitoriamente en
las lineas celulares MCF-10A, MDA-MB-231 y MCF-7 en placas de 96 pozos en
donde se sembraron 1.5 x 10* células por pozo. Se uso el lipido catiénico FUGENE
HD transfection Reagent (Roche, Indiandpolis, IN, USA) y 100 ng de ADN
plasmidico por pozo, para cada una de las seis construcciones reporteras. Cabe
mencionar que se usé como control negativo al vector pGL3-Enhancer vacio y como
control interno de la transfecciébn 30 ng del plasmido pRL-tk por pozo. Un dia
después de la transfeccion, las células fueron lisadas y la actividad de las enzimas
luciferasas (Renilla reniformes y Photinus piralis) fue medida, utilizando el sistema
comercial Dual-Luciferase Reporter Assay (Promega) en un luminémetro Sirius L
Single Tube Luminometer (Huntsville, AL, USA).

7.6  Inmunodeteccién de los Receptores GPR30 y ERa

Para la inmunodeteccion de GPR30 se extrajeron las proteinas totales a partir
de la linea celular MCF-10A (proveniente de tejido mamario no neoplasico), y las
lineas MDA-MB-231 y MCF-7 (provenientes de tejido mamario neoplésico). Se
sembraron 1.5 x 108 células en placas de 60 mm, mantenidas en los medios MGEM
(Lonza, Walkersville, MD, USA) con toxina de Vibrio cholerae (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MD, USA) para las células MCF10A, DMEM (Gibco, Carlsbad, CA, USA)
suplementado con suero fetal bovino (FBS) 10% para las células MCF-7 y
Leibovitz’'s L-15 (Gibco, Carlsbad, CA, USA) suplementado con FBS 8%, sin
antibioticos para las células MDA-MB-231. Se incubaron a 37°C, en una atmosfera
hameda con 5% de CO2 por 48 horas. Posteriormente se lavaron dos veces con 1ml
de solucion salina de fosfatos (PBS 0.01M; NaH2PO4 0.016M, Na:HPO4 0.01M,
NaCl 137 mM) antes de ser lisadas con amortiguador RIPA (Tris/HCI 1M pH 7.4,
EDTA 6.5M pH 8.0, NaCl 5M, Deoxyocolato 0.4%, lgepal 0.8%), PMSF
(Phenylmethyl sulfonyl fluoride), Complete Mini (Roche) y Protease Inhibitor Cocktail
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ProteoBlock (Fermentas, Meridian Rd, Rockford, IL USA). Se rasparon las células y
se depositaron en un tubo de microcentrifuga para hacer un homogenado celular
agitando con vortex al tubo cada dos minutos por un periodo de diez minutos a 4°C.
Se centrifugd a 13000 rpm durante diez minutos a 4°C y se recuper6 el

sobrenadante para ser cuantificado.

Para el caso del receptor ERa se obtuvieron extractos nucleares de las lineas
celulares antes mencionadas. Las células se mantuvieron en placas de 60 mm con
una densidad celular de 3 x 108. Se incubaron a 37°C, con CO: al 5% por 48 horas.
Posteriormente se lavaron dos veces con solucion salina de fosfatos (PBS) y se
despegaron de la placa con Tripsina/EDTA 0.25%. Las células cosechadas fueron
centrifugadas a 1500 rpm por 3 minutos y la pastilla fue lavada dos veces con PBS.
La pastilla fue resuspendida en amortiguador A (10mM HEPES pH 7.9, 10mM KClI,
0.1mM EDTA, 0.1mM EGTA, 1mM DTT, 0.5mM PMSF) y mezclado por 20
segundos con NP-40 al 10%. Se centrifugd durante 40 segundos a 14000 rpm a 4°C
y se desechd el sobrenadante. La pastilla fue nuevamente resuspendida en
amortiguador B (20mM HEPES pH7.9, 0.4M NaCl, 1ImM EDTA, 1ImM EGTA, 1mM
DTT, 1ImM PMSF) y se mezcl6 por intervalos de 3 minutos durante 15 minutos a
4°C. Finalmente el extracto se centrifugd a 14000 rpm por 5 minutos a 4°C y se
recuperoé el sobrenadante para ser cuantificado. Se cuantifico la concentracion de
proteina total y de extractos nucleares por el método de Bradford (Bradford, 1976,
Kruger, 2009) en un espectrofotdmetro Lambda Bio 40 (Perkin Elmer, Waltham,

Massachusetts, USA), midiendo la absorbancia a 595nm por duplicado.

Las proteinas se separaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
al 10% (SDS-PAGE 10%). Para la deteccion de GPR30 se cargaron 50ug y 80ug
de proteina y para la deteccion del ERa se cargaron 12.5ug de los extractos
nucleares. Previamente a la carga del gel, las muestras se sometieron a una
incubacion a 37°C durante 30 minutos, para asegurar la desnaturalizacion total.

