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1.1 LA PROSTATA HUMANA
1.1.1 Estructura aretomica i desenvolupament embrionari

La prostata €s un organ d' estructura glandular i fibromuscular que es situa en la

base de la pelvis, per sota de la bufeta urinaria i travessant longitudinalment la uretra

(Fig. 1).

Figura 1. Localitzacio anatomica de la

prostata.

Anatomicament, a la prostata es distingeixen tres zones. periférica (ZP), central

(ZC) i de transicio (ZT). La ZT, representa € 20 % de la part glandular i esta formada
per un petit conjunt de conductes que procedeixen d’un mateix punt d’unié entre els
segments proximal i distal de la uretra. La ZC, ésla part menys abundant de la prostata,
representa un 5 % de la massa glandular i envolta els conductes gaculadors. La ZC
conté glandules amb caracteristiques morfologiques i histologiques que son absents en
les altres dues zones. 1) la longitud dels seus conductes son superiors i 2) €ls
citoplasmes de les cél-lules secretores son molt més granulars i foscos, i € nuclis que
son relativament més llargs, es disposen a diferents alcades entre les diferents cél-lules
gue formen la glandula (McNeal, 1968). La ZP, és la més abundant de la prostata i

conté e 75 % dd teixit glandular (Fig. 2).
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Figura 2. Tall transversal de la prostata. Estroma
fiboromuscular (FM), zona de transicio (TZ), uretra
(U), zona central (CZ), zona periferica (PZ).

A part del compartiment glandular, existeixen altres dos compartiments en la
prostata humana: |’ estroma fibromuscular anterior (FAS) i I’ esfinter pre-prostatic (PPS).
El FAS és una capa gruixuda de teixit connectiu que cobreix la cara anterior de la
prostata i que envolta la part de la uretra proxima al coll vesical. EI PPS és una zona
petita molt complexa que actua com esfinter en e moment de I’ gaculacio, evitant el
reflux del fluid seminal cap a la bufeta. El principal component del PPS és un esfinter
cilindric de musculatura llisa que envolta la uretra prostatica. A I'interior d agquest
cilindre es detecten les glandules periuretrals, que representen e 1% de la massa

glandular prostatica.

Laprostata s origina, estimulada pels androgens, a partir del mesénquima que es
situa en la part inferior i posterior del sinus urogenital, i que alhora envolta el conducte
de Wolf. La zona mesenquimal situada per la part superior del conducte de Wolf origina
la prostata cranial 0 zona de transiciO. Per contra, en la zona mesenquimal inferior del
conducte de Wolf s originala zona caudal de la prostata o zona periféerica. Finament, es
creu que la zona central s origina a partir del conducte de Wolf, degut a que € teixit
glandular adult presenta caracteristiques morfologiques molt semblants a les de les

vesicules seminals, originades a partir del conducte Wolfia.
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1.1.2 Histologia

Des d'una visié histologica, la prostata també consta d’una zona glandular i
d'una no glandular que es troben fusionades i es situen a I'interior de la capsula
prostatica.

La part glandular esta constituida per un epiteli glandular que forma acins i
conductes prostatics. En la zona epitelial es poden distingir les capes basal i luminal. La
capa basal conté les cél-lules basals i neuroendocrines. Les cel-lules basals, que
posseeixen una activitat proliferant i una expressié de la telomerasa elevada, son
androgen independents. Es pensa que aquest tipus cel-lular és e responsable de renovar
I’epiteli prostatic. Quant a les cél-lules neuroendocrines, les seves funcions sén poc
conegudes. La capa luminal conté les cel-lules secretores diferenciades, les quals, a
diferencia de les basals, son androgen dependents i expressen €l receptor d’ androgens
(Garraway, 2003). Els acins i conductes prostatics estan submergits en una matriu
tissular d’estroma, teixit fibromuscular, vascular i connectiu. A |I’estroma trobem dos

tipus cel-lulars: els miofibroblastes i les cél-lules musculars llises (Fig. 3).

Figura 3. Tall histologic d’una glandula

prostatica.
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En I actualitat, continua sent desconegut com les cél-lules de I’ epiteli prostatic es
diferencien en les cél-lules basals, neuroendocrines i secretores luminals. Dues hipotesis
han descrit el mecanisme de diferenciacio (Garraway, 2003): 1) una cd-lula mare
pluripotent originaria les androgen sensitive transient amplifying basal cells o també
conegudes com cdl-lules intermedies, i aguestes donarien origen a les cé-lules
secretores diferenciades i 2) les cdl-lules dels compartiments basal i lumina tindrien les

seves propies cél -lules mare.

1.1.3 Funci6

La funci6 de la prostata és la sintes i I'acUmul del fluid prostétic, que
S expulsara en  moment de I’ gaculacid conjuntament amb la resta de fluids seminals.
El fluid prostétic el fabriquen les cél-lules secretores dels acins i conductes de la regio
glandular. Els principals components del fluid prostétic son: la proteina PSA i I’enzim
PAP, produits per cél-lules secretores de totes les zones de |a prostata, €l Pepsinogen 11 i
I’activador del plasminogen tissular, produit normalment per la ZC (Reese, 1986 |
Reese, 1988) i la lactoferrina, que és produida especificament per la ZC tot i que tambeé

pot ser secretada per altres zones de la prostata amb inflamacio (Reese, 1992).

1.2 PATOLOGIA PROSTATICA
1.2.1 Hiperplasia Benigna de Prostata (HBP)

La HBP és |a patologia prostatica més frequent entre els homes d’ edat avancada.
Especificament, el 50% dels homes d’ edats compresses entre 51 i 60 anys pateixen

aguesta patologia i as 80 anys i la pateixen & 90% (Berry, 1984). La HBP es
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caracteritza per un augment en el nombre i en e volum de les cdl-lules epitelials de la

ZT, generant una obstrucci6 de la uretra urinaria

1.2.2 Lesions precursores del carcinoma de prostata

Es considera que existeixen dues lesions precursores del cancer de prostata: la

hiperplasia adenomatosa (AAH) i la neoplasia intraepitelial prostética (PIN).

La AAH és una lesi6 poc freglent, i es creu que sorigina en la ZT perqué les
caracteristiques histologiques i citologiques d aguesta lesié son intermedies entre la
hiperplasia benigna de prostata i e carcinoma ben diferenciat. La AAH és caracteritza
per la formacio de noves estructures microglandulars amb una capa de cél lules basals
incompleta i per mostrar diferents graus d’ atipia nuclear i/o nucleolar (Gaudin i Epstein,

1994).

El PIN és una afectacio freqlient en la patologia prostética. Existeixen diferents
graus de PIN segons € nivell de malignitat: e d’'at grau (HG-PIN) i € de baix grau
(LG-PIN). Es creu que el HG-PIN és una lesi6 precursora del cancer de prostata de la
ZP (Bostwick i Brawer, 1987). Existeixen diverses evidencies que recolzen aguesta
hipotesi (Bostwick, 1987): 1) la coexistencia de totes dues lesions en la prostata, 2) la
perdua en les dues lesions de la capa de cél-lules basals, de marcadors de diferenciacio
de cd-lula secretora, de nuclis i nucleols normals, 3) I'augment de la proliferacio,
I"augment de la densitat de microvesicules, la variacié en e contingut del DNA i la
perdua al-lélica en les cél-lules epitelias de les dues lesions i 4) |’augment dels nivells
de collagenasa IV en les dues lesions. Aquest tipus de PIN és el que presenta un pitjor
pronogtic, es detecta a I’edat de 40 anys i la frequéncia d’ aparicié augmenta fins a un

63% en homes entre 61 i 70 anys (Sakr, 1993).
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1.2.3 Cancer de prostata hormonodepenent

La majoria dels cancers de prostata provenen del compartiment epitelial de la
glandula prostatica de la ZP. No es coneix quin tipus cel-lular origina el cancer de
prostata, pero hi ha evidéncies que suggereixen que qualsevol dels tres tipus cellulars
del compartiment epitelial € desencadenaria. L'expressido d AR, PSA i PAP en les
cel-lules d'adenocarcinoma suggereix que e cancer provindria d una cél-lula
diferenciada del compartiment luminal (Isaacs i Coffey, 1989 i Arnold i Isaacs, 2002).
Per contra, €l fet que les cél-lules canceroses també posseeixin propietats de les cél-lules
basalsi unaratio elevada de proliferacio i expressio del gen de latelomerasa, suggeriria
la possibilitat que e cancer s originés a partir d’una cél-lula del compartiment basal
(Somerfeld, 1996). També s ha suggerit que el cancer s originaria a partir d’ una cél-lula

intermedia (Arnold i Isaacs, 2002).

El mecanisme molecular que desencadena el cancer de prostata no es compren
completament. Les alteracions genétiques en el cancer de prostata han estat extensament
estudiades. Utilitzant la técnica d' Hibridacio Genomica Comparada (HGC) s ha detectat
que la majoria de carcinomes primaris de prostata presenten canvis genetics que afecten
almenys a una regioé cromosomica (Visakorpi, 1995). Una caracteristica del cancer de
prostata en etapes inicias és que les pérdues de cromosomes son més frequents que els
guanys o les amplificacions. Aquest fet ha suggerit que la perdua de gens supressors de
tumor hauria de ser més important que e guany d oncogens en e desenvolupament
inicial del cancer de prostata (Visakorpi, 1995). Les regions cromosomiques gque es
perden amb més freqliencia en el cancer de prostata d’ estadis inicials i en € PIN son la

8pilal3qg (Eloi Visakorpi, 2001).
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No es coneixen tots els gens candidats responsables de I'inici del cancer de
prostata en aquestes regions cromosomiques. En la regié 8p21 existeix un gen conegut
amb el nom de gen homeobox NKX3.1, I’expressié del qual es perd en un 20% de les
lesions PIN i en un 78% de les metastasis (Bowen, 2000). El ratoli knockout heterozigot
per aguest gen presenta lesions de tipus PIN (BhatiaGaur, 1999). Altres gens
supressors de tumors que s han implicat substancialment en aguest tipus de cancer son
p53 i PTEN. La inactivacio de p53 s ha detectat en un 10-20 % dels carcinomes de
prostata no invasius (Visakorpi, 1995 i Brooks, 1996) i en un 50 % de les metastasis
(Meyers, 1998). EI gen PTEN, localitzat en laregié 10923, s ha trobat mutat en un 5-27
% dels tumors no invasius de prostata, i en un percentatge superior a 60 % en
carcinomes avancats (Elo i Visakorpi, 2001). D’altra banda, € gen de la Ecadherina
habitualment es troba inactivat en carcinomes avancgats de prostata i s associa a un pitjor

pronostic de la malaltia (Umbas, 1994).

Aquests gens acostumen a estar inactivats en estats avancats de la malatia. Els
mecanismes d’inactivaci6 d’ aquests gens poden consistir en la delecié dels cromosomes

gue €els contenen o bé en el silenciament per metilacié de la sevaregié promotora.

1.2.4 Cancer de Prostata Hormonoi ndependent

Els pacients que pateixen aquest tipus de tumor son aquells que deixen de
respondre a la tergpia hormonal. Actualment no existeixen terapies efectives per aquest

estadi de la malaltia degut al’ elevada agressivitat d’ aquests tumors.

Existeixen dues teories que expliquen la progressié del cancer de prostata
androgen depenent a hormonorefractari. La primera deriva de la idea que un grup de

cél-lules hormonoresistents del tumor primari creixen descontroladament degut a la
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seleccié exercida per la deprivacio dandrogens. Aquesta teoria prové de les
observacions obtingudes en ratolins portadors de injerts de tumor hormonodepenent en
els que després de la castracio es detectava € creixement de cdl-lules tumorals (Craft,
1999). La segona teoria suggereix que e creixement d’un tumor hormonorefractari és
consequéncia de la elevada inestabilitat cromosdmica a la que es troba sotmes aguest
tumor (Bruchowsky, 1990). Degut a la dificultat de disposar d’ aquest tipus de mostres,
les alteracions genétiques no s han pogut estudiar amb tant detall com en els tumors
hormonodepenents. Malgrat aquest fet, s’ha constatat que la mitjana d’ aberracions
cromosomiques en tumors de prostata recurrents és tres vegades superior a les dels
tumors que no ho son (Visakorpi, 1995 i Koivisto, 1995). Els canvis cromosomics
habitualment detectats en tumors recurrents son guanys de les regions 7p, 8q 1 Xq i
perdues del 10q i 16qg. Totes aquestes alteracions, exceptuant el guany de Xq, son

detectades també en metastasis (Visakorpi, 1995 i Nupponen, 1998).

La transicié d’'un tumor hormonosensible a un hormonoresistent també podria
ser deguda a alteracions en la via de senyalitzacioé del receptor d’ androgens (Visakorpi,
2000) aixi com al’ activacio autocrina de varies vies de transduccio de senyal (Djakiew,

2000).

1.2.5 Estadi clinic del carcinoma de prostata

El sistema que classifica I'’egadi clinic del carcinoma de prostata és e TNM
(Tumor - Node Limfétic - Metastasis) i valora els seglients aspectes: |’ estadi local del
tumor, I’ afectacid dels noduls limfatics i la presencia de metastasis. L’ estadi local es pot
classificar en quatre nivells segons la deteccié del carcinoma: T1 (no detectable per
tracte rectal), T2 (palpable per tracte rectal), T3 (carcinoma localment avancat) i T4

(afectacio de arees annexes a la prostata). Els noduls limfatics poden estar (N1) o no
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(NO) invadits. | finalment, el pacient pot presentar metastas (M1) o no presentar-la

(MO).

1.2.6. Grau histologic del carcinoma de prostata

El sistema de Gleason és el métode de classificacid histologica dels tumors de
prostata. La classificacio seguint aquest sistema considera e grau de diferenciacio
glandular i el patr6 de creixement de I’ estroma del tumor. La graduaci6 pot oscil -lar des
de tumors ben diferenciats (grau 1) fins a poc diferenciats (grau 5) i € valor fina de

Gleasson és la suma dels dos patrons majoritaris identificats en el tumor (Fig. 4).

Figura 4. Graus de Gleason.
Esgquema representatiu des
diferents graus de diferen

ciacio d’un tumor de prostata.

1.3 ESTROGENS | LA GLANDULA PROSTATICA

Els androgens son essencials per la diferenciacio de la prostata, el manteniment
deles cel-lules luminals de I epiteli i participen en el desenvolupament de les patologies
prostatiques (Taplin, 2001). Tot i que els estrogens poden regular els nivells
d’androgens indirectament via |'eix hipotalem hipofisari-gonadal (Cook, 1998),

existeixen evidéncies que els estrogens també poden actuar directament sobre la
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glandula prostatica: 1) Els receptors d estrogens alfa (ER? 72 beta (ER? ?s expresen ala
prostata (Lau, 1998), 2) e tractament amb estrogens a baixes dosis durant la gestacio
del ratoli augmenta la mida de la prostatai els nivells del receptor d’androgens (AR) en
I'etapa adulta (vom Saal, 1997), 3) I’exposicié d estrogens a dosis elevades en |’ etapa
postnatal de les rates indueix en la vida adulta una supressié del creixement prostatic,
una disminucio6 de la resposta als androgens i una hiperplasia epitelial (Jarred, 2000) i 4)
I’estrogen sintetic DES indueix parada mitotica i apoptosis en les cél-lules epitelials
tumorals de la prostata (Hartley-Asp, 1985). Aquests estudis suggereixen que |’ efecte
dels estrogens sobre la prostata poden ser estimuladors o inhibidors del creixement. Es
possible que el's efectes dels d’ estrogens depenguin, en part, del tipus de receptor a que

s uneixin (ER? o0 ER?) i alapreséncia d'isoformes dels mateixos receptors.

Els estrogens son sintetitzats per I’enzim P450 aromatasa. Aquest enzim esta
codificat pel gen CYP19 i es locdlitza en la regié g21.2 del cromosoma 15 (Simpson,
1994). El gen s'expandeix a llarg de 120 Kb i la regi6 codificant, al llarg de 30 Kb
(Simpson, 1997). Conté nou exons que codifiquen la proteina i cinc exons no traduits
(UTR) associats a promotors d’Us aternatiu que regulen I'expressio tissular especifica
del gen (Simpson, 2005) (Fig. 5). Les diferents isoformes del gen codifiquen una

proteina de pes molecular de 55 KDa (Turner, 2002).
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Figura 5. Diagrama del gen huma de I'aromatasa (CYP19) mostrant I’as de promotors
teixit especifics (Simpson, Endocr Rev 2005; 26: 322-330).

La maxima activitat de I'enzim P450 aromatasa es localitza en els teixits
femenins de I’ovari i la placenta (Harada, 1993). També es poden sintetitzar estrogens
en els teixits extragonadals femenins i masculins. S ha comprovat que en |I'’home adult
existeix una produccié d'estrogens a les glandules adrenals, testicle i teixit adipos

(Farnsworth, 1999 i Simpson, 2003).

La prostata, que també expressa I'enzim P450 aromatasa, pot reduir la

testosterona a estradiol (Labrie, 1997 i Ellen, 2004). Existeix un altre lligand estrogénic
ala prostata, conegut com 3?A-diol, i que és sintetitzat a partir de dihidrotestosterona

(DHT) per I'enzim 3?-hidroxiesteroiddeshidrogenasa.

1.4 EL GEN D’ER?

1.4.1 Estructura génica

El primer receptor d’ estrogens identificat, anomenat ER? 7&s va clonar I'any

1986 (Green, 1986) i, deu anys més tard, es va clonar €l segon receptor, anomenat
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ER? 7K uiper, 1996)7Aquests dos receptors no representen variants de splicing sné que
estan codificats per gens diferents. ER? eslocalitzaen laregio g25.1 del cromosoma6 i

ER? enlaregi6 923.2 del cromosoma 14 (Fig. 61 7).

Fig .6
6025.1
[ 151815115% ‘[ 153085456»
ceorf211 = ESR1 ee——— NANOGP11 = MYCT1 =
C60rf97  m—p- SYNE] il
Fig. 7
[63271146 g 14923.2 ‘[ 63996474 »
EIF2S2P - SYNE2 — NANOGP11 <mmm "
ESR2 —if——

MTHFD1 m——)>

Figura6i 7. Localitzacid i orientacio delsgens ER? 0 ESR1 (Fig. 6) i ER???ESR? (Fig. 7)
en els aomosomes 6 i 14 respectivament. Context cromosomic amb els gens que es
localitzen en aquestes regions (representats per les fletxes gruixudes grises i negres)

delimitades pels nucledtids representats amb una clau i una fletxa negra.

El gen d ER? congta de 19 exons, dels quals només 10 codifiquen per proteina i

la resta sdn exons no traduits (UTR) (Fig. 8).

ATG STOP STOP STOP

y

1 - - i
M 10
0K ON 12 3 4 5 6 7 871 872 83

Figura 8. Estructura genica del gen d’ER? mostrant els exons que codifiquen per les

proteines (vermell), elsexons 5 UTR (crema) i els3' UTR (verd). Els dos promotorsd’ER?

esmostren com PON i POK separatsamb una distancia de 41 kb.

1.4.2 Isoformes d' ER?
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La mgoria d'isoformes del gen dER? Shan identificat en diversos teixits
normals i tumorals. Segons el mecanisme pel qual s originer, es poden classificar en
guatre grups. 1) per splicing alternatiu de I’ Gltim exé codificant del RNA missatger, 2)
per delecions d’ exons intermedis (skiping), 3) per insercions de regions introniques en
la seqliencia del missatger madur i 4) per splicing d exons alternatius en la regio

S'UTR.

1.4.2.1 Slicing aternatiu de I’ tltim exo codificant

Existeixen cinc isoformes d ER? generades per agquest mecanisme. Son variants
de splicing que comparteixen els exons del 1 a 7 i difereixen perqué cadascuna conté
un exo 8 diferent (Moore, 1998 i Poola, 2005). Aquestes isoformes es coneixen amb €l
nom dER?1, dER??RIER?3, dER??? d'ER?5. Les tres primeres isoformes
contenen els exons 8?1, 8?2 i 8?3, respectivament. Per contra, les isoformes d ER?4 i

d’ ER?5 contenen exons 8 amb diferents fragmentsde I’intréd 71 del’ex6 8?1 (Fig. 9).

Gen

hER?1
hER??
hER??

hER??
hER??

Figura 9. Isoformes d’ER? generades per splicing alternatiu de I’ Gltim exé.
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1.4.2.2 Skiping d' exons

S han descrit diverses isoformes generades per delecions d’ exons. La delecio de
I’exd 2 éslamés comuna entre els splicings d’ ER?. Aquesta s associa frequentment a la
delecié dels exons 5 6 6. La péerdua d’ aguest exé altera el marc de lectura de la proteina
i en consequiencia genera una proteina truncada (Poola, 2002). La delecid de I'exé 3 no
altera e marc de lectura, Sin6 que genera la perdua del segon dit de Zinc del domini
d’'unié a DNA del receptor (Poola, 2002). Tal com I'ex0 3, la pérdua de I'exd 4 no
afecta al marc de lectura de la proteing, sind que afecta a senyal de localitzacio nuclear,
fet que impedeix I’ entrada del receptor a nucli (Poola, 2002). Lafaltadel’exd 5 genera
una proteina truncada. La proteina resultant, tot i que és de localitzaci6 nuclear, no és
transcripcionament activaq{Poola, 2002). Aquesta isoforma actua com a dominant
negatiu sobre |’ activitat transcripcional d’ ER? i d ER? de manera dosi depenent (Inoue,
2000). La delecio de I'exd 6 també és freqlient en ER? i dona lloc a una proteina
truncada (Poola, 2002). Finalment, ladelecio de |’exd 7 en ER? és poc freqlent i genera

una proteina truncada (Poola, 2002) (Fig. 10).
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EraEs & — il (I © d'uni6 al DNA (DNA),
&8, j senyal delocalitzaci6 nuclear

ERAE4 v — c - .
neaal (NLS), domini duni6 al
ERAES n —RCHERCC lligand (Hormone). (Deroo,
ERAES v —FCOIFCT ) J. Clin. Invest. 2006;

116:561-570).
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1.4.2.3 ER?503

Tres grups d'investigadors diferents han identificat una isoforma d ER? aratoli i
arata que conté una part de I’intr6 (entre elsexons 5i 6) en e RNA missatger madur i
gue no atera € marc de lectura de la proteina. La proteina resultant conté 18
aminoacids addicionals insertats en e domini d’'uni6 a lligand de la proteina (LBD) i
Sha batggat amb & nom d'ER?503 (Chu, 1997; Hanstein, 1999 i Petersen, 1998).
Alguns autors han descrit que aguesta isoforma no uneix estradiol (Maruyama, 1998) i
d’ altres que si presenta aguesta capacitat, tot i que I’ afinitat d’ unio és de I’ ordre de 1000
vegades inferior a la d'ER? (Petersen, 1998 i Hanstein, 1999). Malgrat aquesta
discrepancia, tots els treballs coincideixen a dir que aquesta isoforma pot unir-se a
sequencies ERE i heterodimeritzar amb ER? i ER?? per tal d’ actuar com un dominant

negatiu de I’ activacio transcripcional d aquests receptors.