Posteriormente se corrieron en camara de electroforesis Mini-Trans-Blot (BioRad,
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Hércules, CA, USA) a 100 volts por 2.5 horas. La transferencia se realiz6 en
membranas PVDF equilibradas en amortiguador de transferencia (Tris Glicina 10x,
metanol 20%), mediante una cadmara de transferencia semiseca Trans-Blot SD
Semi-Dry Transfer Cell (BioRad, Hércules, CA, USA) a 20 volts por 1.2 horas. Se
bloqueb con solucién de bloqueo (TBS 1x, Tween-20 0.1%, Albumina Sérica Bovina
4%) por 1 hora. Posteriormente se incubd con el anticuerpo primario especifico para
GPR30, Anti-GPER (Abcam, Cambridge, MA, USA) a una dilucion de dilucion de
1:625 en TBS-Tween con BSA 4% vy para el ERa, Anti-ERa (Santa Cruz
Biotechnology, Delaware, CA, USA) a una dilucién 1:15000 en TBS-Tween (TBS
1x Tris 50 mM, NaCl 140 mM; Tween-20 0.1%) con BSA 4%. La expresion de la
proteina GAPDH se us6 como control, la cual se incuba con su anticuerpo primario
Anti-GAPDH (Millipore, Billerica, MA, USA) a una dilucion 1:10000 en TBS-Tween
con BSA 4%. Las membranas fueron lavadas durante 15 minutos 3 veces con
amortiguador TBS-tween. Posteriormente, las membranas fueron incubadas con los
anticuerpos secundarios especificos a cada anticuerpo primario: IgG anti-conejo
acoplado a peroxidasa de rabano (Jackson Immuno Research, Baltimore, USA)
empleado para GPR30 y IgG anti-raton acoplado a peroxidasa de rdbano (Jackson
Immuno Research, Baltimore, USA) para ERa y GAPDH. Para la inmunodeteccion
se utilizo el Kit comercial de quimioluminiscencia SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate (Pierce, Meridian Rd, Rockford, IL USA). La intensidad
de la sefial de las bandas se determiné por densitometria empleando el scanner de
membranas LI-COR C-DiGit Chemiluminescence Western Blot Scanner (LI-COR

Biosciences, Lincoln, NE, USA).
7.7  Deteccion del ERa mediante RT-PCR

Mediante PCR se amplificé un fragmento de 163 pb del ERa, a partir del ADN
complementario (ADNCc) de las lineas celulares MCF10A, MCF-7 y MDA-MB-231 y

con los oligonucledtidos de polimerizacion especificos para ERa (Cuadro 7.2.1).

Para obtener el ADNc de las células antes mencionadas, se realizo la reaccion en
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cadena de la polimerasa de la transcriptasa inversa (Reverse Transcription
Polymerase Chain Reaction RT-PCR). Para la extraccion del ARN total de las tres
lineas celulares, se sembraron 3 x 108 células por placa de 100 mm, se incubaron
a 37°C con CO; al 5% por 24 horas. Posteriormente, las células se lavaron con PBS
frio y se lisaron con Trizol (Invitrogen Carlsbad, CA, USA). El lisado celular se
mezclo vigorosamente con cloroformo por 30 segundos y se centrifugd durante 40
minutos a 14000 rpm a 4°C. La fase acuosa fue recuperaday el ARN fue precipitado
con isopropanol a -20°C (Amresco, Cochran Road Solon, OH, USA). A continuacion
el ARN se centrifugd 1 hora a 14000 rpm a 4°C y se retir0 el isopropanol. La pastilla
de ARN fue lavada con etanol al 75% y centrifugado por 12 minutos a 14000 rpm a
4°C, Finalmente el ARN fue resuspendido en agua tratada con DEPC (Termo
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). El ADNc fue generado a partir del ARN
total obtenido mediante el sistema comercial Phusion RT-PCR Kit (FINNZYMES,
Woburn, MA, USA).

7.8  Mutagénesis Sitio-Dirigida.

La construccion pGPRL1.0 fue analizada por el programa computacional Mat-
Inspector para el analisis de los elementos de mayor homologia con secuencias
consenso para los factores de transcripcion represores. Los elementos
seleccionados por este analisis para llevar a cabo la mutagénesis sitio dirigida
fueron ETS, SOX5, NGRE y ERR1. Cada uno de estos elementos fueron
modificados en su secuencia “core” a través de PCR, usando como templete la
construcciéon génica reportera pGPR1.0 y empleando los cebadores de
polimerizacion para cada una de las diferentes construcciones mutantes (Cuadro
7.2.1). Las reacciones de PCR se catalizaron por Pfu Ultra Il Fusion HS DNA
Polymerase (Agilent, Stevens Creek Boulevard, Santa Clara, CA, USA) durante 15
ciclos con una desnaturalizacion a 94°C, 20 segundos, un alineamiento a 56°C
durante 30 segundos y una polimerizacion a 72°C, por 12 min; seguido de una

extension final de 10 min a 72°C. Los productos de amplificacion fueron digeridos
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con la endonucleasa Dpn | (Roche, Indianapolis, IN, USA) los cuales se usaron en
la transformacién de bacterias competentes JM109 (Promega, Madison, WI, USA).
Tres clonas fueron seleccionadas indiscriminadamente para la preparacion de ADN
plasmidico mediante el sistema comercial Wizard Plus SV Minipreps DNA
Purification System (Promega, Madison, WI, USA). Cada clona fue secuenciada por
incorporacion de dideoxinucleétidos fluorescentes usando el sistema comercial Big
Dye Terminator (Applied Biosystem, Foster City, CA, USA) para confirmar las
mutaciones deseadas Yy la fidelidad del resto de la secuencia. Las construcciones
mutantes reporteras fueron identificadas como ETSmut, SOX5mut, ERR1mut y
NGREmut.

7.9 Ensayos de Expresion Transitoria de Construcciones Mutantes

Para las transfecciones transitorias que se realizaron a través del
procedimiento antes mencionado en las lineas celulares MCF-10A, MCF-7 y MDA-
MB-231. Se sembraron 1.5 x 10* células en placas de 96 pozos y cada pozo
transfectado con 100 ng de ADN plasmidico de cada una de las construcciones
mutantes antes mencionadas. Es importante mencionar que se utilizé como control
de referencia a la construccion génica reportera pGPR1.0. Para estos ensayos
también fue empleado el lipido catiénico FUGENE HD transfection Reagent (Roche,
Indianapolis, IN, USA). Después de 48 horas de expresion, la actividad de cada
construcciéon mutante se expresé en unidades relativas de luz (URL/s), generada
por la luciferasa en presencia de la luciferina usando un luminémetro de un solo
tubo Sirius L Single Tube Luminometer (Huntsville, AL, USA).