1.4.2.4 Exons dternatius de laregié 5 UTR

S han descrit diversos primers exons 5 UTR generats per splicing alternatiu en
el gen d’'ER? i Unicament, s han descrit dos per ER?. S ha demostrat que els exons ON i
OK regulen I’ expressio genicad' ER? (Hirata, 2001). Mentres que I’ ex6 ON s ha detectat
en un ampli rang de teixits i tipus cel-lulars com espermatozous, endometri uteri i
leucocits periferics, I'exd OK es detecta predominantment en espermatozous (Hirata,
2001). Es important destacar que la segiiéncia de I’exd OK és idéntica a la del primer
ex0 5’UTR de la isoforma ?2 del receptor d estrogens i que la seqiéncia del RNA

missatger d'ER?2 publicada per Ogawa a 1998 (AB0065892) conté un total de sis

exons 5’ UTR que es situen upstream del promotor ON d’ ER? (veure figura 8).
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1.4.2.5 Mutacions puntuals identificades en mostres de teixit huma

Malgrat I'elevat nombre de variants de splicing d'ER? identificats, han estat
descrites poques mutacions puntuals. En nens obesos s ha identificat un canvi de
nucledtid G250S. També s han descrit diverses mutacions silencioses tant en nens

obesos com amb nens amb deficit de pes (Rosenkranz, 1998).

1.5. METILACIO DEL GEN D’'ER??

La metilacié del DNA consisteix en |’addicié de grups metil en el carboni 5 de
les citosines de les illes CpG localitzades en les regions promotores dels gens per
I’enzim DNA metiltransferasa (DNMT). La metilacié d aquestes illes s'associa a la
perdua d’ expressio del gen. La majoria dels gens que es troben metilats son els gens
supressors de tumorsi els que es troben implicats en processos cel -lulars que inclouen la
reparacio del DNA, resposta hormonal, invasio, metastasi i control del cicle cel-lular
(Long-Cheng, 2004). Es postula que la hipermetilacio de les illes CpG dels gens
supressors de tumors podria jugar un paper en la carcinogenes (Esteller, 2005). Quant a
ER?, s'ha demostrat la perdua d expressié del gen per metilacié (Long-Cheng, 2000,
Nojima 2001 i Zhu, 2004) i que la metilacio del promotor s associa positivament amb la
progressié del cancer de prostata (Long-Cheng, 2000; Sasaki, 2002 i Zhu, 2004). La
metilacio es centra en dues illes CpG que es localitzen en la regio del promotor ON i en

el propi ex6 ON (Zhu, 2004) (Fig. 11).
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Figura 11. Regi6 promotora
del gen d’'ER? (AF191544).
(A) Localitzacio de les dues
illes CpG (illa 1, dd
nucleotid —615 al —455; illa 2,
del 362 al -108). Les illes
CpG sidentifiquen amb les
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41). L’intré entre els exons
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promotora d’'ER?, ex0 ON i
ex6 1. L’inici de transcripcio
sindica com +1 i I'ex6 ON
amb la fletxa negra
doblegada. Sindiquen €ls
potencials llocs d’unié
d'alguns factors de
transcripcio.

1.6 ESTRUCTURA PROTEICA DELS RECEPTORS D’'ESTROGENS

ER? i ER? pertanyen a una superfamilia de receptors nuclears que s organitzen

en quatre dominis estructuralment diferents. Des de I'extrem N-terminal fins a C-

terminal del receptor trobem: 1) laregio A/B, 2) laregié C que conté el domini d’'uni6

a DNA (DBD), 3) laregidé D o regi6 frontissa i 4) laregié E/F que conté € domini

d'unié a lligand (LBD). La figura 12 mostra els dominis estructurals d ER? (Green.

1986) i lafigura 13 els d' ER? ¥0gawa, 1998). La homologia entre ambdds receptors és

29



d’un 96% pel domini DBD i d'un 53% pel LBD. La resta de dominis no es troben
conservats entre tots dos receptors. En addicié als dominis estructurals, ER? i ER?
contenen dos dominis funcionals coneguts amb el nom de dominis de transactivacio

funcional AF-11 AF-2.

Nucleotides 233 345 7711020 1137 1890 2017
ERo: protein [A] B | ¢ |[p] E | F |
Amino acids 1 38 180 263 302 552 595

AF-1
AF-2
AF-Ia —
DNA-BD —
Ligand-BD

Hinge

Nudear Localization —

Figura 12. Dominis d’ER?ZEls dominis estructurals del receptor nomenats AF. Els
nombres dels nucledtids cor responents als inicis de cada domini (dalt) i dels aminoacids
(sota). Les posicions relatives d’alguns dels coneguts dominis funcionals del receptor son

representats amb una barranegrai solida. (Herrynk, Endocrine Reviews 25, 2004).

Nucleotides 99 543 738 840 1688
ERP protein | A/B [ e |n] E/F
Amino acids 1 149 214 248 530
AF-1
AF-2
DNA-BD —
Ligand-BD

]'i'il]gt" —

Figura 13. Dominis d’ER?? Els dominis estructurals del receptor nomenats AF. Els
nombres dels nucledtids corresponents als inicis de cada domini (dalt) i dels aminoacids

(sota). Les posicions relatives d’alguns del's coneguts dominis funcionals del receptor son
representats amb una barra negrai solida. (Herrynk, Endocrine Reviews 25, 2004).

16.1Laregio A/B
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La regid A/B conté un domini coregulador, en € que S uneixen diversos
coactivadors i corepressors que modulen |'activitat transcripcional del receptor
d’estrogens. EI domini AF-1 eslocalitza en aquestaregio i S activa independentment de
[ligand. El domini funcional AF-1 d ER? pot ser activat per AMPc, dopamina, vanadat
i factors de creixement com EGF i IGF (Kato, 1995; Smith, 1998 i Martin, 2000). ER??

no presenta activitat transcripcional AF-1 (Delaunay, 2000 i Cheung, 2003).

1.6.2Laregio C

Laregio C conté e DBD que és responsable de la unié as elements de resposta
a estrogens (ERE). Els ERE son sequéncies de nucledtids palindromiques i invertides
(5-GGTCANNNTGACC-3') que es repeteixen a llarg de les regions promotores dels
gens que responen a estrogens (Klein- Hitpass, 1988 i Driscoll, 1998). Exemples de gens
gue contenen sequiencies ERE funcionals serien: 1) el gen de lavitellogenina Al i B1 de
Xenopus (Wahli, 1989), 2) e gen apo-VLDII de pollastre (Hache, 1983), i 3) gens
humans que codifiquen les proteines pS2 (Jelstch, 1987), oxitocina (Richard, 1990), ¢
fos (Weisz, 1990), c-myc (Weisz, 1988), TGF-? (El-AShry, 1996), lactoferrina (Teng,
1992), prolactina (Berwaer, 1994), receptor de progesterona (Kraus, 1994), catepsina D

(Augereau, 1994) i el complement 3 (Fan, 1996).

El DBD conté nou cisteines i atres residus que son altament conservats entre
tots els receptors nuclears i que sdn necessaris per a la unié amb elevada dfinitat a
DNA. Estructurament, aquest domini esta format per: 1) dos dits de Zinc que ocupen
aproximadament uns 60-70 aminoacids i 2) una extensié carboxi-terminal que conté les
caixes T i A Cada dit de Zinc conté quatre cisteines organitzades en un tetrahedre amb

un i6 de Zinc al centre. Els aminoacids necessaris per reconeixer la sequéncia de DNA
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es locaitzen en la base del primer dit de Zinc i concretament, en una regio coneguda
com a caixa P. En € segon dit de Zinc es localitzen altres aminoacids que formen la

caixaD i estan implicats en la dimeritzacio del receptor (Fig. 14).

Figura 14. Domini d'unié al DNA
(DBD). Diagrama dels dos dits de Zn™" i
I’extensi6 C-terminal (CTE). L'hdix 1

conté la caixa P (P box) i I'hélix 2 la

§©
ke

O ’Zn

@)
@@

.@

OOOCg

P Box D Box
CTE

+

@C:)@C-')
@’ B“’

caixa D (D box). La cua CTE conté les

© '@
0000, 0.@0‘3@.....00. @
Helix 1 Helix 2 em caixes T i A. La part inferior de la

O
9 figuramostra com leshelix 1i 2 formen

00060
/ un angle recte per formar e cor de

\ DBD que reconeix |’element de resposta
¢ N D Box a la hormona. (Aranda, Physiological
PBox — Reviews 81, 2001).

1.6.3Laregio D

La regié D o frontissa conté part del domini de transactivacié depenent de
lligand AF-2a (en € cas d'ER?) i una porci6 del senya de localitzacié nuclear (Norris,

1997 i Picard, 1990).

1.6.4 LesregionsEi F

Les regions carboxi-termina E i F contenen e LBD (Norris, 1997). Tots €es
LBD estan formats per dotze regions helix ? molt conservades (H1-H12) i per una
cadena ? també conservada que es situa entre I'hélix 5 i 6. Aquest domini esta

organitzat en tres lamines antiparal-leles i un cor central que s empagueta entre dues
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capes addicionals que construeixen una cavitat on pugui acomodar-se € lligand (Fig.

15).

Figura 15. Domini d’'uni6 dd lligand (LBD). Estructura del
LBD sense la uni6 dd lligand. Els cilindres representen les
hélix ? (H1-H12). L"hélix 12, que conté & domini funcional
AF-2 canvia de posicié quan € lligand suneix. (Aranda,
Physiological Reviews 81, 2001).

Malgrat ER? i ER? presenten una identitat del 56% en e LBD, difereixen
Unicament en dos residus de la cavitat d’uni6 del Iligand altament conservada. El primer
aminoacid resideix per sota de I'anell butxaca D de la cavitat d’'uni6 i és una Metionina
a ER? i una Isoleucina a ER?. El segon aminoacid es localitza en € mateix anell
butxaca D i és una Leucina a ER? i una Metionina a ER?. Malgrat aquests dos
aminoacids diferents, els residus de les dues cadenes ocupen & mateix volum i
posseeixen la mateixa hidrofobicitat. La regiéo E i F també es troba implicada en la
dimeritzaci6 del receptor, la unié de proteines coreguladores i de les heat shock proteins

701 90 (Tamarazi, 2002).

Ta i com sha mencionat en |'apartat 1.4.2 les isoformes d'ER? difereixen
Unicament en I'dltim exd, € qua codifica la cua carboxi-terminal de la proteina. Totes
les isoformes contenen des de la hélix 3 finsala 10 (Leung, 2006). En comparacié amb

ER?1, la resta d'isoformes contenen les hélix 11 i 12 amb longituds variables (Fig.
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16A). La hdlix 12 d ER?1 s empaqueta contra les hélix 3, 5/6 i 11 per formar un espai
favorable ala uni6 del lligand (Leung, 2006). Unicament I’ extrem C-terminal d’ ER?2
forma una hélix ? amb hidrofobicitat semblant a la d’ER?1, pero amb orientacio
completament diferent deguda a que les hélix 11 i 12 son més curtes, dificultant aixi
I"accés del Iligand (Fig. 16B). En el cas de les isoformes d'ER?4 i d'ER?5, |’ aparicio
d’'un cod6 de parada abans de finalitzar I'ex6 8 genera unes proteines amb I'hélix 11

truncada i I’absencia de I’ hélix 12 (Fig. 16A) (Leung, 2006).

A Helix 11
ERfil 420 DSsEMLAMLIMAVTODALVHVIAKSS IS, <co
ERfiz 420 DSSRELARLIMAVTDALVWVIAKSCIS - -~ == =~ B
ERfd 420 DsssRLAMLIMAvVTDALVEVIAKSGIS - AR 7o
ERfS 420 DSSRELAHLLMAVTCALVRVIARSCIS - - - - 469

Helix 12

ERf1 481 [ERVWEVYDLEEEMERARVLRGCESSITCSECSPAEDSKSEEGSONTOES 530
erfz 473 | EEEEETsroMENESLLFEAT- ——MEQ-— ——— 455
Enfd 480 N ——— 481
ERE 470 el e e e 472

B

Figura 16. Analisi deles sequiencies
proteiques i modelatge molecular
de les isoformes d'ER?. (A)
Longitud de les helix 11 i 12 de les
diferents isoformes d’ER?. (B)
L'hélix 11 (verméll) i I'orientacié
de I'hdix 12 (verd) per ER?2 és
diferent d’ER?1, que adopta la

forma necessaria per la unié de

lligand (cercle taronja). El lloc
d’uni6 dels coactivadors sindica amb la fletxa groga (panel inferior)
(Leung, 2006 PNAS 103, 13162-13167).
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El domini AF-2 eslocalitza en aquestaregio i depén del lligand per a ser activat
(Tora, 1989). L'activitat AF-2 d ER? 7U'ER? %&s completa (Delaunay, 2000 i Cheung,

2003).

Finalment, el domini de dimeritzaci6 és discontinu entre lesregionsC i E.

1.7 INTERACCIO DEL RECEPTOR D’ESTROGENS AL DNA

Durant molt de temps s havia pensat que els estrogens afectaven la transcripcio
genica através dels seus receptors (? 0 ?), per launio directa d’ aquests a les sequiéncies
géniques ERE situades als promotors dels gens diana. Actualment, es coneix que tant
ER? com ER? poden regular |’expressié d aquests gens sense unir-se directament al
DNA. Aquesta regulacio resulta de la interaccid d aguests receptors nuclears amb
d’altres factors de transcripcid. Concretament, es entes que el receptor d’ estrogens pot

regular |’ activitat de quatre factors de transcripcio: NF-kB, AP-1, Sp-1i EpRE/ARE.

Es coneix que ER? interacciona amb la subunitat c-rel del complex NF-kB i que
aquesta interaccio afavoreix la unié d promotor de la interleucina-6, activant la seva
expressio (Galien, 1997). Recentment, s’ ha comprovat que ER? pot interferir en la via
de senyalitzacié de NF-kB. Concretament s ha observat que la inhibicio del receptor

activalavia de NF-kB (Leung, 2006).

L’ activitat del complex AP-1, format pels factors de transcripcié ¢fos i ¢jun,
també pot estar regulada pel receptor d’ estrogens. En aquest sentit, s ha descrit que ER?
i ER? poden mostrar efectes oposats sobre |’ activitat transcripcional d' AP-1 depenent
del lligand unit a receptor (Paech, 1997; Webb, 1995 i Webb, 1999). En €l cas d ER?,
I’estradiol, I’estrogen sintetic DES i fins i tot I’antagonista tamoxifé funcionen com

activadors d'AP-1 i I’antagonista raloxife, com activador parcial. En el cas d' ER?,
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I’estradiol i DES funcionen com inhibidors de la via i, els antagonistes tamoxife,
raloxife i I'inhibidor pur ICl 182,780 com activadors (Paech, 1997). L’analis del
mecanisme de I'estimulacié de I'activitat transcripcional d’ER? unit a |’ agonista en
sequiencies AP-1 ha revelat que: 1) son necessaries les funcions AF-11 AF-2 dER?, 2)
I'estimulacié de I'activitat AP-1 es produeix mitjancant la interaccio amb €ls
coactivadors de la familia p160 i 3) € domini DBD d'ER? és essencia per aguest
fenomen. Quant a I’ activacié de la via AP-1 per ER? unit als seus antagonistes s ha
constatat que també es requereix que € domini DBD estigui intacte i que aguesta
activacio és independent de les funcions AF-1 i AF-2 del receptor. Es postula que €
DBD dER? segrestaria corepressors que inhibirien |'activitat d' AP-1, facilitant

I’ activitat transcripcional d’ AP1 (Webb, 1999).

Un tercer cas d'acci6 indirecta del receptor d’ estrogens seria amb el factor de
transcripcid Spl. Es coneix que ER? interacciona amb Spl (Batistuzzo de Medeiros,
1997; Porter, 1996 i Qin, 1999) i que aquesta interaccid és independent de la uni6 de la
hormona (Porter, 1996). Es coneix que tant ER? com ER? poden activar |a transcripcio
del receptor de I’ acid retinoic (RARL), presumiblement per la unio indirecta d’ aquests
receptors a les sequiencies Spl de laregié promotoradel gen (Sun, 1998). S ha constatat
gue I’ activacié de RARL per ER? es produeix en presencia de |’ antagonista tamoxifé i
deI’inhibidor ICI 182,780 i, que aquest efecte es bloqueja en preséncia d’ estradiol (Zou,

1999).

L'element de resposta electroforétic/antioxidant (EpRE/ARE) és un dltra

sequenciadel DNA on ER? i ER? actuen de manera diferent.

1.8 PROTEINES CORREGULADORES D' ER??
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ER?, ta com la resta de receptors nuclears, interacciona amb proteines
coreguladores que es situen entre el receptor activat i la maquinaria de transcripcio. La
finditat d’'aguesta interaccié és la formacié i I'activacio del complex d'inici de la
transcripcio, que esta format per: la proteina d'unio a aixes TATA (TBP), factors

associats a aquesta proteinai la RNA polimerasa ll.

Existeixen dos tipus de coreguladors. els coactivadors i els corepressors. Els
coactivadors o també anomenats els factors intermediaris de la transcripcié (TIF), son
molécules pont que mitjancen les interaccions entre els factors de transcripcid i faciliten
I’accés de la maquinaria basal transcripcional. Els corepressors son molecules que
S uneixen as receptors nuclears i impedeixen la formacié dels complexes activadors de
la transcripcio. Aquestes proteines coreguladores també poden alterar |’ estructura de la
cromatina degut a que poden presentar activitat ATPasa, histona acetilasa (HAT) o
histona desacetilasa (HDAC). L’ acetilacié d histones neutralitza la carrega positiva de
la cua N-terminal de la histona, debilitant la seva interaccio al DNA i facilitant I’ accés
de la maguinaria transcripcional. Contrariament, la desacetilacié de la cua de les
histones facilita la interaccio amb e DNA reprimint I’ activacié transcripcional (Hu i

Lazar, 2000).

1.8.1 Coactivadors

Els coactivadors que s uneixen als receptors d estrogens es denominen de la
segiient manera: 1) p160 degut a que tenen un pes molecular de 160 KDai 2) proteines

associades a receptor tiroidal (TRAPS) (Fondell, 1999).

Els diferents membres dels coactivadors de la familia p160 (SRC-1, SRC-2 i

SRC-3) posseeixen en laregio central un domini d'interaccié amb els receptors nuclears
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gue s anomena caixa-NR i conté tres lisines atament conservades (LXXLL). Aquesta
caixa és necessaria per |’ associacié dels coactivadors al seu receptor (Torchia, 1997). En
el cas dels receptors d’ estrogens S ha detectat una segona caixa-NR (Chen, 1995). Els
coactivadors SRC-2 i SRC-3 presenten també dos dominis d’ activacié de la transcripcio
coneguts com AD-1 i AD-2. El AD-1 es troba implicat en la unié amb & coactivador
CBP/p300 i I'acetiltransferasa PCAF, i & AD-2 uneix la proteina amb activitat
metiltransferasa CARM1 (Chen, 1999). L’ &finitat d'unié d ER? pe coactivador SRC-3
és superior a la dER? (Suen, 1998) i la interaccio d ER? amb SRC-1 in vitro és

independent de launié dd Iligand (Cowley, 1999).

El complex format per les proteines coactivadores TRAP/DRIP també connecta
els receptors d'estrogens amb la maquinaria basal de la transcripcié (Ito, 1999).
L’ eficiencia d’ unio de TRAP/DRIP in vitro és major per ER? que per ER? TMckenna,

1999).

Els dos complexes de coactivadors presenten activitat acetilasa, el que significa
gue poden acetilar les proteines histones, desorganitzant € nucli del nucleosoma i en
consequéncia descompactar la cromatina. El que no es coneix és s tots dos complexes
actuen sequiencial o independentment després de la uni6 als receptors d’ estrogens (Fig.

17) (Freedman, 1999).

p160/HAT Complex TRAP/DRIP Complex

Coactivator Complex I Coactivator Complex II

Figura 17. Complexes coactivadors d’'ER?

delatranscripcio.
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1.8.2 Corepressors

Existeixen tres corepressors coneguts. 1) una proteina de 207 kDa coneguda amb
el nom de corepressor nuclear (NCoR) (Horlein, 1995), 2) la proteina RIP-13 (Seol,
1996) i 3) & silenciador mediador del receptor hormonal de les hormones retinoides o

tiroidals (SMRT) (Chen, 1995).

Originament, es van identificar els corepressors com proteines associades a un
receptor nuclear no unit a lligand que inhibia la seva activitat transcripciona (Horlein,
1995). Aquest seria el cas del receptor de I’ acid retinoic (RAR) i e de lestiroidals (TR)
gue, quan no uneixen €l lligand, tenen I’ activitat transcripcional inhibida degut ala unié
de corepressors i del rescat de proteines HDACs. Contrariament, els receptors
esteroidals no reprimeixen la transcripcié en abséncia de lligand (Hu i Lazar, 2000).
Concretament pel receptor d’estrogens, el canvi des de I’activacié a la repressio es
produeix quan €l receptor suneix a I'antagonista, moment en € que sassocia a

corepressors i HDACs (Shang, 2002).

1.9 ACTIVACIO LLIGAND DEPENENT D’ER??

L’analis de I'activitat transcripcional de les diferents isoformes d'ER? ha
revelat que Unicament la isoforma d’'ER?1 és capag de transactivar en les sequéncies
ERE dels promotors génics (Ogawa, 1998 i Leung, 2006). Recentment, e grup de
Leung i col-laboradors ha avaluat I'activitat transcripcional d'ER?1 en homo i
heterodimeritzacio amb la resta d'isoformes del receptor. Els resultats han revelat que
ER?1 era més actiu s heterodimeritzava amb les dtres isoformes del receptor que si

S'uniaalaseva propiaisoforma (Leung, 2006).
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Existeixen dos models que expliquen e mecanisme d’acci6 lligand depenent del
receptor d’estrogens. El primer es basa en € que € receptor uneix € lligand en €
citoplasmai el segon en el nucli de la cel-lula. En tots dos models és necessari |’ entrada
de la hormona a I'interior cel-lular. Existeix un model que explica e transport de
I’ estrogen a través de la membrana plasmatica. Agquests model es basa en que I’ estrogen
circulant per la sang unit ala proteina de transport SHBG, entra a citoplasma travessant
la membrana citoplasmética amb un mecanisme que implica la unié a proteines del
citoesquelet com la Fibulina i Filamina (Ng, 2006). Un cop I’estrogen ha entrat al
citoplasma, pot unir-se al receptor localitzat a citoplasma o bé entrar a nucli.
Existeixen també dos models que explicarien € transport de I'estradiol a nucli: €
primer seria per difusio através dels porus nuclearsi el segon per transport actiu mediat
entre les senyals de localitzacio nuclears del receptor d’ estrogens i la proteina hsp 90
(Guiochon-Mantel, 1996). El receptor d’ estrogens, quan no té unit € Iligand, forma un
complex amb la proteina hsp-90 (Pratt, 1997), que proporciona estabilitat al receptor
fins que I'estradiol s'uneixi. La unio de I'estradiol al receptor d estrogens indueix un
canvi de conformacié que facilita la dimeritzacio i e transport a nucli si esta localitzat
en e citoplasma. A partir d’aguest moment Suneix a les sequéncies ERE dels
promotors de gens regulats per estrogens i inicia el rescat de proteines coactivadores
com SRC-1 i les acetilases p300 i PCAF (McKenna, 1998). L’ activitat histona acetilasa
dels coactivadors acetila els residus lisina de les histones H3 i H4 del nucleosoma,
modificant la cromatina i facilitant la incorporacié de la maguinaria d'inici de

transcripcié (Fig. 18).

Per a que la RNA polimerasa Il inicii la transcripcid, els factors de transcripcié
basals TFIIA, THIB, TFID, THIE, TFIIF i TFIIH han de formar un complex amb €l

cor del promotor (Greenblatt, 1997). El TFIID, és una proteina d’uni6 ala caixa TATA
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(TBP) del promotor associat amb un minim de vuit factors més (TAF) (Verrijzer, 1996).
ER? interacciona directament amb el factor basal de la transcripcié TFIIB i, a través

d aquest, amb e TBP i diversos TAF del THID (Fig. 18).

H
g o @:E jjj
activation

imerization
R\kA @)

E,-ER

nuclensomges

RNA Pol 1 +
GTFs

[B]

ER
interaction
with AP1

Coactivator
complex [ RNA Pol IT +
GTFs

Figura 18. Diagrama esquematic dels mecanismes d’accio del receptor d’estrogens en €

nucli cel-lular. (A) Via classica: uni6 a sequencies ERE dels promotors. (B) Via no classica:
interaccio i regulacié de la transcripcio del factor AP-1. (Modificat de Klinge i col.,
Steroids 65, 2000).

1.10 ACTIVACIO LLIGAND INDEPENDENT D’'ER?

Els receptors d estrogens es poden activar en absencia de lligand. EI mecanisme

gue implical’ activacio del receptor és lafosforilacio (Weigel, 1996).
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Per ER?, nombrosos estudis han andlitzat la fosforilacio del receptor. La
fosforilacio en agquest receptor pot ser activada per: 1) reguladors generals de |’ estat de
fosforilacié cel-lular com la proteina cinasa A (PKA) (Aronica, 1993; Bunone, 1996 i
Ince, 1994) o la proteina cinasa C (PKC) (Ignar-Trowbridge, 1996; Patrone, 1998;
Lahooti, 1998 i Le Goff, 1994) i 2) senyals extracel-lulars com factors de creixement,
citocines 0 neurotransmissors (Chalbos, 1994). Els efectors de la fosforilacio d’ ER?

poden ser la MAPK (Kato, 1995) i reguladors del cicle cel-lular com e complex

CDK2/Ciclina A (Trowbridge, 1997).

Per ER?, es coneix que €l factor de creixement EGF indueix a que la MAPK
fosforil-li les serines 106 i 124 del receptor, estimulant la interaccié amb el cofactor

SRC-1 (Tremblay, 1999).

1.11 EXPRESSIO | FUNCIO DELS RECEPTORS D'ESTROGENS A LA

PROSTATA HUMANA
1.11.1 Expressio durant el periode de desenvolupament i ala prostata adulta

Existeix un uUnic treball que analitza I'expressio dER?1 1 d'ER? durant €l
desenvolupament de la prostata humana (Adams, 2002). Aquest estudi mostra com
I’expressio d ER?1 es manté en la totalitat dels nuclis de les cél-lules epitelials i en la
majoria de les cél-lules de I’estroma de la prostata durant les etapes fetal, neonatal i
prepuberal del desenvolupament. Per contra, en |’ etapa puberal i durant |’ etapa adulta,
I’expressi6 del receptor es restringeix principalment a |’epiteli basal. L'inici de
I’expressio d'ER?1 en el desenvolupament es produeix a la meitat de la gestacio i
coincideix amb |’augment de la proliferacio de I'epiteli cel-lular i una elevacié dels

nivells d estrogens en la glandula.
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Pd que fa a ER?, no es detecta la proteina en cap de les cdl-lules epitelials o de
I’estroma de la prostata durant e desenvolupament fetal. En canvi, d mes de
desenvolupament postnatal i durant |’ etapa adulta es detecta exclusivament en el nucli

de les cdl lules de I’ estroma circulant dels acins de la prostata (Adams, 2002).

1.11.2 Expressio en cancer de prostata

L expressio d ER? ales mostres de carcinoma de prostata ha estat un tema forca
controvertit a la literatura. Mentres alguns trebals han demostrat la disminucié o
|"absencia de I’ expressié (Pascuali, 2001; Pascuali, 2001; Horvath, 2001 i Latil, 2001),
d altres han confirmat I’expressié i fins i tot un augment respecte e teixit no tumoral
(Royuela, 2001 i Torlakovic, 2002). Malauradament, la maoria d aquests estudis no
discriminen entre les diferents isoformes del receptor, dificultant la interpretacio del
resultats. En aquest sentit, s'han redlitzat alguns estudis emprant anticossos dirigits
contra regions de la proteina exclusives de cada isoforma o bé amb primers especifics
de PCR que permetien distingir-les. Concretament, els treballs que han analitzat
I’ expressio de laisoforma d’' ER? 1, conclouen que € receptor s expressa en els nuclis de
I’ epiteli tumoral (Leav, 2001; Fujimura, 2001 i Torlakovic, 2002). La discrepancia entre
aguests treballs resideix en quina és |’ evolucio de |’ expressio que el receptor segueix en
la progressié tumoral. Alguns treballs observen una disminuci6 de I’ expressié associada
a un augment del grau de malignitat tumora (Leav, 2001 i Fujimura, 2001) i un dtre
treball obté resultats oposats (Torlakovic, 2002). Altrament, en metastasis prostatiques

en 0s, ER? 1 s expressa abundantment (Zhu, 2004 i Lai, 2004).
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Quant a la isoforma ER?2, es coneix que €l receptor també s expressa en els

nuclis de les glandules de I’ epiteli tumoral i que augmenta amb el grau de malignitat del

tumor (Fujimura, 2001).

L’ expressio dER? a la prostata no ha comportat tanta discrepancia entre els
diferents autors. En general s ha acceptat que aquest receptor s expressa principament a
I’estroma circulant de I’ epiteli maligne i benigne de la prostata tumora (Leav, 2001;
Horvath, 2001; Latil, 2001 i Linja, 2003). Quant a grau d expressid, aguns treballs
observen menor expressié en carcinoma respecte a la prostata no tumoral (Leav, 2001 i
Latil, 2001) i un altre no detecta diferencies d expressié entre la prostata no tumoral i

els tumors homonodepenents i refractaris (Linja, 2003).

1.11.3 Fenotip de la prostata en el's Ratolins knockout dels receptors d’ estrogens

Els estudis de ratolins knockout d'ER? conclouen que aquest receptor mitjanca
els efectes dels estrogens sobre la diferenciacié epitelia de la prostata (Imamov, 2004).
D’ altres estudis conclouen també gue €els estrogens a través d’ ER? exerceixen un efecte

inhibidor de la proliferacio prostatica (Ho, 2004 i Chang, 1999).

Els estudis de ratolins knockout dER? conclouen que |'absencia d aquest
receptor durant |’ etapa del desenvolupament fetal determinal’ aparicié de lesions de PIN

en elsratolins adults (Prins, 2001 i Omoto, 2005).

1.12 EL CICLE CEL-LULAR

La proliferacio de les cd-lules eucariotes es produeix mitjancant e cicle

cel-lular. La tasca fonamental del cicle cel-lular és assegurar que el DNA es repliqui



amb fidelitat i que copies identiques de cromosomes es distribueixin equivalertment en
les dues cdllules filles (Heichman i Roberts, 1994). L’ entrada en €l cicle cd-lular és un
procés que respon a factors de creixement, hormones, citocines i interaccions entre les
céllules 0 amb la matriu extracel-lular (Assoian, 1997). Aquestes senyals externes
convergeixen en es factors promotors del cicle cel-lular, coneguts com les cinases
dependents de ciclines (CDKs) encarregades d activar i regular la progressio normal del
cicle cel-lular (Morgan, 1997). Existeixen diferents CDKs que actuen de forma
sequencial através de les diferents fases del cicle donat que estan regulades per diverses
proteines ciclines que s expressen en moments concrets del cicle cellular. La uni6 de
les CDKs a les ciclines és imprescindible per a la seva funcid, que resideix en la

fosforilacio de proteines que participen en el cicle cel-lular.

El cicle, es divideix en quatre fases: 1) Fase Gla, en laque lacéllulaintegrales senyals
extracel lulars que indueixen la iniciacié del seu creixement i del programa del cicle
cel-lular. Es en aguest moment en e que la cél lula pren la decisié de sortir de cicle per
diferenciar-se o de continuar-lo per proliferar, en aquest Ultim cas, la cdl-lula progressa a
lafase G1b, 2) Fase S, en laque la célluladuplica el material genétic i citoplasmatic, 3)
Fase G2, en la que la cél-lula es prepara per la mitosi i 4) Mitosi, en la que la cél-lula

reparteix € material genetic i el contingut citoplasmatic entre les dues cél -lules filles.

1.12.1 Regulacio de la progressio del cicle pels complexes ciclindd CDK

La regulacio de les CDKs es produeix a diversos nivells per: 1) la sintesi i
degradacié de les ciclines durant les diferents fases del cicle, 2) la formacié dels
complexes CDK4-6/ciclina D, CDK2/ciclina E, CDK2/ciclina A i CDK1/ciclina B, 3)
les fosforilacions activadores per la cinasa CAK en les treonines 160 i 161, residus que

poden ser defosforil-lats per la fosfatasa Kapl, 4) les fosforilacions inhibidores per les
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cinases Weel i Mytl en els residus tirosina, residus que poden ser defosforil-lats per la
fosfatasa cdc25, 4) la unié a proteines repressores de les families ink4 (p16'™42, p15'™4®

p18'™4C i p19'"k4d) j Cip/Kip (p21°PY, p27XPt, p57KiF?) i 5) lalocalitzacid intracel ular.

El cicle cellular comenca quan es factors de creixement de la via
Ras/Raf/MEK/ERK1,2 indueixen la transcripcio de la ciclina D1 (Lavoie, 1996), i €s
de la via PI3BK/PKB/GSK3 augmenten la seva vida mitjana (Diehl, 1998). En la fase
Gla, es forma e complex CDK4-6/Ciclina D1 i té com a funci6 la fosforilacio de la
proteina retinoblastoma (Rb) (Lundberg i Weinberg, 1998). La proteina Rb, és una
proteina supressora de tumors que en estat d'hipofosforil-lacié manté segrestats els
factors de transcripcié de la familia E2F. La hiperfosforil -lacié de la proteina Rb per les
CDKs de la fase Gla permet I’ aliberament del factor de transcripcio E2F que activa
I’ expressio de gens necessaris per al’inicii i laprogressio de lafase S. Aquests gens son
els seglients: 1) gens implicats en la replicacio del DNA (PCNA, DNA polimerasa ? i
ribonucleotid reductasa) i 2) proteines reguladores del cicle cel-lular (ciclina A, ciclina
E i cdc25) (Grana, 1998 i Laviai Jansen, 1999). Una dtra funcié del complex CDK4-
6/ciclina D seriala unié a proteines de la familia Cip/Kip, com la p27¢P! i |a p21©'P*,
dos potents inhibidors de la CDK2 (Sherr i Roberts, 1995). Aquesta uni6é té dues
funcions, la primera és I’ estabilitzacié del complex CDK4-6/ciclina D i facilitar la seva
localitzacio nuclear sense inhibir I’ activitat cinasa de la CDK (Cheng, 1999) i la segona,
deixar Iliure e complex CDK2/ciclina E per a que actui durant la fase G1b del cicle.
D’ aguesta manera, e complex CDK?2/ciclina E, continua fosforil-lant la proteina Rb i
activa el origens de replicacio del DNA (Jalepali i Kelly, 1997). Durant la fase S es
forma el complex CDK2/ciclina A, que, a més de continuar fosforil-lant la proteina Rb,
activa també aguns enzims de la replicacio del DNA. Durant la fase G2, es forma el

complex CDK1/ciclina A i durant la mitosi e complex CDK L/ciclina B. Aquest ultim
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complex fosforil-la la lamina B, la histona H1, proteines associades als microtubuls i
d altres proteines de la mitosi, permetent e trencament de la coberta nuclear, la
condensacié dels cromosomes i la formacio del fus mitotic (Morgan, 1997 i Patra,
1999). L’activitat CDK1 també és important per la fosforilacio del complex promotor
de I'anafase (APC) i desencadenar la sortida de la mitosi. El complex APC és un
proteina E3 ligasa d’ ubiquitina que indueix la degradacié de proteines que impedeixen
la segregaci6 de les crométides germanes i de la propia ciclina B, inactivant la CDK1

(Nasmyth, 1999) (Fig. 19).
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Figura 19. Esquema de les funcions de les CDK en les diferents fases del cicle. Es
representen les fases GO, G1, S, G2 i Mitos (M), €ls corresponents nivells d’ activitat dels
complexes CDK -ciclina i els processos queregulen en € ciclecel -lular.
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1.12.2 Sistemes de vigilancia o de checkpoint

Les cél-lules eucariotes han desenvolupat mecanismes de vigilancia intracel -lular
o checkpoints que controlen que els processos del cicle cel-lular funcionin correctament.
S els processos del cicle cellular no es produeixen correctament, aquest s atura per
corregir els defectes i en e cas que no sigui possible la correccio, S'inicia el programa

de mort cel-lular (Elledge, 1996).

Els mecanismes de vigilancia intracel -lulars que controlen la progressio del cicle
cel-lular son: 1) el de la entrada al cicle cel-lular (fase G1), 2) el del dany o replicacio
del DNA (fase S), on diverses proteines sensores de la familia ATM i ATR detecten
talls i/o DNA de cadena senzilla (Weinert, 1998) i 3) de fus mitotic (fase M), on la

proteina Mad2 detecta una gran varietat de defectes del fus mitotic.

1.12.3 El cicle callular i cancer

El descortrol de la proliferacié cel-lular és e principa pilar on resideix €l
cancer, i €ls gens de les cdl-lules tumorals que habitualment adquireixen lesions son els
gue regulen directament el cicle cel-lular. La maor part de les ateracions de la
maquinaria reguladora del cicle cel-lular son dorigen genétic. Les alteracions
genétiques més freglients en cancers humans son les que afecten a la maguinaria
reguladora de les fases G1 i S, degut a que son les fases més sensibles a les senyals
externes. Les dues grans rutes que operen en aguestes dues fases son les que regulen: 1)
I’activitat de la proteina Rb que actua sobre I’ expressio dels gens necessaris per a la
progressié de lafase G1 i en la que participen les proteines p16'N<“2 CDK4/6 i ciclina
D, i 2) I'activitat CDK2 que es troba implicadaen I'inici i la progressio de la sintesi del

DNA i en laque participen les proteines p21°P, p274P!, cidlinesE i A.
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Les proteines del cicle cel-lular Rb, p21°P, p274P! ciclina D1 i ciclina E estan

implicades en latumorigenesis prostética.

La pérdua de la proteina Rb en tumors humans és frequient i correlaciona amb un
pitjor pronostic de la malatia (Brooks, 1995 i Theodorescu, 1997). En la linia LNCaP,
la inactivacié de Rb és suficient per induir una proliferacié androgen independent
(Greenberg, 1995 i Masumori, 2001). La pérdua de funcio d aquesta proteina en cultius
primaris epitelials de prostata, sobrepassa la senescéncia cel-lular (Jarrard, 1999).
Aquestes dades impliquen la proteina Rb com un mediador critic de la proliferacio del
cancer de prostata. L'accid en part seria deguda a la impossibilitat de reprimir la
transcripcio de laciclina A (Knudsen, 1998), contribuint ala seva expressio desregulada

i al’activacio de la CDK?2.

L'andlisi de I’expressio de ciclina D1 en cancer de prostata ha produit resultats
contradictoris. Mentre alguns estudis han reportat sobreexpressié de ciclina D1 (Han,
1998 i Shiraishi, 1998), atres han reportat que no es produeix (Gumbiner, 1999 i
Drobnjak, 2000). Per contra, la sobreexpressié de ciclina D1 en les cél-lules LNCaP
indueix un augment de la proliferacié i una tendéncia a la androgen independencia
(Chen, 1998). Un augment dels nivells de ciclina D1 desencadenaria una
hiperfosforil-lacié de Rb i una major estimulacio de la transicié de les fases G1-S del

ciclecd-lular.

No existeixen publicacions que impliquin I’ expressié de la ciclina E en el cancer
de prostata huma. Estudis realitzats en la linia LNCaP suggereixen que I’ activitat del
complex CDK2/ciclina E no esta exclusivament regulada per I’ expressié de la ciclina
sin6 també per la pérdua de p27<P* (Dnudsen, 1998 i Friburg, 2000). La pérdua de la

proteina p27<'P! en el cancer de prostata s associa a un pitjor prondstic de la malaltia
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(Macri i Loda, 1998 i Fernandez, 1999). Per contra, €l ratoli knockout de p274P* indueix

tan sols hiperplasia ala prostata (CordonCardo, 1998).

1.12.4 Estrogensii cicle cel-lular

L'expressio i I'activacio de les proteines reguladores del cicle cel-lular que
governen la transicio de les fases G1-S son induides per estimuls mitogeénics. En €
teixit mamari, els estrogens també augmenten la proliferacio cel -lular per un mecanisme
independent de les vies classiques d actuacié del receptor (Lukas, 1996). Els estrogens
indueixen la proliferacié de la linia cel-lular de cancer de mama estrogen-depenent
MCF-7 egtimulant la transicié G1-S con a conseqiiencia de |’augment de I’ expressio de
c-myc, de ciclinaD1, de I’ activacio del complex CDK4/ciclinaD1 i lafosforilacié de la
proteina Rb (Carroll, 2000). A més, els estrogens poden estimular la progressié del cicle
cel-lular per la pérdua dels inhibidors p21©P! (Cariou, 2000 i Lai, 2001) i p27<P?
(Cariou, 2000). En conclusio, els efectes dels estrogens sobre el cicle cel-lular es
focalitzen en els processos gque controlen la entrada, la progressié i la sortida de la fase

Gl ddl ciclecdlular.
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2. OBJECTIUS
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En aquestates doctoral s han plantejat dos objectius principals:

1. Andlitzar I'expressié dels receptors d’ estrogens, androgens i de I’enzim P450

aromatasa en la prostata humana.

1.1. Demostrar I'expressio d ER?1 i ER?2 en els teixits de prostata humana

(sanai tumoral) i en les linies cel-lulars.

1.2. Andlitzar la locdlitzacié de les isoformes ER?1 i ER?2 en la prostata

humana (sanai tumoral) i en lalinia cel-lular LNCaP.

1.3. Identificar la segiencia de la isoforma humana ER?503 i anaitzar

I’expressio en la prostata humana.

1.4. Analitzar I'expressié d ER? i AR en la prostata humana (sana i tumora) i

en leslinies cd-lulars.

1.5. Andlitzar I’expressio de I'enzim P450 aromatasa en la prostata humana

(sanai tumoral) i en leslinies cd-lulars.

1.6. Andlitzar la localitzacio de I’enzim P450 aromatasa en la prostata humana

(sanai tumoral).

2. Demostrar el paper dER? en la inhibicié de la proliferacio cel-lular en lalinia

cel-lular LNCaP.

2.1. Andlitzar I'expressi6 i localitzacié dER?1 i ER?2 en les diferents fases

del cicle cel-lular.
2.2. Avauar lafuncié d ER? 1 sobre la progressio del cicle cel-lular.

2.3. Determinar els mecanismes d' accié d ER?1 en les diferents fases del cicle

cellular.
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3. MATERIAL | METODES
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3.1 MATERIAL
3.1.1 Mostres de préstata humana

En aguest estudi s'ha inclos dos tipus de pacients, uns amb carcinoma de
prostata en I’ estadi T2/T3NOMO sotmesos a una prostatectomia radical i altres pacients
amb cancer de bufeta sotmesos a una cistoprostatectomia radical. Les mostres de
prostata procedents de prostatectomia radical que van arribar a patoleg es van analitzar
morfologicament, i es van separar parts de teixits morfologicament sanes de parts de
teixit morfologicament tumorals. Les mostres de teixit prostatic procedents de
cistoprostatectomia radical es van utilitzar com a control de prostata no tumoral. Es va
separar teixit de cada una d aguestes parts per a I'extraccié del RNA tota i de la

proteina. Aquests teixits es van congelar a—80°C fins & moment de I’ extraccio.

3.1.2 Liniescd-lulars

En aguest estudi s ha treballat amb les seglients linies cel-lulars de prostata
humana: LNCaP-FGC, PC3, i PZ-HPV-7. El clon de la linia cel-lular LNCaP-FGC
prové d una metastasi de node limfatic d’'un home d origen caucasic de 50 anys amb
diagnostic confirmat de carcinoma de prostata metastatic. L’ estimulacio amb DHT
modula el creixement i la produccio de fosfatasa acida en aquest tipus cel-lular. Lalinia
PC3 prové d'una metastasi 0ssia de grau |V d'un adenocarcinoma de prostata d'un
individu caucasic de 62 anys. Aquesta linia presenta escassa activitat fosfatasa i 5-alpha
reductasa. Finalment, lalinia cel lular PZ-HPV-7 deriva de cél lules epitelials cultivades
a partir de teixit de zona periferica d’una prostata normal procedent d'un individu
caucasic de 70 anys. Les condicions de cultiu per ales linies cel-lulars han estat: una

temperatura de 37°C i una atmosfera a 5% de CO». Es va utilitzar e medi RPMI 1640
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(PAA Laboratoris) per les LNCaP i les PC3, i medi Keratinocyte-SFM (Invitrogen-Life
Technologies) per a les PZ-HPV-7. El medi RPMI es complementa amb 50000 U de
Penicil lina, 50 mg d'Estreptomicina (PenStrep Solution, Biological Industries), 10mM
de Piruvat Sodic (Biologica Industries), 29.2 mg/ml de L-glutamina (incorporat en €l
medi RPMI 1640), 5 ml d’aminoacids no essencials (PAA Laboratoris) i un 10 % de
Serum de Vededla Feta (FCS) (PAA Laboratoris). EI medi Keratinocyte-FSM es
complementa amb 2.5 ?g del Factor de Creixement Epidermic (EGF) (Invitrogen-Life

Technologies), i 25 mg d’ extracte de pituitaria bovina (Invitrogen-Life Technologies).

3.1.3 Conservacié i manteniment de les linies cel-lulars

Lalinia cellular LNCaP-FGC (passes 10-14) i la RC3 (passes 15-18), es van
mantenir en flascons T75 amb medi complet RPMI fins a una confluencia maxima del
90%. La linia cd-lular PZ-HPV-7 (passes 3-7), es va mantenir en medi complet
Keratinocyte-FSM en les mateixes condicions que les altres dues linies cel-lulars. Per tal
de subcultivar les linies es van separar les cél-lules de la placa amb tripsina i es van
centrifugar durant 5min a 1500 rpm. El subcultiu es va redlitzar a una dil-lucio 1:3. Les
linies es van conservar en aliquotes de 1.5 x 10° cé&l-lules en medi complementat amb un
10% de DM SO en nitrogen liquid. La congelacid va ser progressiva; primer congelant
les cél-lulesa -70°C tota la nit i a|’endema seglient en nitrogen liquid. Per descongelar,
una aliquota de cel -lules es va descongelar rapidament submergida en un bany d’aiguaa
37°C i sembrada en un flasc6 T-30. Després de 24 hores per les linies PC3 i PZ i 48

hores per lalinia LNCaP es van passar les cél -lules a flascons T-75.