7.10 Ensayos de Inhibicion de Vias de Senalizacion.
Para discriminar entre los posibles factores de transcripcion que pudieran ser

responsables de la regulacion transcripcional observada por el elemento ETS

ubicado entre 0.5 y 1.0 Kb del promotor de GPR30, se bloquearon las tres
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principales vias de sefalizacion que fosforilan a ETS-1, ETS-2 y a los diferentes
miembros de la subfamilia PEAS. Para ello se usoé al inhibidor de la p38 (SB203580,
Millipore) donado por la Dra. Clara Ortega Camarillo, el inibidor de pKA (H89,
Millipore) y de ERK (PD98059, Millipore) donados por el Dr. Rubén Gutiérrez Sagal,
a una concentracion de 10uM cada uno de ellos. Se realizaron transfecciones
transitorias en las tres lineas celulares, sembrando 1.5 x 104 células por pozo en
placas de 96 pozos. Cada pozo se transfectdé con 100ng de ADN plasmidico de las
construcciones geénicas pGPR1.0 y pGPRO0.5, cada pozo fue dosificado con uno de
los tres inhibidores antes mencionados, ademas de usar un control sin ningan tipo
de inhibidor, inicamente DMSO al 100% como vehiculo. Empleado como control
basal se transfecté con 100 ng del vector pGL3-E vacio y como control interno 12.5
ng de pRL-tk. Las dosis de los inhibidores se aplicaron a las 22 horas de expresion
después de la transfeccion. Luego de 48 horas de expresion, la actividad de cada
inhibidor, expresado en unidades relativas de luz (URL/s) generada por la luciferasa

en presencia de la luciferina, se midié en un luminémetro.

7.11 Andlisis Estadistico

Las diferencias obtenidas en la actividad de la luciferasa y la actividad
promedio relativa de las cinco construcciones reporteras del promotor de GPR30 en
cada linea celular, fueron analizadas por ANOVA de una via, seguido de la prueba
de Tukey. Por otro lado, los efectos generados por las mutagénesis sitio dirigidas y
los diferentes tratamientos de inhibidores de sefializacion celular, fueron analizados
mediante la prueba de Mann-Whitney con respecto a la construccion silvestre y

vehiculo, respectivamente.
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8. RESULTADOS

8.1 Determinacion de la Expresion del ERa en Lineas Celulares de Mama.

La identificacion del receptor de estrogenos alfa (ERa) en las lineas celulares
MCF-10A, MCF-7 y MDA-MB-231 fue a través de la deteccidn del transcrito para el
receptor ERa por RT-PCR, se observé un fragmento de 163 pares de bases (pb)
especifico para ERa. En la Figura 8.1.1 se presenta el gel de agarosa con la
amplificacion del fragmento de 163pb esperado, el cual Gnicamente se presento en
la linea celular MCF-7. Por inmunodeteccion se logro identificar una proteina de 62
kDa que correspondié al receptor ERa y que Unicamente se presentd en la linea
celular MCF-7 (Fig. 8.1.2). Estos resultados en conjunto indican que el perfil de
expresion del ERa corresponde con la identidad fenotipica reportada para estas

lineas celulares que se utilizaron como modelo de estudio.
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Figura 8.1.1. RT-PCR. Deteccion del transcrito de ERa en células de tejido
mamario. De izquierda a derecha se muestra: 1) marcador molecular lambda
digerido con Hind IIl, 2) células MCF-7, 3) células MCF-10A, 4) células MDA-MB-
231. Marcado con cabeza de flecha se observa un fragmento de amplificacion de

~163pb.
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ERa 65kD

Figura 8.1.2. Inmunodeteccion del ERa. Banda 65 kDa correspondiente al ERa a
partir de extractos nucleares de células de tejido mamario. 1) Células MCF-7, 2)
Células MCF-10A, 3) Células MDA-MB-231, 4) Control extracto nuclear comercial
células MCF-7.
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8.2 Clonacion de la Regidon Flanqueante 5’ del Gen GPR30 Humano.

En la figura 8.2.1 se muestra la resolucion electroforética del ADN gendmico
obtenido a partir de las células MCF-7, en donde se puede apreciar una sola banda
mayor a 23,130 pares de bases (pb) del marcador molecular lambda digerido con
Hind Ill. EI ADN gendmico obtenido fue empleado como molde para amplificar por
PCR, el fragmento del gen GPR30 comprendido de -1962 a +145 a partir del sitio
de inicio de traduccidén. Como se puede observar el producto de amplificacion se
localizé entre 2,322 y 2,027 pares de bases con respecto al marcador molecular,
indicando la obtencion de un fragmento con el tamafio esperado de 2,158 pb (Fig.
8.2.2). Este fragmento de 2,158 pb de la region flanqueante 5’ del gen GPR30 se
clon6 en el vector pGEM-T, dando lugar al plasmido pGEM-GPR30. La
secuenciacion de las tres clonas seleccionadas, resultaron sin cambios en la
fidelidad con respecto a la secuencia del cromosoma 7 humano reportado en el
Gene Bank (nimero de acceso AC091729.4).
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Figura 8.2.1. Electroforesis del ADN genomico extraido a partir de células
MCF-7. Electroforesis en gel de agarosa al 1%, 1) Marcador lambda digerido con
Hind 111, 2) ADN gendmico de células MCF-7.
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2158 pb

Figura 8.2.2. Electroforesis de la amplificacion por PCR del fragmento del gen
GPR30 comprendido de +145 a -1962 del sitio de inicio de traduccion, a partir
de ADN gendmico de células MCF-7. 1) Marcador lambda digerido con Hind I, 2)
Producto PCR de la amplificacion del promotor de GPR30.
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8.3  Construccion de los Plasmidos Reporteros.