3.2 METODES
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3.2.1 Cultius bacterians
3.2.1.1 Creixement i conservacio dels cultius bacterians

El medi de creixement LuriaBertani (LB) va ser utilitzat pel creixement
bacteria. El medi LB conté 10g/I bacotrypton, 5g/I d'extracte de llevat i 5g/I de NaCl en
aigua bidestil-lada. Per tal de produir un medi solid es van degir 15¢/| d’'agar. Els
cultius bacterians van ser crescuts a 37°C en presencia de |'antibiotic requerit
(ampicil-lina a 50?g/ml o kanamicina a 30?g/ml) i en agitacié en € cas de cultius

liquids. Els cultius es van conservar en una solucié al 30% de glicerol a—80°C.

3.2.1.2 Producci6 de bactéries competents

Les bactéries competents van ser produides utilitzant el metode de CaCl, en gel.
Es va utilitzar tampons freds i centrifuga refrigerada segons € métode de Sambrook
(Sambrook i cal., 1989), de manera que 3 ml d’un cultiu crescut durant tota la nit va ser
incubat en 200 ml de medi LB a 37°C i en agitacio fins a una OD600 de 0.6 unitats.
Després d'una centrifugacié de 15 min a 4000 rpm, les cél-lules centrifugades es van
resuspendre amb precaucié en 20 ml de NaCl a 10 mM i amb 100 ml de CaCh a 100
mM. La suspensio cel-lular es va centrifugar en les condicions indicades abans. El
precipitat es va resuspendre de nou en 80 ml de CaCh a 100 mM i es va incubar en gel
durant 30 min. Es van centrifugar les cdl-lules i es van resuspendre de nou en 20 ml de
CaCl, a 100 mM. Finalment, després d una incubacié de 3-4 hores en gd, la suspensio
cellular es va barrgjar amb glicerol estéril fins arribar al 30%. Les preparacions de

céllules es van congelar a—80°C.

3.2.1.3 Transformaci6 bacteriana per xoc térmic
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Les céllules competents es van incubar en gel durant 30 minuts amb una
quantitat de 5- 30 ng de DNA plasmidic. Transcorregut €l temps van ser sotmeses a un
xoc termic a 42°C durant 45 segons i immediatament 3 minuts en gel. A continuacio es
van incubar les cdl-lules amb 0.5 ml de medi LB calent a 37°C durant 1 hora i a 220
rpm. Seguidament es van sembrar les cél-lules en medi LB solid i I’antibiotic requerit i

finalment, es van incubar a 37°C entre 14-16 hores.

3.2.1.4 Expressio i purificacio de proteines recombinants en bactéria

Es va expressar |a proteina recombinant GST-ER? 2/cx en la soca bacteriana d'E.
Coli BL21. Esvadil-luir 3 ml d'un cultiu (crescut tota la nit) de BL21 transformat amb
el constructe GST-ER?2/cx en un volum de 500 ml de medi nou i es va deixar créixer
en agitacio a 37°C fins a una OD600 de 0.8-1. En aguest moment es va induir
I’ expressio de la proteina recombinant amb IPTG a una concentracio final de 0.4 mM.
El cultiu es va incubar en agitacid durant 4h a 37°C. Les cél-lules bacterianes es van
separar del medi per centrifugacié durant 15 minuts, a 4°C, i a 4000 rpm i es va
congelar el precipitat cel-lular a —80 °C. Les bactéries es van resuspendre en 10 ml de
medi NETN fred (100 mM NaCl, ImM EDTA, 20 mM TrisHCI pH 8.0, 0.5% NP-40
(v/v), 1 mM DTT). La lisi bacteriana es va portar a terme per sonicacio en gel en 4
cicles de 10 segons. Els debris insolubles es van separar per centrifugacié durant 30
min, 4°C, i a 13000 rpm. La purificacio de la proteina de fusié GST-ER? 2/cx es descriu

en €l capitol 3.2.4.5.

3.2.2.Metodes d'analisi del DNA

3.2.2.1 Purificacio del DNA plasmidic
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Per tal d’ obtenir DNA plasmidic es van realitzar minipreps a partir de cultius
crescuts tota la nit en preséncia de I’ antibiotic requerit. EI DNA utilitzat per a clonatges
in vitro, digestions i reaccions de PCR es va obtenir utilitzant e kit d extraccio
WizardPLUS miniprep DNA (PROMEGA). ElI DNA per ales transfeccions en cél -lules
eucariotes, es va obtenir utilitzant el NucleoBond plasmid mini kit (BD). En tots dos
casos, I extraccio esta basada en e metode modificat de lalisi acalina (Sambrook i col.,
1989) combinat amb una purificacié del DNA en columnes d' una matriu de resina. Es
va procedir a I’extraccid seguint les respectives instruccions de cadascuna de la cases
comercias. El DNA es va conservar a—20°C en aigua bidestilada estéril o en tampo TE
(10 mM TrigHClI pH 7.6, 1 mM EDTA). La concentraci6 es va mesurar amb

I’ espectrofotometre Genequant (Amersham Pharmacia Biotech) a 260 nm.

3.2.2.2 Digestio del DNA plasmidic amb enzims de restriccio

Es van utilitzar endonucleases de restriccié del tipus | de la casa New England
Biolabs per tal de digerir el DNA plasmidic. Les condicions de les digestions podien ser

seqiencials o simultanies, depenent del tamp0 requerit per a cada enzim. En el cas de
reaccions sequencials es va digerir primer 1 ?g de DNA plasmidic en presencia de 2000
unitats de I’enzim de restriccio i en un volum final de 50 ?1. En la segona digestié es va
afegir també 2000 unitats del segon enzim i es va incrementar € volum de la reaccié

finsa 80 ?I. Totes les reaccions es van realitzar en presenciade BSA a 0.1% (v/v).

3.2.2.3 Aillament de fragments de DNA per electroforesi en gel d agarosa

Per tal de separar fragments de DNA procedents de digestions (vectors i inserts)

0 productes de PCR es van sotmetre aquests productes a una electrofores en gel
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d’ agarosa. El DNA migrat a través de la matriu d' agarosa (1-1.5 % en TAE 1x 0.4 mM
Tris, 10 mM EDTA pH 8.0, 5 ?g/100 ml de bromur d’ etidi) a 5V/cm longitud del gel es
va separar per la mida. Per purificar els fragments de DNA dels gels, e fragment o
fragments desitjats es van visuditzar en un UV-transiluminador a 365nm i es van
retallar amb I'guda d'una ganiveta EI DNA es va extreure del fragment de gel
d' agarosa utilitzant el Concert™ Rapid Gel Extraction kit (Gibco BRL) seguint les
indicacions del protocol de la casa comercia. Finalment, el DNA es va eluir amb H,O

bidestil-lada estéril.

3.2.2.4 Lligacio de productes de PCR

Per a clonar els productes de PCR purificats de gels d’ agarosa es va utilitzar €l
TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen Life Technologies). Aquest kit facilita la lligacio
del DNA purificat en e vector TOPO, i la posterior transformacio en cél-lules d'E. Coali.
El kit aprofita la capacitat de la Taq polimerasa no termoestable d afegir una
deoxiadenosina (A) en els extrems 3’ dels productes de PCR. Aixi poden lligar-se
aguests productes al vector facilitat per aguest Kit, que posseeix un residu deoxitimidina

(T) alsseus extrems 3'.

3.2.2.5 Lligaci6 de fragments de DNA digerits

La DNA ligasa catditza la uni6 d'enllacos fosfor-diéster 3'-hidroxil i 5 -fosfat
en presencia de magnesi i ATP (Ausrubel, 1989). Aquestareacci6 s utilitza pel clonatge
de fragments de DNA digerits i purificats del gel d’agarosa. Es van utilitzar quantitats
de I’ordre de 50 ng de DNA es van utilitzar per Iligar un insert en un vector (ratio 1:3)

utilitzant 100 unitats d’enzim T4 DNA ligasa (New England Biolabs) en un volum de
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10 ?I a 16°C durant tota la nit. El control de la lligacio sense insert es va redlitzar en

cada ocasio. Després de la lligacio, uns 5 ?1 de la reaccio es van transformar en
bacteries competents i es van redlitzar digestions per tal de verificar quines colonies
contenien e vector amb |’insert. Finament, es va sequenciar I'insert clonat per garantir

que aguest no presentava mutacions.

3.2.2.6 Construccio de plasmidis

Es va clonar la sequiéncia codificant de la forma llarga d ER?1 en els vectors
d' expressi6 pEGFP-C3 (Clontech, BD Biosciences, Erembodegem, Belgium) i
PFLAG-CMV ™-6a (Sigma). També es va clonar la forma llarga del receptor ?1 amb
dues mutacions puntuals en e domini d'unié al DNA (EG167/168AA) en els mateixos
vectors d' expressiO que la proteina nativa. Aquests mutants han estat publicats
préeviament (Bjornstrom, 2002). També es va clonar la sequéncia codificant de la
proteina llarga de la isoforma ?2/cx del receptor d' estrogens en e vector d expressio

pCMV-HA (Clontech).

Els fragments de cDNA de lesisoformes d' ER?1 i d’ ER?2/cx es van generar per
PCR a partir d'una llibreria de cDNA de testicle (MarathontReady™, Clontech). El

cDNA ded mutant dER?1 es va construir per mutagénes dirigida utilitzant el

QuickChange kit (Stratagene). Aquests fragments es van insertar en pauta de lectura
després de I’ epitop. Tots €ls constructes es van sequienciar per tal de confirmar que €els

cDNA s havien insertat en pautai que les seqliéncies no presentaven mutacions.

3.2.3 Metodes d analis del RNA
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3.2.3.1 Extraccio de RNA

El RNA total es va extreure de les linies cel-lulars i de mostres de prostata
humana utilitzant el RNeasy Kit (QIAGEN, Hilden, Germany), seguint les instruccions
subministrades per la casa comercial. La retrotranscripcio es varedlitzar amb 4 ?gi 1
?g del RNA de les linies cel-lulars i dels pacients, respectivament. EI RNA es va
retrotranscriure a partir de Random Primers (Invitrogen, Carlsbad, CA), en un volum
total de 20 ?I, utilitzant la retrotranscriptasa SyperScript 11 (Invitrogen) amb 200U per
reaccio, 25 mM TrissHCI, 75mM KCI, 3mM MgClI2, 10 mM ditiotreitol, 0.5 mM de
cada dNTP, 100 ng de Random Primers. La retrotranscripci6 es va portar aterme en un
termociclador MiniCycler ™ (MJ Research) en les segiients condicions: 5 minuts a

65°C, 10 minuts a 25°C, 50 minuts a42° C, 15 minuts a 70°C, i 4°C atemps indefinit.

3.2.3.2. Expressio génica per RT-PCR semicuantitativa

Un ?1 del cDNA resultant es va amplificar en 25 ?1 de reaccié en preséncia de
1 unitat de Tag polimerasa (Ecogen, Barcelona, Espanya), 0.05 mM MgCh, 0.2 mM de
la barreja dels quatre dexositrinucleodidsi 0.1 ?M de laparellade primers. A lataulal
sindiquen les sequiencies dels primers emprats, aixi com €ls cicles i la temperatura
d annealing. El gen ribosonal S18 es va utilitzar com a control d expressio. La reacci6
va consistir en una desnaturalitzacio inicial a 94°C durant 5 minuts, seguida d'un
periode de cicles (variable en nombre per a cada gen amplificat) de desnaturalitzacio a
94°C durant 20 segons, d’'annealing durant 30 segons i una extensié a 72°C durant 45s.
Finalment es va reditzar una extensié a 72°C de 10 minuts. Els productes de PCR es
van separar en gel d'agarosa a 1.5% i les bandes obtingudes van ser quantificades

utilitzant un sistema dandis dimatge (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules,
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California). Els productes amplificats es van purificar amb e Qiaquick Gel Purification
Kit (QIAGEN), es van clonar amb el sistema TOPO TA Cloning (Invitrogen) i es van

sequienciar amb I’ analitzador genétic ABI Prism 310 (Applied Biosystems, Foster City,

CA).
Taula 1: Condicions delaPCR
Gens Primers Cicles T2anneling  Producte (bp)
ERRL Forward 5" -AACGCCGTGACCGATGCTTTGG-3 39 59 206
Reverse5-ACGTGGGCATCAGCATCTCC-3"
ERR2 Forward 5'-GCCACAGCTGACCACACAATCC-3' 39 58.7 576
Reverse 5 -GCCACAGCTGACCACACAATCC-3
ER?503 Forward 5 -TTGGAGAGCTGTTGGATGGAGG-3’ 39 59.4 856
E1-1 Reverse 5 -TTGGGGCATCACTCTTCATCTG3’
ER?503 Forward 5 -TTGTTCTGGACAGATCATCA -3’ 38 585 168
E5I-E7 Reverse 5 -CATGGCCTTGACACAGAGATA -3’
ERa Forward 5" -CTTGTTGGATGCTGAACCGCCC-3 38 58 271
Reverse 5 -GCTGAAGTGGAGCTGGTGGTGG-3
CYP 19 Forward 5 -TGCTCCTCACTGGCCTTTTTCTG3 33 57.2 267
Reverse 5 -TGCCGAATCGAGAGCTGTAATGS
AR Forward 5°-ACGACAACAACCAGCCCGACTCC-3' 38 61 551
Reverse3 -CTCTCTCGCAATAGGCTGCACGG -5’
s18 Forward 5 GATGGGCGGCGGAAAAT-3 30 * 120

Reverse 5 CTTGTACTGGCGTGGATTCTGC-3

3.2.3.3 Andisi de sequiéncies

La seqgilienciacio es va redlitzar mitjancant €l procediment de Sanger, utilitzant
didesoxinucleotids derivatitzats amb fluorocrom (Big Dye, Applied Biosystems). Les

reaccions es van portar aterme a partir de 500 ng del DNA plasmidic. Es va utilitzar €l
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primer M13 per seqlenciar els vectors de TOPO o primers especifics dels inserts
clonats en els vectors d’ expressio dER?. La reaccio es va redlitzar seguint el seglent
esguema de sequenciacio ciclica: desnaturalitzacié inicial a 94°C durant 3 min i 25
cicles a 96°C durant 10 s, annealing entre 50-55°C durant 5 s, i una extensié a 60°C
durant 4 min. Els productes es van anditzar per electroforesi capil-lar en un

seqienciador ABI PRISM 310 (Applied Biosystems).

3.2.4. Métodes d’andlisi de proteines
3.2.4.1 Extraccio de proteina

Es va extreure proteina de les linies cel-lulars i de les mostres de prostata
humana. En € cas dels cultius, les cdl-lules tripsinitzades es van rentar dues vegades
amb PBS fred i € precipitat cel-lular es va resuspendre en 100 ?| de tampd RIPA fred
(150 mM TrisHCI, 50 mM NaCl, 1% SDS, 1% NP-40 and 0.5% Sodium Deoxycolate),
complementat amb un coctel d’inhibidors de proteases (Sigma, St Louis, MI1). En € cas
de les prostates humanes, es van pulveritzar amb morter en presencia de nitrogen liquid.
Uns 50 mg de teixit es van ressuspendre en 250 ?I de tampd RIPA fred i es va agitar
durant 30 minuts en fred. A continuacio, les cdl-lulesi €l teixit es van disgregar fent-los
passar diverses vegades a través d'una xeringa. Finalment, es van centrifugar els llisats
a 19,000 x g a4°C durant 5 minuts. La concentracié de la proteina es va mesurar amb el
kit Biorad-Dc-Protein-Assay(r) (Biorad). La intensitat del color es va quantificar en
plaques d’ ELISA de 96 pous Wittaker microplate Reader 2001 (Innogenetics, Ghent,
Belgium) a 690 nm i es va determinar la quantitat de proteina amb I’ guda d’ una recta

patr6 de BSA.
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3.2.4.2 Western blot

La mateixa quantitat de proteina de cada llisat de les liniesi mostres humanes va
ser sotmesa a una electroforesi desnaturalitzant en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE;
Laemnli, 1970). Els extractes proteics es van desnaturalitzar durant 3 min a 100°C en
preséncia del tampo de carrega (10 mM Tris/HCI pH 6.8, 20% Glicerol, 3% SDS (w/v),
1 mM DTT, 0.6% de blau de bromofenol). Les proteines separades en el gel es van
transferir a membranes de diflouridat de polivinidileé (PVDF) o de nitrocel-lulosa,
depenent de I’ anticos primari utilitzat. Cada membrana va ser incubada durant 1 hora a
temperatura ambient en solucié de bloqueig (TBS-Tween 0.1% vol/vol , 3% de llet
desnatada m/vol) i a continuacié amb € corresponent anticos primari dissolt en la
solucié de bloqueig durant tota la nit a 4°C. Larelacio d’ anticossos, dilucions i tipus de

membrana emprats es mostra a lataula 2.

Taula 2: Relacié d’ anticossos, dilucionsi tipus de membranes emprats per western blot

Tipusde
Anticos Dil-lucio Casa comercial
membrana
ER?1 PA1-313 12g/ml PVDF Afinitty Bioreagents (Golden, CO)
ER?2/cx 1BBp9 1:200 PVDF Sevei de Produccio d' Anticossos—
IBB Universitat Autonomade
Barcelona (Bellaterra, Espanya)
P450 aromatasa 1:150 PVDF Acris (GMBH, Germany)
ARN-20 10 ?g/ml PVDF Santa Cruz Biotechnology (Santa
Cruz, CA)
Actina 1:400 PVDF Santa Cruz Biotechnology
FLAG 1:2000 PVDF Sigma (St. Louis, MO)
HA 1:1000 PVDF Roche (Switzerland)
EGFP 1:1000 PVDF Santa Cruz Biotechnology
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CiclinaD1 2 ?2g/ml Nitrocel -lulosa Santa Cruz Biotechnology

CiclinaA 1:1000 PVDF Santa Cruz Biotechnology
CiclinaB 1:1000 PVDF Cell Signalling (Danvers, MA)
N-JNK 1:2000 Nitrocel -lulosa Cell Signalling
c-jun 1:1000 Nitrocel -lulosa Ab-cam

Les bandes inmunoreactives es van visuaitzar amb anticossos secundaris anti-
conill, anti-ratoli o anti-rata conjugats amb HRP (Dako Citomation, Glostrup,
Denmark). El revelat es va dur a terme amb els reactius West Dura reagent (Pierce,
Etten-Leur, The Netherlands) o ECL (Amerham-Pharmacia, Buckingharnshire, UK).
Les bandes especifiques es van quantificar amb I’ gjuda d’ un sistema d' analisi d'imatge

(BioRad).

3.3.4.3 Inmunohistoguimica en seccions de teixit parafinat

Es van utilitzar seccions de 5 ?m de prostates humanes parafinades. Els talls es
van desparafinar en xile, 3 vegades durant 15 min i es van rehidratar en una serie
decreixent d'etanols (100%, 96%, 70%, 50%, 0%). L’exposicié de |’epitop es va
realitzar amb EDTA (1mM) o tampé citrat a pH 6.8 (Dako Cytomation) en un
microones, entre 70-94°C, durant 20 i 15 min, respectivament. Després de rentar els
talls de teixit amb TBS 3 vegades durant 10 min, es van bloguejar les peroxidases
endogenes amb la solucid de bloqueig de la peroxidasa (Dako Cytomation) durant 10
min en una cambra humidai en la foscor. Seguidament, es van rentar els talls amb TBS
3 vegades durant 10 min i es van blogquejar les unions inespecifiques de I’ anticos amb la
soluci6o de bloqueig (Dako Cytomation). Es van emprar els seglents anticossos

primaris. anti-ER?1 (mouse monoclonal PPG5/10; Serotec) i anti-P450 aromatasa
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(mouse monoclonal CYP 19; Acris). Tots dos anticossos primaris van ser dissolts en la
solucié de bloqueig (dil-luci6 1:20 per tots dos) i es van incubar durant tota la nit a 4°C.
Després de laincubacié amb |’ anticos primari es van rentar els talls amb TBS 3 vegades
durant 5 min. La incubacié amb I’anticos secundari es va mantenir durant 30 min a
temperatura ambient utilitzant el sistema EnVision HRP (Dako Cytomation). Després
de 3 rentats amb TBS de 5 min cadascun, es varevelar el senyal amb diaminobenzidina
dissolt en € seu diluent a 6.3 ?I/ml (Dako Cytomation). Els talls es van contratenyir
amb hematoxilina i es van deshidratar amb una bateria creixent d' alcohols (70%, 96%,
100%) durant 3 min i finament, en xilé (3 incubacions de 5 min). Les seccions es van
muntar amb DPX (BDH Laboratories, England) i es van analitzar amb un microscopi
optic. Els controls negatius es van redlitzar incubant les mostres en la solucié de

bloqueig sense I’ anticos primari.

3.2.4.4 Immunofluorescencia en linies cel -lulars

Per I'andlis de la localitzacio d'ER?1 en les linies cdl-lulars, es van sembrar
300.000 cél-lules sobre cobres de vidres de 13 mm de diametre (Marienfield, Lauda
Konigshofen, Germany), col-locats en plaques de 24 pous. Després de 48 hores de la
sembra, les cdl-lules es van rentar amb PBS fred, es van fixar amb paraformaldehid al
4% (vol/vol) durant 15 min en fred i es van rentar de nou amb PBS fred. Seguidament,
es van incubar les cél-lules amb clorur d’amoni a 50 mM durant 30 min i rentar de nou
amb PBS 3 vegades durant 3 min. El bloqueig i la permeabilitzacié es vareditzar alhora
amb la solucié PBS-BSA 1% (vol/val) i saponina 0.1% (pes/vol) durant 30 min en una
cambra humida. Es van incubar amb I'anticos primari dER?1 (PPG5/10, Serotec)
dissolt en la solucié de bloqueig en una dil-lucié 120 durant tota la nit a 4°C. A

I’endemd, es va rentar I'excés d’'anticos amb PBS i les cél-lules es van incubar amb
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I’ anticos secundari anti-ratoli Alexa Fluor 568 (Molecular Probes-Invitrogen) a 1:200
en la solucié de bloqueig, es van rentar de nou i finament, es van muntar en un
portaobjectes de vidre. El senyal fluorescent d’'Alexa Fluor 568 es va captar per
microscopia confocal (LEICA TCS-NT), utilitzant una longitud d’ona d'excitacio de
488 nm (laser Kr/Ar) i una longitud d' ona d’ emissio a partir de 590 per I’ Alexa Fluor

568.