Usando como molde al plasmido pGEM-GPR30 se amplificaron 5 fragmentos
de diferentes longitudes con sitios de restriccion para las enzimas Bgl 1l y Hind 111
La figura 8.3.1 muestra las bandas que corresponden a los diferentes fragmentos
amplificados por PCR. Dichos fragmentos fueron digeridos con las endonucleasas
Bgl Il y Hind Il para ligarse al vector reportero pGL3-Enhancer, el cual fue también
digerido con las mismas endonucleasas de restriccion. Con ello se obtuvieron las
construcciones pGPR2.0, pGPR1.5, pGPR1.0, pGPRO0.5, y pGPRO0.2 y el analisis
de la secuencia de las tres clonas de cada una de las construcciones génicas

reporteras resultaron sin cambios y presentaron la orientacién esperada.
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Figura 8.3.1. Amplificacion por PCR de los 5 diferentes fragmentos truncados
del promotor GPR30. 1) Marcador lambda digerido con Hind Ill, 2) Producto PCR
de la amplificacion del fragmento de ~2.0kb, 3) Producto PCR de la amplificacion
del fragmento de ~1.5kb, 4) Producto PCR de la amplificacién del fragmento de
~1.0kb, 5) Producto PCR de la amplificacion del fragmento de ~0.5kb, 6) Producto
PCR de la amplificacién del fragmento de ~0.2kb, 7) Marcador Phy X174.
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8.4 Analisis de la Regulacion Transcripcional del Promotor Génico de
GPR30.

Para localizar las regiones de regulacion transcripcional en el promotor de
GPR30 clonado, se realizaron ensayos de expresion transitoria mediante el uso de
las construcciones génicas reporteras pGPR2.0, pGPR1.5, pGPR1.0, pGPRO0.5, y
pGPRO0.2 previamente disefiadas en cada linea celular de mama anteriormente
analizadas. En estos experimentos, el patron de regulacién transcripcional del
promotor de GPR30 fue similar en las tres lineas celulares. En contraste, la actividad
transcripcional promedio para la linea celular MCF-10A resulté 18% superior a MCF-
7 (p<0.05) y 24% mayor que MDA-MB-231 (p<0.03). Sin embargo, en un analisis
mas detallado de los resultados, fue posible observar diferencias mas especificas.
Por ejemplo, cuando se retiraron 500 pb a la construccion de pGPR2.0, se observé
un aumento significativo y generalizado en la actividad del promotor. Mientras que
este incremento de la actividad relativa observada entre las construcciones
pGPR1.0 y pGPRO0.5 resulté en un cambio estadisticamente significativo en las
lineas MCF-10A y MDA-MB-231, pero relevante solamente para MCF-10A. Por
ultimo, al remover 300 pb de la construccion pGPRO0.5, se observdé un cambio
negativo en la actividad del promotor que resulté significativo y relevante solo en las
células MCF-10A y MDA-MB-231 (Fig. 8.4.1).

Cabe mencionar que los resultados de la actividad transcripcional reportera
fueron reportados sin normalizacion de pRL-tk, dado que la actividad de este
plasmido que se emple6 como control interno, nunca demostr6 cambios
estadisticamente significativos entre los distintos eventos. Lo cual indica que las

transfecciones realizadas no alteran la viabilidad celular.
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Figura 8.4.1. Analisis de actividad transcripcional de las construcciones génicas reporteras pGPR2.0, pGPR1.5, pGPR1.0, pGPR0.5 y pGPR0.2
mediante transfeccion en lineas celulares MCF-10A, MCF-7 y MDA-MB-231. Ensayo representativo de fres repeticiones con triplicados. A la izquierda se
muestran esquemas representativos de las construcciones del promotor de GPR30, de lado derecho se muestra la evaluacion de la actividad transcripcional
de dichas construcciones génicas reporteras. La estrellaindica las diferencias significativas (p<0.05) segun la prueba de Tukey.
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La secuencia de las regiones del promotor de GPR30 que mostraron una
actividad transcripcional relevante, se analizé a través de la herramienta
bioinformatica Mat-Inspector, con el fin de deducir los elementos en cis putativos de
alta homologia con sitios de unién para factores de transcripcion asociados con el
desarrollo del cancer de mama. En el Cuadro 8.4.1, se muestra que los sitios
consenso para los factores de transcripcion ETS, SOX5, ERR1 y NGRE, fueron los
gue resultaron con la mayor homologia con los elementos ubicados de -625 a -635
pb, de -893 a -899 pb, de -888 a -894 pb y de -996 a -1006 pb respectivamente,
dentro de la region que se encuentra entre 0.5y 1.0 Kb (Fig.8.4.2).
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Factor de Transcripcion Posicion Cadena HOT%I()}gia AR (E:;E'IS)CULA&sec.
ETS de -625a -635pb (-) 99.1 caggcccAGGAGcaatg
SOX5 de -893a -899pb (+) %89 ccaaAACAATgaccectt
ERRa1 de -888 a -894 pb (-) 987 gaaaGyGGTCAHgttt
NGRE de -996 2 -1006 pb (-) 974 aaCTCCagGGAGAga
MyB de -633 a-656 pb (-) 9.6 ggacAACGgcatttg
GATA-1 de-717a-711pb (-) 9.9 gtaaGATAggag

Cuadro 8.4.1. Analisis predictivo de la secuencia nucleotidica de la region 5’
flanqueante del gen GPR30. Andlisis de la region de ~500pb que va de la
construccion reportera pGPRO.5 a la construccién pGPR1.0 del promotor de GPR30

mediante el software Mat-Inspector.
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Figura 8.4.2. Analisis de la secuencia nucleotidica de la region flanqueante 5' del gen GPR30. Las cabezas de flecha delimitan la longitud de la region de ~500pb
que va de la construccion reportera pGPRO.5 a la construccion pGPR1.0, en sombreado se encuentran los nucledtidos que seran mutados de los elementos putativos
para los diferentes factores de transcripcion a) ETS, b) Sox5, ¢) ERRal yd) NGRE.
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8.5 Inmunodeteccioén del Receptor GPR30 Humano.