3.2.4.5 Disseny i obtencié d un anticos especific de laisoforma ER? 2

En aguest treball ens vam proposar estudiar les dues principals isoformes del
receptor d’ estrogens beta. Degut a la manca d’ anticossos comercials que reconexessin
especificament la isoforma del receptor d estrogens beta2/cx, es va decidir generar-ne
un en collaboraci6 amb e servel de produccié d anticossos de I'Institut de
Biotecnologia i Biomedicina (IBB) de la Universitat Autonoma de Barcelona
(Bellaterra, Espanya). Primerament es va escollir un péptid (MKMETLLPEATMEQ)
que corresponia as ultims 14 aminoacids de la proteina humana. Aquest péptid havia
estat préeviament utilitzat per altres autors (Ogawa, 1998). Es va afegir una cisteina en
I’extrem N-terminal del peptid i es va conjugar amb KLH. Es van reditzar quatre
immunitzacions amb €l péptid conjugat a dos conills (nomenats conills 758 i 759

respectivament).

3.2.4.6 Sintesi de la proteina recombinant GST-ER?2

Es va sintetitzar la proteina recombinant GST-ER?2 per tal de confirmar que
I”anticos per a ER?2 reconeixia especificament la proteina humana. EI cDNA sencer

gue codifica per la proteina de ER?2 es va clonar en pauta en € vector pGEX-2T. Un
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cop clonat, es va seqlienciar per tal d assegurar I’ absencia de mutacions. El vector amb
I"insert es va transformar en la soca d'E. coli BL21 per tal d'induir I’expressio de la
proteina de fusi6 com sha descrit préviament en I'apartat 3.2.4.1. La proteina
recombinant es va purificar incubant I’ extracte de bactéria amb una suspensié a 50% de
boles de glutatio-sefarosa ("GS-beads’, Amersham Pharmacia Biotech) equilibrades en
el tampd NETN (15 mM NaCl, ImM EDTA, 50 mM Tris-HCI (pH 7.8), 1% Nonidet P-
40, ImM phenylmethylsulfonyl fluoride, 0.5 ?g/ml leupeptin, 0.5 ?g/ml pepstatin).
Després de 3h d’'incubacié a 4°C i en rotacid, les boles de GST es van centrifugar a
3000 rpm a 4°C durant 5 min i esvan rentar 3 vegades en €l tampd fred NETN. Després
de I’ GlItim rentat, la proteina de fusio es va eluir en una solucié de 10 mM de glutatio en
50 mM Trig/HCI pH 8.0 a 4°C i en rotacio. Finament, es van centrifugar les boles de
GST unides a glutatio i es va recuperar € sobrenedant que contenia la proteina

recombinant GST-ER?2.

L’ especificitat de |’ anticos es va testar amb serum immunitzat dels dos conills
mitjancant la tecnica d'ELISA. ElI sérum pre-inmune es va utilitzar com a control

negatiu.

3.2.5. Métodes d'andlisi de leslinies cel-lulars
3.2.5.1 Transfecci6 transitoria

Tots els experiments de transfecci0 es van efectuar amb la linia cel-lular
hormonodepenent LNCaP. Es van sembrar cél-lules en plagues de 100 mm fins a un
70% de confluencia. La transfecci6é de cada constructe es va dur a terme amb Fugene-6

(Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Alemanya) seguint les instruccions del
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protocol. Després de tota una nit de transfeccid, es va afegir medi fresc RPMI a cada

placai esvaprocedir arealitzar els corresponents experiments.

3.2.5.2 Disseny i transfeccio transitoria amb oligonucledtids de SRNA

Es van dissenyar diplex de SRNA contra la sequiencia de I’exé 8 de la isoforma

d'ER?1 (oligonucleotid sentit 5-AACACATTTTTGCACTTCATGCCTGTCTC-3 i
antisentit 5-AACATGAAGTGCAAAAATGTGCCTGTCTC-3). Com a control
d’ expressié es van utilitzar els oligonucledtids (sentit 5-AATGTCAAGTAGCGGA
AATAACCTGTCTC-3 i antisentit 5-AATTATTTCCGCTACTTGACACCTGTCTC-
3'. Tots aguests oligonucleotids es van sintetitzar per transcripcié in vitro utilitzant el
Silencer RNA construction kit (Ambion, Austin, Texas). Les cél-lules LNCaP es van
sembrar en plagues i es van transfectar quan la confluencia era del 70% amb FUGENE
6.0 (Roche). 48 hores després de la transfeccio, les cd-lules es van llisar per analitzar

I’expressio del gen ER??Der western blot.

3.2.5.3 Analis per citometria de flux i separaci6 cellular

Les cél-lules tripsinitzades es van rentar dues vegades amb PBS-EDTA a10 mM
i una vegada més amb PBS-BSA 1% (vol/vol) abans de la fixaci6. Les cdl-lules es van
fixar afegint 1 ml d'etanol fred gota a gota. Després d'una hora com a minim de
fixacio, les cél-lules es van rentar de nou amb la solucio de PBS-BSA 1% (vol/vol) dues
vegades. El RNA es va digerir amb 50 mg/ml de I’enzim Ribonucleasa A (Fermentas,
St. Leon-Rot, Germany) a 37°C durant 1 h. Finalment, es van tenyir les cél-lules amb 5
?g/ml de iodur de propidi (PI). L’analisi de cicle cel-lular es va redlitzar enregistrant la

fluorescencia amb € citometre de flux EPICS XL (Coulter Corp., Hiaeah, FL), equipat
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amb un laser (Ar; 488 nm). La fluorescéncia vermella (620 nm) del Pl i la llum scatter
es van mesurar simultaniament. L’andlisi del I'histograma es va reditzar amb el
software del programa Multicycle (Phoenix Flow Systems, San Diego, CA). Es van
analitzar un minim de 12,000 cel-lules per mostra. Per la técnica de separacio cel-lular
es va utilitzar € citometre de flux FACS Aria (BD Biosciences, San Jose, CA). Amb
tots dos citometres, es van discriminar els doblets i agregats cel-lulars. Les cél-lules
tenyides anb Pl es van visualitzar en base a seu contingut en DNA i es van aillar en
tres poblacions separades (GO/G1, Si G2/M). Les cdl-lules separades en cada fase del
cicle esvan centrifugar i rentar amb PBS fred. Finalment es va extreure la proteina com

S ha descrit anteriorment.

3.2.5.4 Sincronitzaci6 de laliniacel -lular LNCaP

Les cellules LNCaP es van sincronitzar en la fase GO/G1 mitjancant la
deprivacio de I'aminoacid isoleucina en el medi de cultiu RPMI 1640 complementat
amb: 50000 U de penicil-lina, 50 mg de estreptomicina, 10 mM de piruvat sodic, 29.2
mg/ml de L-glutamina, 5 ml d’aminoacids no essencials i un 6% de serum dialitzat.
Aquest procediment ha estat descrit préviament (Cifuentes, 2003). Resumidament, el
protocol va consistir en sembrar les cdl-lules en presencia de medi complet i a poca
confluéncia. Després de I’ adhesi6 a la placa de cultiu es van incubar en e medi deficient
en I’aminoacid isoleucina durant un periode de 36—40h, aconseguint induir un blogueig
de les cdl-lules en la fase GO/G1 del cicle cel-lular. Finalment, es va alliberar les
céllules d' aguest bloqueig deixant-les créixer en medi complet RPMI a 10% de FCSi

seguidament, es van recollir les cdl-lules a diferents temps (0O, 8, 15, 22 i 25 hores).
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3.2.5.5 Fraccionament subcel -lular

Per tal de separar |’extracte de proteines nuclears de les no nuclears, es van
resuspendre 10° c&l-|ules tripsinitzades en 0.5 ml del tampd hipotonic fred (25 mM MES
[morpholin ethane sulfonic acid], pH 6.5), que contenia inhibidors de proteases. Les
membranes citoplasmatiques de les cdl-lules es van llisar amb un homogeneitzador i,
amb I’gjuda d’un microscopi, es va controlar que la lis fos completa. Els llisats es van
centrifugar a 4°C a 3000 x g. D’aguesta centrifugacié s obtenia un pellet, que
corresponia as nuclis, i un sobrenedant que es separava en un tub nou i corresponia ala
fraccid no nuclear. El pellet de la fraccié nuclear es va rentar dues vegades amb el
tampd hipotonic per tal d eliminar contaminacions de la fraccidé no nuclear. Finalment,
cada fraccio es va gustar amb € tamp6 d extraccio de proteines RIPA i es va

centrifugar a 4°C a 13000 x g durant 5 min.

3.2.5.6 Transfeccio transitoria i determinacio de I’ activitat luciferasa

Els assaigs de luciferasa es van readlitzar mitjancant la transfecci¢ transitoria de
vectors reportadors del gen de la luciferasa controlats per elements de resposta a factors
de transcripcio. En aquest treball shan emprat tres vectors luciferasa diferents
controlats pel receptor d estrogens (ERE) i pels factors de transcripcio APL1 i NF-KB,
subministrats pel Dr. Miguel Beato (Barcelona, Espanya), la Dra. Anna Bigas
(Barcelona, Espanyad) i Dr. Michel Kracht (Hannover, Alemanya), respectivament. En
aquest tipus d'assaigs, I'activitat luciferasa és directament proporcional a I’ activitat
genica dels factors de transcripcié que controlen els promotors reportadors del gen de la
luciferasa. L’ activitat és mesurada per unareaccio de I’ enzim luciferasa en presencia del
substrat luciferina i ATP. Concretament, € substrat oxidat per I'enzim emet una llum

gue és captada i quantificada per un luminometre.
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Aquests experiments de luciferasa es van reditzar en plagues de sis pous
(NUNC), en les que es van sembrar 300.000 cél -lules LNCaP per pou en un medi RPMI
a 10 % de FCS fins que I'adheréncia va ser completa. Per tal d'diminar restes
d’ hormones del medi de cultiu es van cultivar les cdlules durant 24 hores amb medi
RPMI (lliure de fenols) i a 10 % de FCS (tractat amb charcoal, SIGMA).
Transcorregut agquest temps es va procedir a la co-transfeccio equimolar dels vectors
luciferasa i e d’'expressié congtitutiva del gen de la ?-galactosidasa. Després de les 6-7
hores de transfeccio, e cultiu cel-lular es va tractar durant 36-48 hores en un medi
RPMI (lliure de fenols) a 1% de FCS (tractat amb charcoal) amb estradiol a 1 nM
(SIGMA-Aldrich) i amb I'inhibidor del receptor d’ estrogens ICl 182,780 (TOCRIS) a1
?M. Un cop finditzada aguesta fase es va procedir a la lis cel-lular amb 150 ?I del
tampo (Promega, Madison, WI) directament sobre € pou i en fred. Els llisats cdl-lulars
es van centrifuguar a 19,000 x g durant 30s a temperatura ambient. A continuacio es va
pipetgjar un volum de 10 ?| d’ extracte per a cada mostra directament en una placa de 96
pous opaca. En aguest moment es va procedir a la lectura amb € lumindmetre
Luminoscan RS (Lab system, Helsinki, Finland) que injecta directament sobre & pou a

[legir un volum de 50 ?I de la solucié luciferina just abans de la lectura.

3.2.5.7 Lecturade I activitat ?-galactosidasa

Per tal de normalitzar la transfeccio transitoria es va mesurar |’activitat ?-
galactosidasa dels llisats de les cél-lules LNCaP. Amb e mateix llisat obtingut per la
lectura de la luciferasa, es va pipetgjar un volum de 20 ?| directament sobre una placa
de 96 pous transparent i es va incubar amb el reactiu X-gal (SIGMA-AIldrich) a 37°C.

La reacci6 colorimetrica emesa en el moment que |’ enzim reacciona amb el substrat es
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va quantificar a405 nm amb €l lector de plaques d ELISA Wittaker microplate Reader

2001 (Innogenetics).

3.2.5.8 Andlis del cicle cel-lular per citometria, separacio cel-lular i determinacio de

|’ activitat luciferasa

Les céllules LNCaP en creixement exponencia es van transfectar durant tota la
nit amb e vector reportador de la luciferasa controlat per sequencies ERE i € vector ?-
Gal. Al mati seglient es van tractar durant sis hores amb 10 nM d’estradiol sol 0 amb 1
?M de I'antagonista ICI 182780 dissolts en medi RPMI a 10% de FCS. Després del
tractament, es van incubar les cél-lules amb 5 ?g/ml del colorant vital Hoescht 33342
durant 1 h a 37°C en la foscor. Després de la tripsinitzacio, les cd-lules es van
ressuspendre en medi de cultiu i es van separar considerant € contingut de DNA. Es
van definir tres regions. una per GO/G1, una dtra per Si finament una per G2/M. Un
minim de 100.000 cél-lules aillades de cada fase del cicle es van recuperar en tres tubs
gue contenien medi de cultiu. La separacio cel-lular es va reditzar mitjancant el
citometre FACSAria equipat amb un laser ultravioleta necessari per |'excitacio del
Hoescht. Les cél-lules recuperades es van centrifugar i rentar amb PBS fred per tal de

Ilisar-les amb el tampo de lis de luciferasa. Finament, es va procedir a la lectura de la

luciferasa

3.259 Deteccié de la incorporacié de BrdU en cé-lules LNCaP transfectades

transitoriament amb ER? 1 per microscopia confocal

Les cdl-lules LNCaP es van sembrar en cobreobjectes de vidre, es van transfectar

transitoriament amb e vector EGFP-ER?1 i es van tractar amb 10 ?M de BrdU durant
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les dues Ultimes hores de cultiu. Després dels rentats amb PBS, es van fixar amb PFA al
4%, dissolt en PBS (pes/vol) durant 15 min a 4°C, es van permeabilitzar amb tritd X-
100 a 0.2%, dissolt en PBS (vol/vol) durant 15 min, i es van tractar amb 4 mg/ml de
DNAsa | (QIAGEN) dil-luida en aigua durant 1h a 37°C. Les cél-lules es van rentar de
nou amb PBS i es van incubar en la solucié de bloqueig (1% BSA dissolt en PBS
(vol/val)) durant 1h i amb I’ anticos monoclonal anti-BrdU (Sigma) dil-luit cent vegades
en la solucié de blogqueig durant 1h a temperatura ambient. Després de diversos rentats
amb PBS, els cobreobjectes es van incubar 1h amb I’ anticos secundari anti-ratoli Alexa
Fluor 568 (Molecular Probes-Invitrogen) a 1:200 en la solucié de blogqueig, es van
rentar de nou i finament, es van muntar en un portaobjectes de vidre. El senydl
fluorescent d EGFP i d’ Alexa Fluor 568 es va captar per microscopia confocal (LEICA
TCS-NT), utilitzant una longitud d'ona d'excitacié de 488 nm (laser Kr/Ar) i una
longitud d’ona d’emissié de 425-550 nm per I'EGFP i a partir de 590 per I’ Alexa Fluor

568.

3.25.10 Deteccid de la incorporacio de BrdU en cé-lules LNCaP transfectades

transitoriament amb ER? 1 per citometria de flux

Les cd-lules LNCaP es van sembrar en plagues de 100 mm, es van transfectar
amb € vector EGFP-ER?1 i tractar amb BrdU (10 ?M) durant les dues hores ultimes
del cultiu. Dos milions de cél-lules es van tripsinitzar, fixar en etanol fred (75% dissolt
en PBS (vol/vol)) a 4°C durant 1h i es van rentar en una solucio de rentat (PBS-BSA a
0.1% (pes/vol)). EI DNA de les cél-lules es va desnaturalitzar a temperatura ambient
durant 20 min amb 1 N d'HCI, rentar amb la soluci6 de rentat i neutralitzar amb 0.1 M
de borat sodic a temperatura ambient durant 2 min. Les cél-lules es van rentar de nou

amb la solucio de rentat i es van incubar amb I’ anticos anti- BrdU marcat amb Alexa
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Fluor 660 (Molecular Probes-Invitrogen) a una dil-lucié 1:5 en PBS-BSA a 0.05%
(vol/val) a4°C durant tota la nit. Després dels rentats, les cél -lules es van resuspendre a
un a concentracié de 1x10° cdl-lules per mil-lilitre en PBS-BSA al 0.5% (vol/vol), 200
mg de RNAsa A i 5 ?g/ml de IP. Per I’analis del cicle cd-lular, la fluorescéncia
vermella del IP (emissié de 620 nm), la fluorescéncia verda del EGFP (emissi6é de 505
nm) i la fluorescéncia blava del BrdU (emissio de 660) es van mesurar simultaniament
en un citometre MoFlo (Dako Cytomation, Fort Collins, CO), equipat amb un laser de

488n (Ar) i esvan recollir un total de 10.000 cél-lules per I'andlisi.

Les cé-lules LNCaP es van sembrar en flascons T75 i es van transfectar
transitoriament amb el vector FLAG-ER?1 durant tota la nit. A continuacio es van
tractar amb medi RPMI a 10% de FCS sol o en combinacié amb 1 ?M d'ICI 182,780 i
es van llisar amb e tampo de lis (50 mM Tris HCI, pH 7.4, 150 mM NaCl, 1mM
EDTA, 1% Trité X100). Els llisats es van centrifugar a 19,000 x g a 4°C durant 5
minuts. Per a cada tractament, es va inmunoprecipitar la mateixa quantitat de proteina
(500 ?g/ml) amb 40 ?| de I’ANTI-FLAG M2 Affinity Gel (Sigma) per rotaci6, durant
tota la nit, a 4°C. El inmunoprecipitat es va recollir per centrifugacié a 5000 x g a 4°C
durant 30 si es va rentar amb e tamp6 de lis dues vegades. Els pellets rentats es van

resuspendre en tampo Laemnli (625 mM Tris HCI, pH 6.8, 2% SDS, 10% gliceral,

0.002%), es van bullir durant 3 min i es van anditzar per western blot amb els

anticossos JNK i c-jun.

3.2.6 Andlis estadistic
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L'andis de la variancia es va Utilitzar ala on sindica, per testar diferencies
significatives entre les mitjanes dels grups, i els grups es van considerar estadisticament
diferents quan p ? 0.05(*) o p? 0.01 (**). Es va redlitzar un minim de tres experiments

independents en tots els casos en que es va andlitzar la significacio estadistica.
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4. RESULTATS
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4.1. EXPRESSIO | LOCALITZACIO DELS RECEPTORS NUCLEARS EN TEIXIT |

EN LINIES CEL-LULARS DE PROSTATA HUMANA

4.1.1 Expressié del RNA missatger de les isoformes d’ER?? en teixit i en linies

cel -lulars de prostata humana

L’ expressi6 de les isoformes del receptor s ha analitzat: 1) en part sanai tumoral
de prostates amb tumor d'estadi T2/T3NOMO de la malaltia (n=11), 2) en prostates

sanes (n=3) i 3) en leslinies cd-lulars de prostata.

4.1.1.1 Expressié del RNA missatger de laisoforma d’ ER???

L'andlis de I'expressié en pacients revela que els teixits de les prostates
tumorals expressen més RNA missatger d' ER?1 que els de les prostates no tumorals.
No s han detectat diferéncies d’ expressié entre la part sana i tumoral de les prostates
amb tumor (Fig. 20A). Quant a les linies cel-lulars, s observa que € nivell del RNA
missatger d'ER?1 de les linies tumorals LNCaP i PC3 és superior a de la linia no
tumoral PZ-HV-7 (Fig. 20B). La seqlienciacio de la banda de 206 pb obtinguda per la
PCR confirma que el cDNA amplificat correspon al RNA missatger d'ER?1 huma

(dades no mostrades).

4.1.1.2 Expressio del missatger de la isoforma d’ ER??7?

L’ expressio del RNA missatger d' ER?2 en les prostates tumorals és superior ala
de les prostates sanes. De manera similar a ER? 1, no es detecten diferéncies d’ expressio

entre la part sana i tumoral de les prostates amb tumor (Fig. 21A). En les linies
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cel-lulars, les linies tumorals LNCaP i PC3 expressen més RNA missatger d ER?2 que
la linia no tumora PZ-HV-7 (Fig. 21B). La sequenciacié de la banda de 576 pb
obtinguda per la PCR confirma que e cDNA amplificat correspon a RNA missatger

d’ ER? 2 huma (dades no mostrades).
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Figura 20: Expressio del RNA missatger d’ER?1 en mostres humanesi en liniescellulars
de prostata. (A) Nivells del RNA d’ER?1 (linia superior) i S18 (linia inferior) analitzats
per RT/PCR en prostates sanes (ZP S) i en part sana (PS) i tumoral (PT) de les prostates
amb tumor (ZP T). Representacio grafica de RNA d’ER?1 després de la normalitzacié
amb S18. Es mostren els promitjos + SD. (B) Expressié del missatger d’ER?1 (linia
superior) i del S18 (linia inferior) analitzats per RT-PCR en les linies cdl-lulars PZ-HV-7,
LNCaPi PC3.

4.1.1.3 Expressio de laisoforma d’ ER? 503 humana

Un atre objectiu d' aquest treball ha estat identificar la seqliéncia del RNA
missatger de la isoforma d ER?503 humana. Per identificar aquesta sequiéncia es va
reditzar dues PCRs a partir d’una llibreria de cDNA de testicle huma. En la primera
PCR es va amplificar la seqiiencia 5’ de I'intré proximaal’exd 5 del gen dER? i enla

segona PCR es va amplificar la seqiiencia 3'de I'intr6 proxima al’ exo 6.
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Figura 21: Expressio del RNA missatger d’ER?? en mostreshumanesi en liniescel lulars
de prostata. (A) Nivells dd RNA d’ER?? (linia superior) i del S18 (linia inferior)
analitzats per RT/PCR en prostates sanes (ZP S) i en part sana (PS) i tumoral (PT) deles
prostates amb tumor (ZP T). Representacié grafica dd RNA d’'ER?? després de la
normalitzaci6 amb S18. Es mostren els promitjos + SD sén mostrats. (B) Expressié del
RNA d’'ER?2 (linia superior) i del S18 (linia inferior) analitzats per RT-PCR en leslinies
cel-lulars PZ-HV-7, LNCaP i PC3.

L’estrategia emprada per amplificar la regié 5 de I'intré proxima a I’exd 5 va
consistir en utilitzar un primer upstream que reconeixial’exé 1 del missatger humai un
primer lowstream que reconeixia 24 nucleotids de la seqliéncia de I'intr6 huma (1) entre
elsexons5i 6 (Fig. 22A). La sequenciadel primer lowstream coincideix amb una part
de la seqiiencia de I’intr6 del ratoli i es va identificar comparant la seqiiencia intronica
del RNA missatger de ratoli i la seqiiencia del gen d ER? huma. El producte amplificat
de la primera PCR humana tenia la mida esperada de 856 pb (Fig. 22B). La banda del
gel d'agarosaesvaretallar i purificar, i cONA obtingut es va sequenciar. El producte de
la sequienciacié ens va permetre identificar la seqiéncia 5’ de I'intré proxima al’exdé 5

(Fig. 22C).

Per tal d’amplificar la seqiiencia 3 del’intr6 proximaal’ exd 6 es van dissenyar

un primer upstream, que contenia la part final de I'exd 5 i la part inicia I'intré i un
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primer lowstream, que conté part de la sequénica de I’exd 7 (Fig 23A). El producte de
la PCR amplificat tenia la mida esperada de 163 pb (Fig. 23B). Novament, es varetallar
labanda del gel d' agarosa, es va purificar el cDNA i, a continuacié, es va sequenciar. El

resultat de la seqiienciacié es mostra a la figura 23C.
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Figura 22: Amplificaci6 de la regié 5 de I'intr6 (1) propera a I'exd 5 de la isoforma
d’ER?503 humana a partir d’una llibreria de testicle huma. (A) Esquema representatiu
del cDNA amplificat per PCR amb elsprimers (fletxa) emprats. (B) cDNA amplificat en la
llibreria de testis humana (Llib. Testis). Marcador (M). (C) Electroferograma de la
sequéncia amplificada per PCR mostrant laregio 5 del’intro.