En vista que en la linea celular MDA-MB-231 se encontré actividad
transcripcional inesperada pero relevante por parte del promotor GPR30, se decidio
corroborar este hallazgo a través de inmunodeteccion, asumiendo que el patron de
expresion de este receptor en las lineas celulares de estudio coincidia con lo
reportado. En la figura 8.5.1 se muestra la deteccion inmunolégica de la proteina
del receptor GPR30 (44 kD) en las tres lineas celulares de mama. Con este
resultado se observo que la expresion del receptor GPR30 en la linea celular MCF-
10A fue 3.5 veces superior a la expresion en las células MCF-7 y 7 veces mayor
gue en la linea celular MDA-MB-231. Estos resultados confirman la sospecha de la
expresion de GRP30 en MDA-MB-231, ademas indican una posible correlacion

negativa entre la expresion de GPR30 y la malignidad celular en el tejido mamario.
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Figura 8.5.1. Inmunodeteccion del receptor GPR30. Realizado en las células
MCF-10A, MCF-7 y MDA-MB-231. (A) Ensayo representativo de tres
inmunodetecciénes donde se muestran las bandas de 44 y 39 kD correspondientes
a la deteccion del receptor GPR30 y del constitutivo GAPDH respectivamente, en
células de tejido mamario. 1) MDA-MB-231, 2) MCF-7, 3) MCF-10A, 4) Control
células OVCAR,; (B) Coeficiente de expresion GPR30/GAPDH.
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8.6 Funcionalidad de los Elementos en cis Putativos ETS, ERR1, NGRE y
SOX5.

Con el fin de evidenciar la funcionalidad de los elementos en cis putativos de
mayor homologia para los sitios de union de los factores de transcripcion ETS,
ERR1, NGRE y SOX5 ubicados dentro de la region que se encuentra entre 0.5 y
1.0 kb de la regién promotora de GPR30, se realizaron mutaciones sitio dirigidas en
la regién “core” de dichos sitios de union de la construccion pGPRL1.0, resultando
las construcciones génicas mutantes reporteras: ETSmut, ERR1mut, NGREmut y
SOX5mut. Posteriormente fueron realizados ensayos de expresion transitoria con
las construcciones mutantes reporteras previamente disefiadas y con las lineas
celulares de mama MCF-10A, MCF-7 y MDA.MB-231. En los ensayos, se observo
de manera general que las construcciones génicas reporteras ERR1mut, NGREmut
y SOX5mut no presentaron ningun cambio significativo en la regulacion
transcripcional con respecto a la construccion silvestre pGPR1.0. Sin embargo, la
construccion mutante ETSmut en las lineas celulares MCF-10A (Fig. 8.6.1) y MDA-
MB-231 (Fig. 8.6.2), inesperadamente presentaron una actividad transcripcional que
resultd ser significativamente menor a la actividad de la construccion silvestre
pGPR1.0. Mientras que la linea celular MCF-7 la construccion mutante ETSmut no
mostrd ningln cambio significativo en la actividad (Fig. 8.6.3). Lo anterior sugiere
gue el elemento en cis putativo ETS es funcional en las células MCF-10A y MDA-
MB-231, pero en forma contraria al aumento de la actividad transcripcional que se

esperada al mutar dicho elemento.

Cabe mencionar que los resultados de la actividad transcripcional reportera
fueron reportados sin normalizacion de pRL-tk, dado que la actividad de este
plasmido que se emple6 como control interno, nunca demostré cambios
estadisticamente significativos entre los distintos eventos. Lo cual indica que las

transfecciones realizadas no alteran la viabilidad celular.
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Figura 8.6.1. Analisis de actividad de las diferentes construcciones mutantes
del promotor de GPR30 en células MCF-10A. Cada construccion mutante fue
transfectada transitoriamente en células las MCF-10A. De izquierda a derecha
estan: pGPR1.0) construccién reportera silvestre; ETSmut) construccion mutante
para ETS; ERR1mut) construcciéon mutante para ERR1; NGREmut) construccion
mutante para NGRE; SOX5mut) construccién mutante para SOX5. La estrella indica
los cambios significativos (p<0.05) con respecto al silvestre segun la prueba de

Mann-Whitney.
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Figura 8.6.2. Analisis de actividad de las diferentes construcciones mutantes
del promotor de GPR30 en células MDA-MB-231. Cada construccion mutante fue
transfectada transitoriamente en células las MDA-MB-231. De izquierda a derecha
estan: pGPR1.0) construccion reportera silvestre; ETSmut) construccion mutante
para ETS; ERR1mut) construccion mutante para ERR1; NGREmut) construccion
mutante para NGRE; SOX5mut) construccion mutante para SOX5. La estrella indica
cambios significativos (p<0.05) con respecto al silvestre segun la prueba de Mann
Whitney.
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Figura 8.6.3. Analisis de actividad de las diferentes construcciones mutantes
del promotor de GPR30 en células MCF-7. Cada construcciéon mutante fue
transfectada transitoriamente en células las MCF-7. De izquierda a derecha estan:
pGPR1.0) construccion reportera silvestre; ETSmut) construccién mutante para
ETS; ERR1mut) construccion mutante para ERR1;, NGREmut) construcciéon

mutante para NGRE; SOX5mut) construccion mutante para SOX5.
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8.7 Via de Fosforilacion Involucrada en el Mecanismo de Regulacion

Transcripcional del Elemento ETS del Promotor de GPR30.