La seguéencia de I'intr6 de la isoforma d ER???? humana es mostra a la figura
24A (pand superior). La longitud de la sequiéncia humana és menor a la de ratoli i
comparteixen Unicament els nucledtids de la regio proxima a I'exd 6. En e RNA
missatger huma apareix un codé de parada de la lectura que genera una proteina

truncada (Fig. 24B).

Per tal d’avaluar I’expressio del missatger d’ ER???? en € teixit de prostata, es
va andlitzar per RT/PCR semicuantitativa els nivells del RNA missatger en les linies

cellularsi en part sanai tumoral de prostates tumorals. Els resultats d’ aquest andlisi han
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revelat que Unicament la linia cel-lular tumoral PC3 expressa baixos nivells del RNA

missatger d’ aguesta isoforma (Fig. 25).
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Figura 23: Amplificacio de la regio 3 de I'intr6 (1) proxima a I'ex6 6 de la isoforma
d’ER?503 humana a partir d’una llibreria de testicle huma. (A) Esquema representatiu
del cDNA amplificat per PCR amb elsprimers (fletxa) emprats. (B) cDNA amplificat en la
llibreria de testis humana (Llib. Testis). Marcador (M). (C) Electroferograma de la
sequiencia amplificada per PCR mostrant la regio 5 de I'intré (marcat en blau) i les
regionsflanqueg antsdelsexons5i 6 (marcat en vermell).

A

Huma 5-CAG ATCATCAGACCCTGTGTTACACAGATGAAGAGTGATGCCCCA AGG-3
Ratoli 5-AGG TCCTCAGAAGACCCTCACTGGCACGTTGCGCAGATGAAGAGTGCTGCCCCA AGG -3

B
1364 attoooggotttgtggagetcagoctgttegaccaagtgogygete Flgura 24 %:IUénCla del’lntré dela
e A B Sy B decs BB MR B isoforma d’ER???? humana. (A)
1408 tcggagagctgttggatggaggt qtt:&tgatggggl_tgatﬁtgg | N

R I T e R T A - Alineament de les sequéncies
g R o e j"',“;atLtt humana i de ratoli (nucledtids color

1499 gtrctggacagatoatcagaigaccctgtgttacacagatga 1540 Vermell) Els nucleotids ombrq'ats

SboEmRE s R RV L R representen els nucledtids identics
entre totes dues sequiencies. (B) Proteina resultant de la isoforma d’ER???? humana. La
sequiéncia especifica de la isoforma es mar ca en ombrgat vermell.
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Figura 25: Expressi6o de la
isoforma d’ER?503 humana
en les linies cd-ulars i en
mostres de teixit huma de
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4.1.2 Expressio i localitzacio de la proteina ER?1 en teixit i en linies cd-lulars de

prostata humana

4.1.2.1 Expressio de la proteina ER? 1 per western blot

Per andlitzar I'expressié de la proteina ER?1 per western blot es va utilitzar
I’anticos comercial PA1-313 que reconeix 19 aminoacids de la regié C-termina
d’ aquesta isoforma del receptor. Els resultats mostren que I’ anticos PA1-313 identifica
la proteina recombinant del receptor (530 aminoacids) amb un pes molecular aproximat
de 55 kDa (Figs. 26A i B). L’andlis de I’ expressio en linies cel lulars de prostata, revela
gue la linia no tumoral PZ-HV-7 expressa una proteina amb un pes molecular idéntic a
de la proteina recombinant i que les linies tumorals LNCaP i PC3 expressen una
proteina amb un pes molecular aproximat de 64 kDa (Fig. 26A). Quant a les mostres
humanes, es detecta la banda de 64 kDa tant en les prostates no tumorals com en les

tumorals (Fig. 26B).
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Figura 26: Expressio de la proteina ER?? en mostres humanesi en linies cel-lulars de
prostata. (A) Nivells de la proteina ER?? i actina analitzats per western blot en leslinies
cellulars PZ-HV-7, LNCaP i PC3. (B) Nivells de la proteina ER?1 (linia superior)
analitzats per western blot i de la carrega total de proteina (linia inferior) de prostates
sanes (ZP S) i de part sana (PS) i tumoral (PT) de prostates amb tumor (ZP T).

4.1.2.2 Determinacio de |’ especificitat de I’ anticos PA1-313 i de la banda de 64 kDa

Atenent als resultats obtinguts pel western blot, es va plantgjar la possibilitat de
gue la banda de 64 kDa obtinguda en pacients i en linies cel-lulars fos inespecifica. Per
resoldre aguesta quiestio es van reditzar tres aproximacions. 1) demostrar |’ abséncia de
senyal després d’incubar |’ anticos amb el corresponent peptid de blogueig, 2) demostrar
la perdua d’ expressio despres del silenciament d ER?1 amb oligonucleotids antisentit
dirigits contral’ex6 8 d’ aguestaisoforma i 3) demostrar que I’ anticos PA1-313 reconeix
les proteines de fusi6 FLAG-ER?1 i EGFP-ER?1 en extractes de la linia LNCaP

transfectades amb aquests vectors.

Els resultats revelen que la incubacio de I’ anticos PA1-313 amb el corresponent
peptid de bloqueig causa una desaparicié de la banda de 64 kDa (Fig 27A). La
transfeccié de les cél-lules LNCaP amb oligonucledtids antisentit d’ER?1 durant 48
hores també causa una desaparicié de la mateixa banda. Per contra, la transfeccio amb la
mateixa molaritat d’oligonucledtids controls no afecta a la desaparicié de la banda

d ER??qFig. 27B). Finament, s observa que I’ anticos PA1-313 reconeix les proteines
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de fuso FLAG-ER?1 i EGFP-ER? 1 en extractes de cdl-lules LNCaP transfectades amb
els vectors CMV-FLAG-ER?1 i CMV-EGFP-ER?1, respectivament (Fig. 27C i D).
Addicionalment, I’anticos PA1-313 reconeix també la proteina endogena ER?1 en

|’ extracte total de les cdl-lules LNCaP transfectades amb € vector CMV-EGFP-ER?1

(Fig. 27D).
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Figura 27: Determinacio de I’ especificitat de I’anticos PA1-313. (A) Duplicats d’ extractes
proteics de les cél-lules LNCaP es van separar en gels SDS de poliacrilamida i es van
incubar amb |’ anticos PA1-313, amb o senseel peptid de bloqueig. (B) Analisi per western
blot en extractes proteics de les cé-lules LNCaP transfectades amb oligonucleotids
antisentit d’ER?1 o control incubats amb I’anticos PA1-313. (C) Analis per western blot
en duplicats d’extractes proteics de céllules LNCaP transfectades amb € vector FLAG-
ER?1 i incubats amb ds anticossos PA1-313 i FLAG. (D) Analis per western blot en
duplicats d’extractes proteics de cél lules LNCaP transfectades amb € vector EGFP-ER?1
i incubats amb elsanticossos PA1-313i FLAG.

4.1.2.3 Localitzacio de la proteina ER? 1

L'estudi de la locditzacié de la proteina ER?1 per immunohisto- i

immunocitoquimica de es va dur aterme amb I’ anticos PPG5/10, i per western blot amb
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I’ anticos PA1-313. L’ anticos PPG5/10 reconeix la regio carboxi-termina de la proteina

ER?1.

La immunohistoquimica de prostates sanes revela que la proteina ER?1
sexpressa: en la zona periférica, majoritariament en el nucli de les cél-lules epitelias
hiperplasiques (Fig. 28A) i en la zona de transicio, unicament en el nucli de les cél-lules
intermeédies de I'epiteli (Fig. 28B). La immunohistoquimica dels pacients amb
carcinoma de prostata revela que ER? 1 s expressa tant en € nucli com en el citoplasma
de I'epiteli tumoral. En & nucli d aguestes cél-lules, ER?1 S expressa amb diferents

graus d’intensitat (Fig. 28C).
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Figura 28: Localitzaci6 dela proteina ER?1 en teixit de prostata humana. Expressio dela
proteina ER?1 per immunohistoquimica: (A) de la zona periférica i (B) de la zona de
transicio d’una prostata sana i (C) de la zona periferica d’una prostata tumoral. Les
fletxes mostren cel-lules epitelials amb diferents graus d’ expressio. Augments: A (x40), B
(x20) i C (x60).

Lalocalitzacio d ER?1 en lalinia LNCaP és molt intensa en € nucli i més feble
en e citoplasma (Fig. 29A). Coincidint amb els resultats del teixit, |’ expressio nuclear
de les cé-lules LNCaP també es detecta amb diferents graus dintensitat. El
fraccionament subcel -lular de I’ extracte proteic d' aquesta linia cel -lular confirma que

receptor s expressa tant en el citoplasma com en e nucli (Fig. 29B). Les proteines
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retinoblastoma i actina es van emprar com a controls de ks fraccions nuclears i no

nuclears, respectivament (Fig. 29B).

ER?1 TRANSMISSI O SUMA

Figura 29: Localitzaci6 de la proteina ER?1 en la linia

FN  FNN LNCaP. (A) Express6 d'ER?1 mitjangant immuno-
citoquimica amb |’anticos PPG5/10. (B) Localitzacié sub-
ER?1 | —gigm e | cellular 'ER?1 analitzada per western blot utilitzant
I’anticos PA1-313 (linia superior) i de les proteines

Rb |Weee — | PpRdinoblastoma (linia intermitja) i actina (linia inferior) en

actina [ | g’;\r&gtes proteics de les fraccions nuclear (FN) i no nuclear

B

4.1.2.4 Determinacio de |’ especificitat de |’ anticos PPG5/10

Per tal de determinar |’ especificitat de I'anticos PPG5/10, es va transfectar |la
liniatumoral de carcinoma d’ endometri HEC (negativa per I'expressié d ER?1) amb €l
vector EGFP-ER?1 i es va redlitzar la immunocitoquimica amb aguest anticos. Els
resultats mostren que les senyads d'EGFP i de I'anticos PPG5/10 colocalitzen,

confirmant que aquest anticos reconeix la proteina de fusi6 EGFP-ER? 1 (Fig. 30).
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Figura 30: Determinacio de
I’ especificitat de I’anticos PPG5/10. Les

cd-lules HEC transfectades
transitoriament amb e vector EGFP-
ER?1 i incubades amb ['anticos

PPG5/10 i I'anticos secundari de ratoli
Alexa 568 (A) i amb el secundari sol (B).
(C) cd-lules transfectades i sense cap
anticos.

e
°
I

4.1.3 Expressio i localitzacié de la proteina ER?? en teixit i en linies cel-lulars de

prostata humana

4.1.3.1 Expressi6 de la proteina ER? ??

L’analis de I’expressié d aquesta isoforma es va redlitzar utilitzant un anticos
gue reconeix 19 aminoacids de la regio carboxi-terminal de la proteina ER??. L’ analisi
d expressio en les linies cel-lulars de prostata, revela que les linies PZ-HV-7, LNCaP i
PC3 expressen la proteina ER?2 (Fig. 31A). Quant a les mostres humanes, també es

detecta la proteina ER?2 tant en prostates no tumorals com en les tumorals (Fig. 31B.).

La locditzacié subcel-lular de la proteina ER?2 revela que aquesta isoforma

S expressa unicament en el nucli de la linia tumoral LNCaP (Fig. 31C). Es van emprar
les proteines retinoblastoma i actina com a controls de les fraccions nuclears i no

nuclears, respectivament (Fig. 31C).
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4.1.3.2 Determinaci6 de I’ especificitat de I’ anticos d ER? 2

El sérum de conill obtingut abans i després de la hiper-inmunitzacio amb €l
péptid IBBp9, es va incubar tant amb la proteina recombinant GST-ER?2 com amb la
proteina purificada GST. Els resultats d ELISA mostren que Unicament €l sérum hiper-
immunitzat reconeix la proteina recombinant GST- ER?2. La maxima senyal s obté amb

una dil-lucié 1/400 del serum (Fig. 32A). Per tal de confirmar novament I’ especificitat

de I’ anticos, les cél-lules LNCaP es van transfectar transitoriament amb el vector CMV-
HA-ER?2 i es va redlitzar un western blot amb I’ extracte proteic d aquestes cél-lules

amb els anticossos HA i ER?2. La figura 31B mostra com |’ anticos ER?2 reconeix la

proteina recombinant HA-ER? 2.

Figura 31: Expressio de la proteina ER?? en mostres humanes i en linies cel-lulars de
prostata. (A) Nivells de la proteina ER?? i actina analitzats per western blot en leslinies
cellulars PZ-HV7, LNCaP i PC3. (B) Nivdls de la proteina ER?2 (linia superior)
analitzats per western blot i dela carregatotal de proteina (liniainferior) de les prostates
sanes (ZP S) i delapart sana (PS) i tumoral (PT) de les prostates amb tumor (ZP T). (C)
Localitzacié subcel-lular de la proteéina ER?? en la linia LNCaP per western blot (panel
superior) i de les proteines Retinoblastoma (pane intermitja) i actina (pane inferior) en
extractes de proteines de les fraccions nuclear (FN) i no nuclear (FNN) dela linia cel-lular
LNCaP.
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Figura 32: Determinaci6 de |’ especificitat de I’anticos ER?2. (A) Andlis de les proteines
purificades GST i GST-ER?2 mitjancant ELISA en e serum de conill abansi després de
laimmunitzaci6 a diferents concentracions. Els complexes es van visualitzar a 260 nm. (B)
Analis per western blot dels duplicats d’extractes proteics de les cé-lules LNCaP
transfectades transitoriament amb el vector HA-ER?2 i incubats amb els anticossos HA i

ER?2.

4.1.4 Expressio d ER? Pd’ AR en mostres i en linies cel lulars de prostata humana

L' expressio d’ aquests receptors s ha analitzat: 1) en parts sanes i tumorals de
prostates amb tumor d estadi T2/T3NOMO de la maldtia (n=11), 2) en prostates sanes

(n=3) i 3) enleslinies cellulars de prostata.

4.1.4.1 Expressio d ER??

L'andlisi de I'expressio del RNA missatger d’ ER? en prostates humanes revela
que no hi ha diferéncies entre: la part sana i tumoral de les prostates tumorals i les
prostates tumorals (Fig. 33A). Quant a les linies cel-lulars, s observa que les linies
tumorals LNCaP i PC3 no expressen ni e RNA missatger ni la proteina d ER? . Pero
que lalinia cellular PZ-HV-7 si expressa el RNA missatger d'ER? 7 no la proteina (Fig.

338 O).
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Figura 33: Expressio d’ER? en mostres humanesi en linies cel-lulars de prostata. (A)
Nivells del RNA missatger d’ER? (linia superior) i del S18 (linia inferior) analitzats per
RT/PCR en prostates sanes (ZP S) i en part sana (PS) i tumoral (PT) de prostates amb
tumor (ZP T). Representacio grafica de I’abundancia relativa del RNA missatger d’ER?
normalitzat amb S18. (B) Nivells del RNA missatger d’ER? (linia superior) i del S18 (linia
inferior) analitzats per RT-PCR en lesliniescel-lularsPZ-HV-7, LNCaP i PC3. (C) Nivells
de la proteina ER? i actina analitzats per western blot en les linies cel-lulars de prostata.
Es va emprar la linia cel-lular RL de carcinoma d’endometri com a control positiu de
I’expressio d’'ER?.

4.1.4.2 Expressio d’ AR

L’analis de I’expressio del RNA missatger d’ AR en prostates humanes revela
que no hi ha diferencies entre: la part sana i tumoral de prostates tumorals les prostates
sanes (Fig. 34A). Quant a les linies cd-lulars, s observa que la linia tumoral LNCaP
expressa el RNA missatger de manera meés abundant que la linia PC3, i que la linia
cel-lular PZ-HV-7 no I'expressa (Fig. 34B). Quant a I’ expressié de la proteina en les
linies cel-lulars, es constata que Unicament les cél-lules LNCaP expressen la proteina de

1101 95 kDa (Fig. 34C).
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Figura 34: Expressio d’AR en mostres humanes i en linies cel-lulars de prostata. (A)
Nivells del RNA missatger d’AR (linia superior) i del S18 (linia inferior) analitzats per
RT/PCR en prostates sanes (ZP S) i en part sana (PS) i tumoral (PT) de prostates amb
tumor (ZP T). Representaci6 grafica de I'abundancia relativa del RNA missatger d’AR
normalitzat amb S18. (B) Nivells ddl RNA missatger d’AR (linia superior) i del S18 (linia
inferior) analitzats per RT-PCR en lesliniescel-lularsPZ-HV-7, LNCaP i PC3. (C) Nivells
de la proteina d’AR i d’actina analitzats per western blot de les linies cd-lulars de
prostata.

4.1.5 Expressio i localitzacio de I’ enzim P450 aromatasa en mostresi en linies cel-lulars
de prostata humana

L’ expressio de I’enzim s ha analitzat: 1) en part sana i tumoral de prostates amb
tumor d'estadi T2/T3NOMO de lamaaltia (n=11), 2) en prostates sanes (n=3) i 3) en les

linies cel lulars de prostata.

4.1.5.1 Expressio del RNA missatger del gen CY P19

L’andlis de I'expressié del gen CYP19 en pacients revela que les prostates
tumorals expressen més RNA missatger que les prostates no tumorals. No es detecten

diferéncies entre els teixits sans o tumorals de les prostates amb tumor (Fig. 35A).
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Quant a les linies cellulars, s observa que e RNA missatger del gen CY P19 S expressa

anicament en les linies tumorals LNCaP i PC3 (Fig. 33B).
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Figura 35: Expressio del RNA missatger del gen CYP19 en mostres humanesi en linies
cellulars de prostata. (A) Nivells del RNA missatger del gen CYP19 (linia superior) i del
S18 (liniaiinferior) analitzats per RT/PCR en les prostates sanes (ZP S) i en part sana (PS)
i tumoral (PT) de les prostates amb tumor (ZP T). Representacié grafica de I'expressio
relativa del RNA missatger dd gen CYP19 normalitzat amb S18. (B) nivells del RNA
missatger del gen CYP19 (linia superior) i S18 (linia inferior) analitzats per RT-PCR en
leslinies cellulars.

4.1.5.2 Expressio i localitzacié de la proteina P450 aromatasa

L'andlis de I'expressié de I'enziim P450 aromatasa es va reditzar amb un
anticos comercial (veure material i métodes). Els resultats mostren que |’ anticos
identifica una proteina amb un pes molecular aproximat de 55 kDa (Fig. 36). L’ andlis
de I'expressio en linies cd-lulars de prostata, revela que Unicament les linies tumorals

LNCaP i PC3 expressen I’enzim (Fig. 36).

Figura 36: Expressio de la proteina P450
PZ LN PC3  kDa aromatasa en linies cel-lulars de prostata.
P450 aromatasa —» 55 Nivells de les proteines P450 aromatasa i

actina EI 43 actina analitzades per western blot en les
liniescel-lularsPZ-HV-7, LNCaP i PC3.
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La immunohistoquimica de prostates sanes revela que I’enzim P450 s expressa
en |’estroma de la zona periférica (Fig. 37A). En canvi, en els els pacients amb
carcinoma de prostata, |’ expressio també es localitza en |’ estroma circulant de |’ epiteli

tumoral (Fig. 37B) i en e citoplasmadel propi epiteli tumoral (Fig. 37C).

Figura 37: Localitzaci6 de I’enzim P450 aromatasa en teixit de prostata humana.
Expressié dela proteina per inmunohistoquimica en la zona periferica: (A) d’una prostata
sense tumor, (B) I'estroma i I'epiteli no tumoral d’una prostata amb tumor i (C) en
I'estroma i I'epiteli tumoral d’una prostata amb tumor. ST: estroma. NT: glandula
tumoral. T: glandulatumoral. Augments. A (x4), B i C (x40).

4.2 EXPRESSIO | FUNCIO D’ER? EN EL CICLE CEL-LULAR

4.2.1 Andlis del’expressié d ER? en cada fase del cicle cdl-lular

L'expressio dER?1 i dER?2 en les diferents fases del cicle cd-lular es va
analitzar per les tecniques de western blot i RT/PCR semicuantitativa. Es van emprar les
seglients técniques per obtenir cél-lules en les diferents fases del cicle: 1) citometria de
flux associada a un separador cel-lular i 2) sincronitzacié de les cél-lules en la fase

GO/G1.

4.2.1.1 Separacio per citometria de flux
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El primer procediment va consistir en la tincio de les cél-lules LNCaP,
procedents d’ un cultiu asincronic, amb iodur de propidi (IP) i I’andisi del seu contingut
en DNA per citometria de flux. Aquesta técnica permet aillar cel-lules en les fases
GO/G1, Si G2/M del cicle cel-lular amb un separdor cel-lular acoblat a un citometre.

Amb aquest procediment es va analitzar |’ expressié de la proteina dels receptors.

Es va extreure la proteina de 500.000 cel-lules aillades en cada fase del cicle
cellular i es va transferir a membranes de PVDF. Les membranes es van incubar amb
anticossos especifics per a cada fase ddl cicle cellular (ciclina D1 per G1, ciclina A per

Si G2i ciclinaB per G2-M) per tal de demostrar |a validesa de la técnica (Fig. 38).
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Ciclina D1 o
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Figura 38: Separacio de cdl-lules LNCaP en les diferents fases del cicle per la tecnica de
citometria de flux. (A) Histograma representatiu del nombre de cé-lules en cada fase del
cicle. Les columnes defineixen els limits emprats per aillar les poblacions en GO/G1, S'i
G2/M del cicle cellular (B) Analis per western blot deles cel-lules LNCaP ailladesen cada
fase del cicle i incubades amb s anticossos ciclina D1, ciclina A i ciclina B com a
mar cador s especificsde lesfases G1, Si G2/M, respectivament.

Els extractes de proteina procedents de les diferents fases del cicle es van
incubar amb els anticossos PA1-313 i ER?2. Cada una de les membranes es va incubar
amb |’ anticos actina per tal de normalitzar la carrega de proteina. Les bandes d'ER? i

d’ actina es van quantificar per densitometriai es va representar |’ abundancia relativa de
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les isoformes d’ ER? 2n les diferents fases del cicle. La figura 39 mostra que la proteina
ER?? es detecta durant la fase GO/G1 dd cicle, que augmenta en lafase Si disminueix
marcadament en la fase G2/M. Per contra, la proteina ER??jue també es detecta

durant la fase G1, disminueix alafase S i augmenta de nou en la fase G2/M, assolint

nivells similars als obtinguts en la fase G1.
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Figura 39: Express6 d'ER? durant € cicle cel-lular en cé-lules LNCaP separades
mitjangant un citometre de flux a coblat a un separador cel-lular. Analis per western blot
d’'ER?1 (A) i d’ER?2 (B) en les cél-lules LNCaP no separades (TE) i separades en les
diferentsfases del cicle amb els respectius grafics, després de la normalitzacié amb actina.
Esmostren els promitjos + SD de dos experimentsindependents.