La familia de factores de transcripcion ETS est4 conformada por 27 miembros
gue se han clasificado en 12 subfamilias. Todos los factores ETS reconocen la
misma secuencia ‘core’ y todas las subfamilias, excepto ERF, TCF y TEL, tienen la
capacidad de inducir la actividad transcripcional. Sin embargo, varios estudios
clinicos coinciden en que la expresion de Ets-1, Ets-2, PEA3 y ERM tienden a
incrementar en relacion al desarrollo del cancer de mama; mientras que factores
como PDEF disminuyen notablemente(Galang et al., 2004). De la misma forma,
estudios comparativos de la expresion de las subfamilias ETS y PEAS3 en lineas
celulares derivadas de cancer de mama, concuerdan en el hecho de que la
expresion de estos factores aumenta en células con un fenotipo invasivo como
MDA-MB-23 (Baert et al., 1997). La activacion de los factores de estas dos familias,
se lleva acabo principalmente a través de las vias de fosforilacion de proteinas
cinasas activadas por mitdogeno (ERK-1, ERK-2), cinasas que responden a
estimulos de estrés (p38) y de la proteina cinasa A (PKA). Para tener una mayor
indicio sobre la identidad del o los factores responsables de la actividad del
elemento ETS ubicado entre 0.5 y 1.0 kb del promotor de GPR30, se realizaron
experimentos de expresion transitoria con las construcciones génicas pGPR1.0 y
pGPRO.5, en las tres lineas celulares anteriormente mencionadas; bloqueando en
forma individual cada una de las tres principales vias de sefializacién que fosforilan
a los diferentes factores de transcripcion ETS-1, ETS-2, ERM, PEA3 y ER81.

Al transfectar la construccion pGPR1.0 en las células MCF-10A en presencia
de los inhibidores SB203580 (p38), H89 (PKA) y PD98059 (ERKS),
inesperadamente se obtuvo un aumento significativo en la actividad transcripcional
del promotor de GPR30, mientras que en MCF-7 el incremento significativo solo se
observé con el inhibidor de la p38, SB203580. En contraste, la actividad del

promotor de 1.0 kb en MD-MB-231 demostré una disminucion de casi el 50% en
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presencia de H89, mientras que con el resto de los inhibidores no se observaron
cambios relevantes (Fig. 8.7.1). Esto sugiere que la via de sefalizacion de PKA
activa un factor de transcripcion que regula positivamente la actividad del promotor,
de forma semejante a la observada cuando se muta el elemento ETS en MDA-MB-
231. Para verificar que la disminucién obtenida en la actividad del gen reportero no
fuera causada por algun otro elemento ubicado fuera del intervalo entre los 500 y
1000 pb, la construccion de pGPRO0.5 fue expuesta a los mismos tratamientos de
inhibidores en MDA-MB-231 (Fig. 8.7.2). Al no obtener cambios significativos en la
actividad reportera de la construccion de 500 pb con ninguno de los inhibidores, este
ensayo demuestra que la disminucion en la actividad del promotor observada con
la construccion pGPR1.0 es generada por un elemento ubicado en la vecindad del

elemento ETS propuesto.

Cabe mencionar que los resultados de la actividad transcripcional reportera
fueron reportados sin normalizacion de pRL-tk, dado que la actividad de este
plasmido que se emple6 como control interno, nunca demostr6 cambios
estadisticamente significativos entre los distintos eventos. Lo cual indica que las

transfecciones realizadas no alteran la viabilidad celular.
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Figura 8.7.1. Bloqueo de las principales vias de sefializacion que fosforilan a
los posibles factores de transcripcion pertenecientes a la familia ETS en las
células MCF-10A, MCF-7 y MDA-MB-231. Analisis de la actividad mediante la
transfeccion de la construccién reportera pGPR1.0 del promotor de GPR30 en las
células MCF10A, MCF-7 y MDA-MB-231, con la adicion de los inhibidores
SB203580, H89 y PD98059, ademas de la adicion de DMSO como vehiculo. La
estrella indica las diferencias significativas (p<0.05) con respecto al vehiculo segin

la prueba de Mann-Whitney.
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Figura 8.7.2. Bloqueo de las principales vias de sefalizacion que fosforilan a
los posibles factores de transcripcion pertenecientes a la familia ETS en
células MDA.MB-231. Andlisis de la actividad mediante la transfeccion de la
construccion reportera pGPRO0.5 del promotor de GPR30 en las células MDA-MB-
231, con la adicion de los inhibidores SB203580, H89 y PD98059, ademas de la

adiciéon de DMSO como vehiculo.
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9. DISCUSION

Los estrogenos son importantes reguladores durante el crecimiento y
diferenciacion en la glandula mamaria, sin embargo, también participan en
diversos mecanismos moleculares criticos para el desarrollo y la progresion del
cancer de mama (Gruvberger S. et al., 2001), esto ultimo se ha vinculado a la
transcripcion de genes a través de los RE (Lappano et al., 2010). Aproximadamente
dos terceras partes de todos los carcinomas de mama son ER positivos; sin
embargo, aquellos carcinomas que no expresan dicho receptor manifiestan un
grado de malignidad mayor, ya que estos tumores estan conformados por células
con un fenotipo invasivo y hormonalmente méas independiente. Estudios clinicos han
corroborado que las pacientes con tumores que expresan ER tienen un mayor grado
de supervivencia, pero también generan resistencia a los tratamientos
antiestrogénicos, como el tamoxifen e incluso responden a estos con una mayor
proliferacion celular (Osborne, 1998). En este contexto, varios autores han
reportado la participacion de GPR30, el cual es activado por antagonistas de los RE
nucleares. Mientras que corriente abajo de la activacion de GPR30 se dispara una
via de sefalizacién que retroalimenta la actividad de los receptores para factores de
crecimiento; considerados la base principal de los procesos de proliferacion,
supervivencia y metéastasis de las células malignas derivadas del epitelio mamario
con fenotipo ER negativas (Albanito et al., 2008, Albanito et al., 2007, Filardo, 2002).