4.2.1.2 Sincronitzaci6 en fase GO/G1 ddl cicle cdl-lular

Per tal de confirmar els resultats anteriors, es van sincronitzar les cél-lules
LNCaP en la fase GO/G1l del cicle cel-lular utilitzant medi RPMI deprivat de
I’aminoacid isoleucina. Aquest métode ha estat descrit préviament per sincronitzar les
linies cel-lulars de prostata (Cifuentes, 2003). Es van recallir cel-lulesales 0, 8, 15, 19,

22 i 25 hores, després de reemplacar € medi deprivat d'isoleucina per medi complet.
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Per a cada un d aguests temps es va extreure la proteina i e RNA total. Per tal de
verificar la sincronitzacié també es va recollir mostres per I’andlisi de FACS. Aquest
analisi mostra que lafase GO/G1 dura fins ales 15 hores, moment on comencalafase S

gue sadlargafinsales 19 horesi ales 22 hores es detecta la fase G2/M. Findment, a les

25 hores €l cultiu de cél -lules LNCaP creixen en asincronia (Fig. 40).
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Figura 40: Representacio grafica del percentatge de céllulesLNCaP en lesfases GO/G1, S
i G2/M analitzades per citometria de flux en mostres recollides a diferents temps després
dereemplacar & medi lliure en I'aminoacid isoleucina per medi complet.

Els extractes de proteina es van transferir a membranes de PVDF i es van
incubar amb els anticossos PA1-313 i ER?2. La intensitat de les bandes d'ER?1 del
western blot es van normalitzar amb la des les bandes d'actina en cada punt de la
sincronitzacio. Els resultats mostren que la proteina ER?1 augmenta des de la fase G1
finsalafase Si que disminueix fins a nivells minims de lafase S ala G2/M. Els nivells
de la proteina ER?2 son elevats en la fase G1, disminueixen durant la fase S i

augmenten de nou en la fase G2/M. L'andlis d'expressié a nivell del RNA en els
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mateixos punts mostren que, per les dues isoformes del receptor, els nivells de RNA

correlacionen amb els de la proteina (Fig. 41).
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Figura 41: Expressié d’'ER? durant € cicle cel-lular en les cdllules LNCaP sincronitzades.
Expressié de la proteina ER?1 (A) i ER?? (C) (pand superior) i del missatger (pand
inferior) analitzat per western blot i RT-PCR, respectivament. Representacio grafica dels
nivells del missatger i dela proteina ER?1 (B) i ER?2 (D) després de la normalitzacio amb
S18 i actina respectivament. Es mostren els promitjos £+ SD de dos experiments
independents.

4.2.2 Localitzacié sub-cd -lular d' ER? en cadafase del cicle cel-lular

Per tal de conéixer la localitzacio d ER?1 i d'ER?2 en les diferents fases del
cicle, esva andlitzar I’ expressio d aquestes isoformes en extractes nuclears i no nuclears
de les cdl-lules sincronitzades en les diferents fases del cicle cel-lular per western blot.

Els resultats mostren que ER?1 es locdlitza tant en la fraccid nuclear com en la no
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nuclear de les fases del cicle on S expressa, i que ER?2 es localitza Unicament en la

fraccio nuclear de les mateixes (Fig. 42).
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Figura 42: Localitzacio subcellular de les isoformes d’'ER? en les fases del cicle cel-lular.
Analis per western blot d’'ER?1 i d’ER?2 d’extractes proteics obtinguts de les fraccions
nuclears (FN) i no nuclears (FNN) de cdl-lules LNCaP sincronitzades en les fases GO/G1
(8n), S(15h) i G2/M (22h) del cicle cd-lular.

4.2.3 Activitat transcripcional d ER? en lalinia cel-lular LNCaP

Un dels objectius d' aquest treball ha estat analitzar els macanismes d'accio
d'ER?1 en € cicle cel-lular en les cél-lules LNCaP. Com areceptor nuclear s ha avaluat
I’activitat transcripcional d’ER? en resposta a I’estradiol i a I'inhibidor 1CI 182,780
sobre les sequéncies ERE. També s ha avaluat si podia modular I’ activitat dels factors

detranscripcio AP-1 i NF-kB, en resposta als dos Iligands.

4.2.3.1 Activitat transcripciona de lesisoformes d'ER?1 i d'ER?2 sobre les seqiiencies

ERE

La linia cel-ular LNCaP es va transfectar transitoriament amb e vector
reportador del gen de la luciferasa controlat per seqiiencies ERE repetides en tandem.
Els resultats demostren gque I’ estradiol indueix un augment significatiu de I’ expressio de

laluciferasa amb € vector ERE-LUC. Aquest efecte induit per I estradiol és contrarestat
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completament per ICl. Per contra, €l tractament amb I’inhibidor sol no afecta a

I’expressio de la luciferasa (Fig 43A).

Per avaluar en quina fase del cicle cd-lular ER? mostrava aquesta activitat
transcripcional, les cél-lules LNCaP es van transfectar transitoriament amb el vector
ERE-LUC i es van aillar en les fases GO/G1, Si G2/M del cicle cdl-lular. Els resultats
mostren que la transactivacio en seqiiencies ERE esta present Unicament en lafase S del

cicle cd-lular (Fig 43B).
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Figura 43: Activitat transcripcional d’ER? sobre les sequiéncies ERE de la linia cel-lular
LNCaP. (A) Lescé-lulesLNCaP esvan transfectar amb €l vector ERE-LUC i tractar amb
E2 (10nM), E2i ICI (1?M) i ICI sol durant 36 h. El grafic mostra I’ activitat luciferasa de
I’ER? endogen normalitzada amb ?-galactosidasa. (B) Les cél-lules LNCaP es van
transfectar amb e vector ERE-LUC i esvan tractar amb E2 (10nM) i E2i ICI (1?M)
durant 6 h i les no tractades durant 2h. Es van incubar les cél-lules durant 1 h amb 5
?g/ml del colorant vital Hoescht 33342 i esvan separar en les fases GO/G1, Si G2/M ddl
cicle cel-lular. Es va extreure la proteina de les cd-lules separades i es va mesurar
I’activitat luciferasa. El grafic representa I'activitat luciferasa normalitzada amb ?-

galactosidasa en cada fase ddl cicle cellular. Esmostren els promitjos+ SD de duplicatsde
guatr e experimentsindependents.

En aquest treball també s ha volgut testar que Unicament la isoforma d' ER?1
presentava activitat transcripciona depenent d’ estradiol sobre les seqliencies ERE en les
cel-lules LNCaP. Per atal objecte, es va co-transfectar transitoriament la linia cel -lular
amb €l vector ERE-LUC i € vector FLAG-ER?1 o0 HA-ER?2. Els resultats confirmen
gue Unicament la isoforma dER?1 activa la transcripcié en les seqiencies geniques

ERE (Fig. 44A). El control de sobre-expressio de totes dues proteines confirma que, per
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les dues construccions, els nivells de proteina sobre-expressats en resposta a cada

tractament és comparable (Fig 44B).

A 25,0 * . .. .
~ - Figura 44. Activitat transcrip-
3 w00 cional de les isoformes d’'ER?1
o i dER?2. (A) Les cd-lules
w LNCaP co-transfectades amb
g 1001 el vector ERE-Luci elsvectors
§ o FLAG-ER?1 o HA-ER?2, es
= ’—[—I ﬁ ’—x—‘ ”I“ !_[—I van tractar amb E2 (10nM) i
00 : . . . . . E2 i ICI (1?M) durant 36 h.
HA-ER?? .\ . . ) ) ) L’activitat luciferasa es va

normalitzar amb I'activitat ?-

FLAGhER?1 - -t galactosidasa. Es mostren es

E(10nM) - ot ; * * promitjos + SD de duplicats de

ICl 182780(1 ?M) - - + - - + guatre experiments indepen

dents. (B) Analis per western

blot amb els anticossos FLAG

B (linia superior) i HA (linia

inferior) de les cd-lules
transfectades.

| FLAG-ER?1 [, o s |

| HA-ER?? [ s |

E +
ICI +

4.2.3.2 Activitat transcripcional d’ AP1 i de NF-kB modulada per ER??

Per tal d'avaluar s la proteina endogena ER? també modulava I’ activitat
transcripcional dels factors de transcripci6 AP-1 i NF-kB, la linia LNCaP es va
transfectar transitoriament amb els vectors AP1-LUC i NF-kB-LUC. Els resultats han
demostrat que I'estradiol, a través de I'ER? endogen, no afecta significativament

I’expressio de la luciferasa en les cél-lules transfectades amb els vectors AP1-LUC i

NF-kB-LUC (Fig. 45).
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Figura 45: Regulacié de I'activitat transcripcional d’AP-1 i de NF-kB a través d’'ER? en

lescdl-lulesLNCaP. Lescé lules esvan transfectar amb elsvectors AP1-Luc (A) i NF-kB-
Luc (B) i esvan tractar amb E2 (10nM), E2i ICI (1?M) i ICI sol durant 36 h. L’ activitat

luciferasa es va normalitzar amb ?-galactosidasa. Es mostren els promitjos + SD de
duplicats de quatre experiments independents.

4.2.4 Efecte de la sobre-expressié d' ER? 1 sobre la progressié del cicle cel-lular

Per tal d’avaluar la funcié d ER?1 sobre € cicle cdl-lular, es va anditzar també
I efecte de la sobre-expressio de la proteina ER? 1 en la progressio del cicle cel-lular. La
linia LNCaP es va transfectar transitoriament amb el's vectors EGFP-ER?1 i EGFP sol.

Els resultats mostren que e vector EGFP sol no té cap efecte sobre la progressio del

cicle cel-lular ales 24 h després de la transfecci6 (Fig. 46).

100,00 - Figura 46: Efecte de la
transfecci6 amb EGFP

80,009 B G1/0 sobre e cicle cel-lular de
60,001 ms les cdl-lules LNCaP. Les
40,00 g G2/M cél-lules es van transfectar
20,00 amb € vector EGFP buit
0,00 . . . durant 24 h i esvan tenyir

control EGFP - EGFP + amb IP. L’histograma

representa e percentatge

de les céllules en les diferents fases del cicle en les poblacions sense transfectar

(control), transfectades transitoriament (EGFP +) i les no transfectades de la

mateixa placa (EGFP-) analitzades per citometria de flux. ES mostren els
promitjos+ SD de tres experiments independents.

% cel-lules
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4.2.4.1 Andlis delaincorporacio de BrdU en cel -lules transfectades amb EGFP-ER? 1

Per tal d'investigar |’ efecte de la sobre-expressio d ER?1 en la progressio del
cicle cd-lular, es va anditzar la incorporacié de BrdU en cdl-lules transfectades i no

transfectades per les tecniques de citometria de flux i de immunocitoquimica.

L’anadlis de la incorporacié de BrdU per citometria de flux en cd-lules
transfectades i no transfectades de la mateixa placa de cultiu mostra que el nombre de
cel-lules BrdU positives en la poblaci6 transfectada va ser significativament inferior al
de la poblacié no transfectada (Fig. 47A). La tinci6 amb IP revela que les cél-lules
transfectades es troben bloquejades en la fase G1 del cicle cel-lular (Fig. 47B). D’ acord
amb aguests resultats, la immunodetecci6 de BrdU en cél-lules crescudes en
cobreobjectes i transfectades revela que les cél-lules EGFP-ER?1 positives son BrdU

negatives i que lalocalitzacid de la proteina sobre-expressada és nuclear (Fig 47C).
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Figura 47: Efecte de la sobre-expressié d'ER?1 sobre la progressio del cicle cd-lular. (A)
Lescél-lulesLNCaP transfectadestransitoriament amb el vector EGFP-ER?1 durant 24 h
es van incubar amb BrdU (20 ?M) i analitzar per citometria de flux (A i B) i per
immunofluorescencia (C). Es mostren els promitjos £+ SD de tres experiments
independents.
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4.2.5 Mecanisme d'accio d ER?1 en la progressio de lafase G1 ddl cicle cel lular

4.25.1 Analis de la incorporacio de BrdU en cd-lules transfectades amb € mutant

EGFP-ER?1 EG167/168AA

Per tal de testar s e blogueig en G1 es produia per un mecanisme ERE-
independent, les céllules LNCaP es van transfectar amb e vector EGFP-ER?1
EG167/168AA que conté dues mutacions en e DBD. L’andlis per citometria de flux
indica que les cdl-lules sobre-expressades amb e mutant incorporen significativament

menys BrdU que les cél-lules no transfectades de la mateixa placa (Fig. 48A).

Per valorar s la localitzacié del mutant continuava sent nuclear, es van aillar
extractes nuclears i no nuclears de les cdlules transfectades transitoriament amb €l
vector del receptor mutat. L’ analisi de |’expressié per western blot de I’ epitop EGFP,

indica que lalocalitzacio del receptor mutat continua sent nuclear (fig. 48B).
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- EGFP-ER?1mut |

21 Rb |— |

actina[ e |

H
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EGFP-ER?1 mut | + -

Figura 48. Efecte de la sobre-expressé del mutant d’ER?1 EG167/168AA sobre la
progressio del ciclecel-lular. (A) Lescé lulesLNCaP transfectadestransitoriament amb €
vector EGFP-ER?1 EG167/168AA durant 24 h es van incubar amb BrdU (20 ?M) i
analitzar per citometria de flux (A). Analis del western blot en I’extracte proteic de les
fraccions nuclear (FN) i no nuclear (FNN) de les cél-lules LNCaP transfectades amb €
mutant d’ER?1 (B) amb ds anticossos EGFP, Rb i actina. Es mostren els promitjos + SD
detres experimentsindependents.
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4.2.5.2 Inhibicio d EGFP-ER?1

Per determinar si el bloqueig en la fase G1 era depenent de Iligand, les cdl-lules
LNCaP transfectades transitoriament amb EGFP-ER?1 es van tractar amb I’inhibidor
especific ddl receptor d' estrogens ICl 182,780. L’andlis per la citometria de flux de les
céllules transfectades indica que el bloqueig es produeix en la fase Gla (Fig. 49, panel
superior), mentre que e tractament amb I'inhibidor permet |’aveng fins a la fase G1b

del cicle cd-lular (Fig. 49, panel inferior).
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Figura 49: Efecte inhibitori del receptor sobre-expressat sobre la progressio del cicle
cel-lular. Les cél-lules LNCaP es van transfectar transitoriament amb e vector EGFP-
ER?1, esvan tractar amb o sense ICl, esvan tenyir amb |P i es va analitzar € cicle per

citometria de flux.

4.2.5.3 Regulacio del factor de transcripcido APL i expressio de laciclinaD1 en cél-lules

sobre-expressades amb ER? 1
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Tenint en compte els resultats obtinguts fins e moment, varem volem testar s €
blogueig en Gla induit per la sobre-expressio d’' ER? 1 succeia a través de la regulacio
del factor de transcripcio AP1 i de I'expressié de la ciclina D1, regulada pel factor de
transcripcio AP-1.

L’andlisi de I’ activitat luciferasa de les cél-lules LNCaP co-transfectades amb els
vectors FLAG-ER?1 i AP1-LUC, mostra que Unicament les cél-lules que sobre-
expressen ER?1 i tractades amb ICl 182,780 son capaces d’ augmentar significativament
I’expressio del gen de la luciferasa (Fig. 50A; grafic esquerra). Per valorar s aquest
efecte podria ser induit també per la isoforma ER?2, les cél-lules LNCaP també es van
co-transfectar amb els vectors HA-ER?2 i AP1-LUC (Fig. 50A; gréfic dreta). Els
resultats mostren que la sobre-expressié d' ER?2 no indueix cap efecte sobre I’ activitat

transcripcional d’ AP1 (Fig. 50B).

Per tal de testar s la inhibicié d ER?1 sobre AP-1 es produia per la interaccio

entre totes dues proteines, es van transfectar transitoriament les cél -lules LNCaP amb €l

vector FLAG-ER?1, es va inmunoprecipitar la proteina de fusé FLAG-ER?1 amb
I"anticos FLAG i finament es va realitzar un western blot per detectar la subunitat c-jun
del factor de transcripcio APL i la cinasa activadora d’ APL, la proteina N-Jun cinasa
(INK). Els resultats mostren que la proteina ER?1 no interacciona amb la subunitat ¢
jun del factor de transcripcié APL, que ER?1 si interacciona amb JNK1 i que aquesta

interaccio es troba molt disminuida quan les cél-lules es tracten amb I’inhibidor ICI

182,780 (Fig. 51).
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Figura 50: Regulacié de I'activitat transcripcional d’ AP-1 per les isoformes d’'ER? sobre-
expressades en les cél-lules LNCaP. L es cél-lules es van co-transfectar amb el vector AP1-
LUC i el vector FLAG-ER?1 (A) o HA-ER?2 (B) i tractar amb E2 (10nM) i E2i ICI
(1?M) durant 36 h. L’activitat luciferasa es va normalitzar amb ?-galactosidasa. Es
mostren els promitjos + SD de duplicats de quatre experiments independents.
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Finalment, es va avaluar |’ expressio de la ciclina D1, en les cdl-lules que sobre-
expressaven ER?1 i les que també van estar sotmesses al tractament amb |’ inhibidor 1CI
182,780. El resultat del western blot de les cél-lules LNCaP, transfectades
transitoriament amb EGFP-ER?1, revela que e tractament amb I’'inhibidor augmenta

significativament els nivells de la proteina ciclina D1 (Fig. 52).
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Figura 52. Expressio de la ciclina D1 en cédl-lules transfectades amb EGFP-ER?1. (A)
Andlis per western blot de ciclina D1 en cél-lules LNCaP tractades i no tractades amb
I"inhibidor ICI (1?M). (B) Representacio grafica del’ expressio de ciclina D1 normalitzada
amb actina. Es mostren els promitjos + SD corresponents a tres experiments
independents.
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5. DISCUSSIO
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5.1 EXPRESSIO | LOCALITZACIO DELS RECEPTORS NUCLEARS EN TEIXIT |

EN LINIES DE PROSTATA HUMANA
5.1.1 Determinacié de I’ especificitat del senyal detectat amb el's anticossos d' ER?

Un dels objectius d’ aquest treball ha estat demostrar |’ expressié de les isoformes
d'ER?1i dER?2 en les linies cel-lulars i en les mostres de teixit huma de prostata. Un
dels principals obstacles en I'andisi d’'ER? és la disponibilitat d anticossos amb
suficient especificitat | sensbilitat. En aquest treball hem utilitzat dos anticossos
comercials, e PA1-313 i e PPG5/10 que reconeixen la proteina ER? 1, i un anticos no

comercial, que reconeix ER?2.

Estudis previs han demostrat que |’ anticos PA1-313 identifica per western blot
una banda amb un pes molecular aproximat de 55 kDa (Pasquali, 2001 i Skliris, 2002) i
una banda addicional de 70 kDa (Skliris, 2002). En aquest treball, nosaltres hem
detectat dues bandes, amb una mida aproximada de 64 kDa i una atra de 55 kDa i que
té el mateix pes molecular de la proteina recombinant. La especificitat de la banda de 64
kDa queda demostrada degut a que: 1) desapareix quan |’ anticos es pre-incuba amb un
excés del corresponent peptid de bloqueig i quan es transfecten les cél-lules amb
oligonucledtids antisensit de I’exd 8 de la isoforma d ER?1 i 2) I'anticos PA1-313

detecta les proteines de fusio d' ER?1 amb els epitops FLAG i EGFP en I’extrem N-

terminal. En els teixits de prostata, s han identificat proteines ER?1 amb pesos
moleculars que cscil-laven desde 63 kDa (Leav, 2001) a 55 kDa (Pascuali, 2001). En
tots dos treballs s'han utilitzat anticossos diferents, el que suggereix que aguestes
diferencies en els pesos moleculars podrien ser atribuides a I” habilitat de cada anticos a

reconéixer diferents modificacions post-traduccionals. Considerant els nostres resultats
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I"anticos PA1-313 podria reconéixer la proteina amb i sense modificacions post-

traduccionals.

En aquest treball I’anticos PPG5/10 s ha emprat per les tecniques d’inmunoblot.
S hademostrat que aquest anticos reconeix especificament la proteina ectopica ER? 1 en

lalinia cel-lular HEC de carcinoma d’ endometri.

Quant a la proteina ER?2, hem utilitzat un anticos no comercial, que hem
generat contra |’extrem carboxi-terminal de la proteina. Dues dades experimentals
demostren I’ especificitat d’aquest anticos: 1) I'experiment d’ ELISA demostra que
Unicament el sérum de conill hiper-inmunizat reconeix la proteina GST-ER??% 2) que
aguest serum reconeix també la proteina de fusé HA-ER?2 en extractes de proteina de

cél lules LNCaP transfectades amb aguest vector.

5.1.2 Expressio dels receptors nuclears en pacients amb carcinoma de prostata

En aguest treball s’ha demostrat que €els teixits humans sans i tumorals de
prostata expressen el RNA missatger i la proteina ER?1. A més, s ha constatat que
aguesta expressio és mes abundant en els teixits de pacients amb tumor gque en elsteixits
de prostates sanes. L’estudi mitjancant la immunohistoquimica ha confirmat que
aquesta isoforma s expressa tant en la prostata sana com en la tumoral. L’ expressio en
la prostata sana s ha localitzat en €s nuclis de les cél lules intermedies de la capa basal
de la zona de transicié i en els de les cél-lules hiperplasiques de I’ epiteli de la zona
periférica. En en la prostata tumoral, I’ expressio s ha localitzat tant en el's nuclis com en
els citoplasmes de les cdl-lules de I epiteli tumoral. Els resultats d ER? 1 obtinguts en
aquest treball no coincideixen amb els descrit en alguns treballs publicats (Pascuali,

2001 i Latil, 2001), en els que s airma que les mostres tumorals perden I’ expressio del
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receptor. Els diferents estadiatges de la malaltia i els diferents graus de Gleasson
estudiats entre els treballs de la literatura i aquests podrien explicar aguesta
discrepancia. En aguest estudi sha anditzat I'expressio en pacients d estadi
T2/T3NOMO de la malatiai amb un grau de Gleasson baix i mitja. Per contra, aquests
altres treballs han anditzat I'expressid en seccions de teixit tumoral amb graus de
Gleasson més alts. En agquest sentit, s’ ha demostrat que ER? 1 s expressa en les cél-lules
tumorals de Gleasson baix-mitja i que I’expressio del receptor desapareix en graus de
Gleasson més ats (Leav, 2001 i Fujimura, 2001) per metilacié de la regié promotora

(Nojima, 2001; Sasaki, 2002; Zhu, 2004).

En aquest treball no s ha pogut analitzar laimmunoexpressié d ER?2 en €l teixit
de prostata humana degut a que I’ anticos d’ ER?2 no ha funcionat per aquesta tecnica.
Altrament, sha constatat que e RNA missatger i la proteina d aguesta isoforma
S expressa més abundantment en prostates tumorals que en les sanes. A laliteratura s ha
descrit I'expressio d'aguesta isoforma en tumors de prostata (Fujimura, 2001),

contribuint avalidar els resultats obtinguts en agquest treball.

En aquest treball també hem identificat la seqiencia de la isoforma d’ ER?503
humana. L’ alineament entre la seqiiéncia humana i la de ratoli haindicat que les regions
5 de totes dues sequiencies son molt diferents perqué la seqiiencia murina és més llarga
gue la humana. A més, s ha constatat que la insercié de I'intré en la seqiencia humana
afecta a marc de la lectura de la proteina, generant una proteina truncada. L’ abséncia
d’ expressio en teixits de prostata i la deteccio feble en la linia cel -lular PC3, suggereix

que I’ expressio d’ aquesta isoforma en la prostata humana no és molt rellevant.

La funcio que exerciria ER? en les fases inicials de la carcinogénesi de prostata

€s un tema que encara no s ha resolt. Pl que faa ER?1, se li han atribuit diversos rols:
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com a supressor de tumor (Signoretti, 2001), inductor de la diferenciacié de I’ epiteli
prostatic (Imamov, 2005) i en la desdiferenciacié tumoral (Torlakovic, 2002). En aquest
treball s'ha observat que ER?1 s expressa en cél-lules epitelials proliferants dels teixits
sans i en les cd-lules epitelids de tumors, suggerint que ER?1 participa en la
proliferacio tumoral de la prostata. Molt interessant és e fet que no totes les cél-lules
expressen la proteina ER?1 amb e mateix grau dintensitat en les seccions
d immunohistoquimica. Alguns treballs han descrit diversos efectes d ER? sobre la
progressié del cicle cel-lular (Lazennec, 2001; Strom, 2004 i Paruthiyil, 2004 ) i també
I’associacio de I'expressio del receptor amb proteines especifiques del cicle cel-lular
(Jensen, 2001), suggerint la possibilitat que I’ expressio de la proteina ER? ? del teixit de

prostata reguli i/o estigui regulada durant el cicle cel-lular.

En aguest treball sha constatat que la prostata humana expressa I'enzim
aromatasa en les cdl-lules estromals. A més, sha observat que hi ha un guany de
I’expressié de I'enzim en |'epiteli del teixit tumoral. Aquests resultats confirmen els
obtinguts en altres treballs (Tsugaya, 1996; Hiramatsu, 1997 i Ellem, 2004), suggerint

gue els estrogens locals produits per la prostata exerceixen accions directes sobre
I’epiteli a través I ER?? sobre I'estroma a través d’ER?. En aquest sentit, s'ha
demostrat que els estrogens poden regular I’entrada i la progressio del cicle cel-lular
(Doisneau Sixou, 2003), €l que donaria suport ala hipotesi de que ER? podriaregular €

cicle cel-lular de les cél -lules epitelials de prostata.

Els resultats d’aguest treball pel que fa as nivells d' expressio d AR en tumors
de prostata d'estadi T2/T3NOMO han estat similars als del teixit de prostata normal.

Altres treballs han demostrat que I'expressié d’ AR ro varia entre € teixits sans i €ls
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tumor primaris de prostata (Latil, 2001 i Leav, 2001), confirmant els resultats obtinguts

en aquest treball.

5.1.3 Expressio dels receptors ales linies de cancer de prostata

Els resultats d’'aguest treball demostren que les linies cel-lulars de prostata
expressen € RNA missatger i la proteina ER?1 i ER?2. Actualment, només s ha
publicat un treball que demostri I’expressié del RNA missatger d’'ER?2 en linies de
cancer de prostata (Leung, 2006). Quant a I’ expressio del RNA missatger d ER?1, s ha
demostrat que les cel-lules PC3 I’ expressen clarament (Torlakovic, 2002; Sasaki, 2002;
Zhu, 2004) i que les en cél-lules LNCaP I'expressid és molt baixa o en alguns casos
indetectable (Sasaki, 2002; Zhu, 2004; Torlakovic, 2002). Per contra, els nivells del
RNA missatger en les cdl-lules LNCaP son elevats després del tractament amb agents
desmetilants (Sasaki, 2002; Zhu, 2004) o sotmesos a radiacié (Torlakovic, 2005). A
nivell proteic, ER?1 s ha detectat per western blot en cél-lules LNCaP (Maggiolini,
2004), i s'ha constatat un increment dels nivells de proteina després del tractament del
cultiu amb estradiol i dihidrotestosterona (Maggiolini, 2004) o després d’irradiacio

(Torlakovic, 2005).

En aguest treball també s ha demostrat que I'expressié d'ER?1 i ER?2 és més
abundant en les linies tumorals que en la linia no tumoral. Aquest resultat coincidiria
amb |’obtingut en els teixits de les prostates humanes. També s ha constatat per la
tecnica d’ immunocitoquimica que en la linia cel-lular LNCaP la proteina ER? 1 nuclear
S expressa amb diferents graus d'intensitat, suggerint que la expressié del receptor en
aquesta linia cel-lular també podria regular i/0 estar regulada en les fases del cicle

cellular.

121



En aquest treball, s ha confirmat I’expressio de I'enzim P450 aromatasa en les
linies de cancer de prostata, tal com s havia descrit préviament en la literatura (Negri-
Cesi, 1998). Tot i que en aquest treball no sha avaluat s I’enzim era actiu, atres
treballs han reportat aquesta activitat que la linia LNCaP (Castagnetta, 1997 i Lou,

2005), suggerint que I’ estradiol en lalinia LNCaP actua via autocrina a través d’ ER?.

Quant a I’expressio d' AR, €els nostres resultats confirmen que la linia cel-lular
hormono-depenent LNCaP expressa les proteines de 110 i 95 kDa (Brinkmann, 1989) i

pel que faa ER?, cap de leslinies tumorals de prostata estudiades |’ expressen.

Els resulats de I'andlisi de I’expressié dels receptors nuclears analitzats i de
I”’enzim P450 aromatasa obtinguts en aquest treball, demostren que la cél-lula epitelial
tumoral de prostata i la linia LNCaP presenten perfils d’ expressio coincidents. Aquests
resultats validen la utilitat d’ aquesta linia com a model d’ estudi de les accions d' ER? en

la prostata.

5.2. EXPRESSIO | FUNCIO D’ER? EN EL CICLE CEL-LULAR

Un altre objectiu d' aquest treball ha estat avaluar si I'expressié d ER?1 i ER?2
esta regulada durant la progressio del cicle cellular. Per assolir aquest objectiu s ha
emprat la linia cel-lular LNCaP. Es va posar a punt una técnica de citometria de flux
associada a separacio cel-lular en addicio a la sincronitzacié cel-lular com a métode
classic habitualment utilitzat per obtenir cel-lules en les diferents fases del cicle. Dos
motius ens van fer decidir €l posar a punt aguesta técnica: 1) per augmentar la puresa de
de les poblacions cel-lulars obtingudes en cada fase del cicle cel-lular, degut a la
dificultat de sincronitzar les cél-lules LNCaP amb els metodes classicsi 2) per controlar

€ls possibles canvis en I’expressio d’ ER? deguts al tractament emprat per bloguejar les
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cél-lules en les diferents fases del cicle. Utilitzant les ciclines com a marcadors
especifics de cada fase del cicle, s'ha demostrat que les cél-lules poden ser aillades en
les diferents fases considerant €l seu contingut en DNA. Els canvis en els nivells
proteics dER?? i ER??mprant aquest métode van ser corroborats per I’andlisi de
cél-lules separades a diferents temps després de la sincronitzacio en GO/G1 amb medi
deprivat d'isoleucina. Utilitzant els dos métodes, s ha demostrat que cada isoforma
presenta un perfil d’ expressio caracteristic: mentres ER??7augmenta des de lafase G1 a
la S i disminueix a nivells minims abans de comencar la fase G2/M, €els nivells
d ER??%0n elevats en la fase GO/G1, disminueixen durant lafase Si augmenten de nou
en la fase G2/M. Tant mateix, el para-lelisme observat en els nivells d expressio del
missatger i de la proteina ER??7ER??&uggereix que tots dos receptors tindrien una
regulacio a nivell transcripcional. El diferent perfil d' expressié dels dos receptors
suggereix també que durant la progressié del cicle, €l dos receptors podrien estar

regulats per promotors diferents. Dos promotors, € ON i e OK s han identificat en la
regio 5 del gen ER? (Hirata, 2001; Zhao, 2003 i Rody, 2005). El promotor OK esta
localitzat 41 kb upstream del promotor ON (Rody, 2005). El fet que la seqliéncia del
missatger d’'ER?2 (NCBI # AB006589) conté exons 5’ UTR localitzats upstream del
promotor ON, suggereix que laisoformad’ ER? 2 podria estar regulada pel promotor OK.

Si agquest fos e cas, es podria especular que elements de resposta especifics localitzats
en cada promotor regularien diferencialment I'expressi6 d’ ER?1 i d'ER???urant les

fases € cicle cel-lular. En aguest sentit, s ha demostrat que lesilles CpG localitzades en

el promotor ON son metilades progressivament en el cancer de prostata (Zhu, 2004) i de
mama (Eisslimani- Sahla, 2005). L’ existencia, doncs, de diferents promotors per ER?1 i
ER?2 podria explicar la perdua d' expressio d ER?1 i no d ER?2, durant la progressio

del cancer.
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La regulacié d altres receptors nuclears durant e cicle cel-lular ja s ha descrit
préviament. La proteina ER? ha estat detectada Unicament en la fase S de la linia
cellular osteosarcoma HOS TES85 (lkegami, 1994), I'activitat transcripcional i els
nivells de proteina d' AR es perden durant la transicio de les fases G1-S en una linia
cellular de fibrosarcoma (Martinez i Danielsen, 2002), i la isoforma ? del receptor de
les hormones tiroidals s expressa en la fase tardana de G2 i declina durant la mitosis en
céllules pituitaries GH3 (Maruvada, 2004). Més recentment, s ha demostrat que la
fosforilacié i la funcié del receptor de progesterona son també cicle-depenent amb una

major activitat durant lafase S del cicle (Narayanan, 2005).

Per altra banda, €l canvi d expressio d’ER? durant el cicle cel-lular suggereix

gue una mateixa cél -lula respondra de manera diferent as lligands estrogenics depenent
de la fase del cicle en la que es trobi. Aquest fet podria ser important a |I’hora de
sincronitzar tractaments ja que si bloquegem les cél-lules en G2/M diminuirem la seva

capacitat de respondre al's agonistes 0 antagonistes del receptor d’ estrogens.

L’analisi de la localitzaci6 subcel-lular ha demostrat que ER?1 es troba present
tant en la fraccié nuclear com en la no nuclear de totes les fases del cicle, mentres que
ER?2 eslocalitza exclusivament en la fraccié nuclear. Lalocalitzacio nuclear d ER? en
les fases G1 i S suggereix que aguest receptor modularia I’ expressié de proteines

implicades en la entrada i la progressié de lafase Sdel cicle cdl-lular.

En aquest treball s'ha avaluat si la proteina endogena d’ ER? podria actuar com a
regulador transcripcional durant € cicle cel-lular. Es conegut que ER? regula la
transcripcio, tant positivament com negativament, per dos mecanismes diferents. El
primer implica la unié d’ homodimers d’ ER? 7a les seqiencies ERE localitzades en les

regions reguladores dels gens diana del receptor d’ estrogens. El segon mecanisme es
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basa en lainteraccio d ER? amb altres factors de transcripcié com AP-1, SP-1i NF-kB.
Els experiments amb € sistema reportador de luciferasa han demostrat que I’ estradiol
indueix un augment significatiu de |’ activitat transcripcional sobre promotors regulats
per sequencies ERE en la linia de cancer de prostata LNCaP. Com que aguesta linia
cellular no expressa ER? ni tampoc observem transactivacié sobre ERE amb la
isoforma ER?2, aguesta activitat transcripcional ha de ser deguda a la isoforma ER?1.
L'analis de I'activitat luciferasa en cél-lules separades en les diferents fases del cicle
cel lular ha demostrat també que la transactivacio sobre les sequiéncies ERE és produeix
tnicament en la fase S del cicle cel-lular, coincidint amb €l nivell d' expressio maxima
de laisoforma ER? 1. Quant a |’ activitat sobre els atres elements de resposta estudiats,
ni I’estradiol ni I'inhibidor indueixen canvis sobre I’ activitat transcripcional d’AP1 i de
NF-kB. Cal destacar que I’ activitat transcripcional basal de NF-kB fou de I’ ordre de
cinc vegades superior a la de ERE o APl. Encara que s ha descrit una activitat
transcripcional basal de NF-kB molt elevada en atres linies de cancer de prostata
(Leung, 2006), I’ abséncia de canvis després del tractament amb I’ estradiol o I’inhibidor
en les cel-lules LNCaP suggereix que la proteina endogena ER? no participa en aguesta
inducci6. D’ altra banda, tampoc es pot descartar que |’ abséncia de transactivacio sobre
les seqiiencies ERE en altres fases del cicle com també |’abséncia a incapacitat de
I’estradiol per transactivar indirectament AP1 i NF-kB siguin degudes a I’insuficient
nivell d ER? endogen de la linia LNCaP. Aquesta proposta ve reforcada pel fet que la
transactivacio en ERE | AP1 varia en la fase G1 del cicle quan la proteina ER? 1 esta

sobre-expressada

Quant alafuncio d ER?1, els nostres resultats demostren que la sobre-expressio
d’'ER?1 inhibeix la proliferacid. Concretament, en aquest treball s’ ha demostrat que les

cel-lules LNCaP que sobre-expressen ER?1 disminueixen significativament la
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incorporacio de BrdU com a conseguiencia d'un bloqueig en la fase Gla del cicle
cel-lular. Altres treballs previs han descrit una associacio entre la sobre-expresié
d’'ER??7? la induccié d’ un blogueig en G1 (Martineti, 2005) com també la regulacié
negativa de I’ expressié de gens de lafase S ddl cicle cdl-lular (Lazennec, 2001; Strom,
2003 i Paruthiyil, 2004). Els resultats d’ aquest treball suggereixen que aquesta regulacié
negativa hauria de ser atribuida a una disminucié del nombre de cel -lules que entren en

fase S més que a unaregulacio directa d’ aquests gens especifics de fase S.

El bloqueig en lafase G1 del cicle cel-lular induit per la sobre-expressio d' ER? 1
en les céllules LNCaP restringeix la utilitat de la técnica a I’ estudi d’ aquesta fase. Els
resultats d’aquest treball demostren que la sobre-expressio del mutant d ER?1 en €
DBD causa també un bloqueig en la fase Gla del cicle cdl-lular, suggerint que les
accions nuclears d ER?1 en aquesta fase del cicle succeixen a través de la uni6 a altres
sequiencies del DNA o proteines. A més, s ha constatat que € blogqueig provocat per la
sobre-expressio d’'ER?1 depen de lligand, doncs I'’administracié de I'inhibidor del
receptor d’ estrogens |Cl 182,780 aconsegueix aliberar el bloqueig en Glai indueix un
blogueig en la fase G1 tardana del cicle cel-lular (G1b), suggerint que a més ER?1
regularia la transicié de les fases del cicle de Gla a G1b a través d’'un mecanisme
depenent de lligand. S ha descrit que ER?1 és capag de regular I’ activitat del factor de
transcripcio AP1 (Paech, 1997 i Webb, 1999) i que AP1 regula la transcripcié de la
ciclina D1 en preséncia de I'inhibidor ICl 182,780 (Liu, 2002). En aquest treball s ha
comprovat que unicament les cél -lules LNCaP co-transfectades amb els vectors d ER?1
i dAP1-LUC i tractades amb I’inhibidor son capaces d' activar AP1 i que la inhibicio
del receptor amb ICI 182,780 en cd-ules que € sobre-expressen augmenta
significativament els nivells de ciclina D1. En aguest treball es postula que ER? ?egula

la transicio de les fases Gla a Glb inhibint I'activitat transcripcional d’AP1. Es
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interessant destacar que ER?? no és capa¢ de redlitzar aquesta accio, donant suport a la

hipotes que unicament ER? 1 regula |’ activitat transcripcional d’ APL.

En aquest treball també hem volgut analitzar el mecanisme pel qual ER? 1 regula
I"activitat d’ AP1. Els nostres resultats demostren que ER? 1 interacciona amb la proteina
JNK1 i que aquesta interaccid desapareix quasi completament quant el receptor és
inhibit. La JINK1 és una MAPK que es trandoca al nucli on fosforilai activa el factor de
trascripcio APL, que alhora activa |’ expressio de gens del cicle cel-lular com la ciclina
D1. En aguest treball s'’ha constatat que ER?1 no interacciona amb APl i que
I’ expressio de la ciclina D1 augmenta quan €l receptor esta inhibit, suggerint la hipotesi
gue la unié6 d ER?1 ala proteina INK1 impediria I’ activacioé del factor de transcripcio
AP1 afectant negativament a I’ expressié dels seus gens diana. EI mecanisme concret pel
qual ER?1 exerciria aguesta accid no és del tot clar, perd els nostres resultats
suggereeixen que un dels mecanismes seria que la interaccio amb IJNK1 evitaria
I"activacio d’APl. En aguest sentit, es coneix que I’abséncia d'activacié d APl
disminueix la seva vida mitjana (Dunn, 2002), e que suggereix que la interaccio

d ER?1 amb JNK1 afectarial’ estabilitat d’ AP1.

La localitzacio no nuclear dER?1 i el seu canvi d expressio durant el cicle
cellular suggereix que mecanismes no nuclears també participen en la regulacié del
cicle cel-lular. S'ha descrit que ER??% associa en el citoplasma amb el receptor
d’androgens i la proteina de membrana citoplasmatica c-src (Migliaccio, 2000) i en la
fraccio mitocondrial (Yang, 2003 i Cammarata, 2005). Si les accions no nuclears
d'ER?7Juguen un paper en la progressié del cicle cel-lular i s aquestes actuen
independentment 0 en coordinacié amb mecanismes nuclears son aspectes que

requereixen ser investigats.
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Respecte alafuncio d’ER?2, no hi ha estudis postulant 1a seva funcié en €l cicle
cellular. S ha reportat que ER?2 no s uneix la seqiiencia ERE (Ogawa, 1998) i que té
una capacitat reduida per unir-se a DNA (Peng, 2003). Experiments in vitro han
revelat que ER?2 és capag de dimeritzar amb ER? i inhibir la seva activitat
transcripcional, perd contrariament no presenta tal efecte sobre ER?1 (Ogawa, 1998 i
Peng, 2003). Recentment, s ha demostrat que ER?2 és capac d’ heterodimeritzar amb
ER?1 i promocionar la seva transactivacié (eung, 2006). En aquest treball, hem
demostrat que ER??7 ER? 2 es co-expressen en € nucli deles cel-lulesen lesfases Gl i
S dd cicle cd-lular de la linia LNCaP. En aguest context especific, es podria
hipotetitzar que durant la fase S ER?2 heterodimeritzaria amb ER?1 promocionant
I’activitat transcripcional sobre les seqliéncies ERE i contrariament, no redlitzaria
aquesta funcio en G1 perque els nivells d' ER? 1 durant aquesta fase serien insuficients
per activar la transcripcid. D’dtra banda, durant la fase G2/M, ER?2 S expressa
abundantment i ER?1 és gairebé absent. En aquest sentit, S ha demostrat que laregié D
d’'ER? interacciona amb la proteina implicada en el checkpoint de mitosis MAD2
(Poezl, 2000), tot i que e significat d’ aquesta interaccioé continua sent desconeguda. En
un treball previ del nostre grup, es va mostrar que la sobre-expressié d ER? estava
associada amb un augment en |’ expressié de MAD2 en espermatocits primaris del ratoli
transgenic amb el gen de rata ABP, bloquejats en metafase (Selva, 2004). Aquests
resultats obtinguts en aquest treball suggereixen que s ER? juga agun paper en €
spindle checkpoint de mitosi i/o meiosi, aguesta accié hauria d'implicar ER?2, € que

actuaria possiblement mitjancant la interaccio amb altres proteines.
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10.

11.

12.

Els anticossos PA1-313 i PPG5/10 reconeixen especificament la proteina ER? 1
humana i I'anticos policlona generat contra la part carboxi-terminal d’ ER?2
reconeix especificament la proteina ER? 2 humana.

La prostata humana sana i tumoral expressa el missatger i la proteina ER?1 i
ER?2.

L’enzim P450 aromatasa sexpresa a les cél-lules estromals de la prostata
humana tan sana com tumoral i ales cél-lules epitdials de la prostata tumoral .

La longitud de la sequéncia de la isoforma d’ ER?503 humana és menor a la de
la sequiencia murina. La traduccié de la seqliencia humana genera una proteina
truncada

El RNA missatger de la seqiencia d ER?503 no S expressa en els teixits de
prostata humana, el que suggereix que la participacié d’ aquesta isoforma en el
mecanisme d’ accio del's estrogens és poc rellevant en aquest teixit.

L’ expressio d’' AR en tumors de prostata d estadi T2/ T3NOMO és similar ala de
la prostata sana.

La linia cel-lular LNCaP expressa AR, ER? i P450aromatasa i no expressa
ER?. Aquest patré d’ expressio és similar a de les cel-lules del cancer de
prostata huma, fet que valida la utilitat d’ aquesta linia com a model d’ estudi de
les accions d’ ER? en la prostata.

Les cel-lules LNCaP cultivades asincronicament poden ser aillades en les
diferents fases del cicle cel-lular per citometria de flux considerant el seu
contingut en DNA. Aquest procediment permet I’extraccio de proteines i
I’analis de la seva expressio per westen blot aixi com I'andlis de la seva
activitat transcripcional per assaigs de luciferasa.

Les isoformes d'ER? mostren un perfil d'expressié especific durant la
progressio del cicle cel-lular de la linia LNCaP. L’expressio d' ER?1 augmenta
desdelafase Gl alaSi disminueix abans d' arribar alafase G2/M i |’ expressio
d' ER?2 esta present en G1, disminueix en S i augmenta de nou en la fase
G2/M.

El perfil d'expressié del RNA missatger ' ER?1 i ER?? durant la progressio
dd cicle cel-lular és similar a de la proteina, € que suggereix una regulacio de
I’ expressié de cada isoforma a nivell transcripcional.

L’estradiol indueix un augment significatiu de |'activitat transcripciona
d’ ER??&0bre promotors regulats per sequencies ERE en la fase S del cicle
cel-lular.

L’'estradiol i I'inhibidor IClI 182,780 no indueixen canvis sobre |’ activitat
transcripcional d’ APL1i de NF-kB.
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13.

14.

15.

16.

La sobre-expressio d ER?1 en les cdl-lules LNCaP indueix un blogueig en la
fase Gla del cicle cel-lular i lainhibicié d’'aquest receptor indueix €l blogqueig
en la fase G1b. Aquesta inhibicié s associa a un guany en |’ activitat del factor
de trarscripcid APL.

El doble bloqueig induit en lafase G1 del cicle cel-lular indica que ER?1 regula
negativament la progressio de la fase G1 i I'entrada en la fase S a través de
diversos mecanismes.

La localitzacio no nuclear dER?1 i e seu canvi d expressio durant el cicle
cel -lular suggereix que mecanismes no nuclears també participen en la regulacio
del cicle cdl-lular.

En la fase G2/M dd cicle cel-lular S expressa mgjoritariament ER?2, € que
suggereix la seva participacio en la regulacio de la fase de mitosi.
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