Considerando el papel de GPR30 en los procesos carcinogénicos y la
correlaciéon existente del ERa con la malignidad celular en tumores de la glandula
mamaria, el estudio de las diferencias que puedan existir en los mecanismos de
regulacion transcripcional de GPR30, durante el desarrollo del cancer de mama,
puede aportar nuevos conocimientos que ayuden a comprender mas
profundamente la etiologia de esta patologia y en el disefio de tratamientos mas

especificos.
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Para poder abordar la presente investigacion, se decidié tomar como modelo
de estudio tres lineas celulares derivadas de glandula mamaria. La linea celular
MCF-10A que expresa el fenotipo de la célula epitelial sana; mientras que MCF-7
y MDA-MB-231, expresan fenotipos de la célula epitelial cancerosa, pero con
diferentes grados de malignidad. Es importante mencionar que la agresividad del
fenotipo de la linea celular MDA-MB-231, ha sido relacionado con la sobreexpresién
de algunos receptores miembros de la familia de EGFR, los cuales a su vez han
sido correlacionados con la proliferacién, diferenciacion y migracion celular (Shaw
et al., 2002, Albanito et al., 2008). Con el fin de confirmar y establecer estos
fenotipos se decidi6 comprobar la expresién del ERa mediante ensayos de
inmunodeteccion y RT-PCR. Los resultados de estos ensayos, en donde solo las
células MCF-7 expresaron al ERa (Fig. 8.1.1 y 8.1.2), confirmaron la informacion
reportada por otros autores (Albanito et al., 2008, Gruvberger S. et al., 2001, Shaw
et al., 2002)

Una vez establecida la identidad de las lineas celulares se clon6 un
fragmento de 1987 pb de la regién flanqueante 5’ del gen de GPR30, a partir de
células MCF-7. Dicho fragmento fue secuenciado y comparado con la secuencia del
gen de GPR30 mapeado en la banda 22.3 de brazo corto del cromosoma 7 humano
registrado en el GenBank con numero de acceso AC091729.4, sin que se
encontraran cambios o alteraciones en la secuencia nucleotidica. Lo que significa,
gue las diferencias que se presentaron en la regulacion transcripcional entre las
lineas celulares en estudio, se explican solamente en funcién del contexto celular.
Asi los cinco plasmidos reporteros, gobernados por diferentes versiones truncadas
del extremo 5’ del promotor de GPR30, para evaluar la actividad transcripcional de
cada construccion en las lineas celulares MCF-7, MDA-MB-231 y MCF-10A
mostraron que el patron general de los cambios en la actividad transcripcional del
promotor de GPR30 resulté ser muy similar en las lineas celulares MCF-10A y MDA-
MB-231, sugiriendo que la regulacion de la expresion transcripcional de GPR30 en

estas células podria estar controlada por mecanismos moleculares semejantes (Fig.
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8.4.2). Por otro lado, a partir de los resultados en la actividad relativa de la luciferasa
en MCF-7, es posible inferir que solamente participan factores de transcripcion
involucrados en el mantenimiento de la actividad transcripcional basal del promotor
de GPR30, ya que muy pocos puntos de regulacion resultaron ser significativos en
esta linea celular (Fig. 8.4.1). Es importante mencionar que la actividad promedio
obtenida del promotor de GPR30 en cada linea celular coincide con los datos
obtenidos de la inmunodeteccion de la proteina. Con respecto a la polémica
existente en relacion a la expresion de GPR30 en la linea MDA-MB-231, nuestro
estudio confirma la expresion de dicho receptor en estas células, lo cual
consideramos es un dato de gran valor debido al papel que desempefia GPR30 en
los tumores de mama RE negativos (Fig. 8.5.1)(Carmeci et al., 1997, Filardo, 2002,
Filardo, 2000, Fraser et al., 2010).

De los puntos de regulacion transcripcional encontrados, destaca por su
relevancia el incremento obtenido en la actividad transcripcional con la construccion
pGPRO0.5 en las tres lineas celulares. Este incremento puede obedecer a la
presencia de uno o varios elementos en cis, entre los -500 y -1000 pb del promotor
en estudio, que participan en un mecanismo de regulaciéon negativo. Tomando en
cuenta la importancia que tiene GPR30 en la induccion de proliferacion y metastasis
a través de la via de sefializacion de receptores para factores de crecimiento,
consideramos importante iniciar la caracterizacién estructural del promotor de
GPR30, determinando el o los elementos responsables de este efecto represor
encontrado para la transcripcién de GPR30.

Dada la cantidad de posibles elementos que pudiera albergar la regiéon de
500 pb entre la construccion pGPRO0.5 y pGPR1.0, se realiz6 un analisis predictivo
de los elementos en cis putativos de dicha region a través del programa
bioinformatico Mat-Inspector (Cuadro 8.4.1). La informacion obtenida de este
analisis nos permitid seleccionar los elementos con mayor probabilidad de

participacion en el mecanismo de represion encontrado. Los criterios de inclusion
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gue se tomaron en cuenta fueron: la homologia del elemento, la expresion durante
el desarrollo del cancer de mama del factor de transcripcion que une y que dicho
factor haya sido reportado como represor. Los factores ERR1, ETS, SOX5 y NGRE
fueron los que cumplieron con todos los criterios, se mutaron sobre el core de su
secuencia para comprobar su funcionalidad en las lineas celulares en estudio (Fig.
8.4.2). De las cuatro mutaciones, solo la generada en el elemento ETS tuvo un
efecto en las células MDA-MB-231 que resulto no solo ser significativo, sino también
inesperado y sumamente relevante, considerando que en lugar de obtener un
aumento en la actividad transcripcional del promotor, como era de esperarse, la
actividad transcripcional disminuyo hasta una tercera parte en comparacion con la
actividad transcripcional alcanzada por la construccion silvestre (Fig.8.6.2). Este
resultado es de gran importancia ya que sugiere que el elemento ETS, no participa
en el mecanismo de represion observado en los ensayos preliminares con las
construcciones silvestres, sino que es el responsable de un mecanismo de
activacion relevante para el mantenimiento de la actividad basal del promotor. El
hecho que este mecanismo se presente Unicamente en las células MDA-MB-231,
es una evidencia que indica la existencia de mecanismos célula especificos que
influyen en el nivel de expresion final de GPR30 durante los diferentes estados de

progresion del cancer de mama.

El haber obtenido un efecto contrario en el evento de mutacion del elemento
ETS, debe explicarse en el contexto de que la secuencia nucleotidica de este
elemento puede ser reconocida por todos los miembros de la familia de factores
transcripcién ETS. Asi también, debe tomarse en cuenta que los factores miembros
de esta familia reportados con una funcion predominantemente represora son la
minoria. Estudios tanto clinicos como in vitro han reportado que la expresion de los
factores activadores ETS-1, ETS-2 PEA3, ERM y ER81 presentan un notorio
incremento durante el desarrollo del cancer de mama (Galang et al., 2004,
Maroulakou and & Bowe, 2000, Watson et al., 2010). Esto fue lo que nos indujo a

comenzar la busqueda del o los factores responsables de la transactivacion del
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promotor de GPR30, a través del elemento funcional ETS hallado entre -500 y -1000

pb de este promotor.

La funcion bioldgica de los factores de transcripcion depende en gran medida
de modificaciones post-traduccionales que regulan su capacidad de translocacion
nuclear, union al ADN y/o de transactivacion. En el caso de los factores ETS-1, ETS-
2 y PEA3 se sabe que son blanco tanto de la via de fosforilacion de las ERKs como
de la cinasa p38 (Janknecht, 2003, Liu et al., 2005, Svensson et al., 2005). Por otra
parte, ERM y ER81 son factores que son fosforilados a través de la via de PKA
(Baert et al., 2002, Watson et al., 2010). Tomando en cuenta estos ultimos
antecedentes, se decidié utilizar los inhibidores de estas vias para dilucidar la via
de sefializacion asociada con la actividad del elemento ETS del promotor de GPR30
y reducir el numero de factores putativos que pudieran estar involucrados con la
transactivacion de dicho elemento. Segun la disminucién de casi el 50% de la
actividad del promotor de GPR30 obtenida con el bloqueo de H89 en MDA-MB231
(Fig. 8.7.1), es posible discernir que la via de PKA es la que tiene mayor probabilidad
de participar en la transactivacion del promotor de GPR30 a través del elemento
ETS en estudio; ya que a pesar de que el inhibidor PD98059 genera también una
disminucion, esta es mucho menor y estadisticamente no significativa. Ademas el
ensayo realizado con los mismos inhibidores y con la construccion pGPRO0.5 en
MDA-MB-231 (Fig. 8.7.2), corrobora que al menos un elemento localizado en la
region entre los -500 y -1000 pb del promotor de GPR30 participa en la disminucion
de la actividad inducida por la via de PKA. Aun cuando estos ultimos resultados no
prueban directamente la asociacion de la via de PKA con el mecanismo de
regulacién positiva del elemento ETS en estudio, es importante mencionar que
hasta el momento no hay informes de que la funcién de transactivacién de los
reguladores positivos predichos con Mat-Inspector, sea regulada a través de la via

de fosforilacion de PKA.
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De los cinco factores de transcripcion de la familia de ETS que se sabe
incrementan su expresion durante el desarrollo mamario, solamente ERM y ER81
son fosforilados a través de la via de PKA (Galang et al., 2004, Baert et al., 2002,
Wu and & Janknecht, 2002). Por lo tanto, es necesario realizar mas estudios para
demostrar la interaccion fisica de estos dos factores con el elemento ETS funcional
del promotor de GPR30; asi como el impacto a nivel celular de este mecanismo de

regulacion en células de cancer de mama ER negativas, principalmente.
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10. CONCLUSIONES

La linea celular de cancer de mama ERa negativa, MDA-MB-231, si expresa
GPR30.

En forma global, la regulacion transcripcional del promotor del gen GPR30
humano, sigue un mismo patrén tanto en el contexto celular maligno como

no maligno de la célula epitelial de la glandula mamaria.

El elemento ETS ubicado entre -625 y -635 pb corriente arriba del sitio de
inicio de la traduccion del gen GPR30 humano, participa en un mecanismo
de induccidn transcripcional especifico del contexto celular ERa negativo de
la linea celular MDA-MB-231.

En la linea celular MDA-MB-231, el elemento ETS interacciona
funcionalmente con un transfactor que es activado a través de la via PKA; la
cual es una de las vias de fosforilacion principales para la activacién de los
factores ERM y ER81.

El promotor de GPR30 cuenta con elementos en cis que participan
diferencialmente en la regulacion transcripcional del gen, durante la

malignizacion de las células epiteliales de la glandula mamaria.
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