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Resumen

En €l presente estudio se investigé la relacion existente entre las vias de sefializa-
cién de la progesterona y del factor de crecimiento heregulina (IIR(G) en tumores mamarios.

Se utilizé un modelo experimental de carcinogénesis hormonal en el cual el
progestageno sintético acetato de medroxiprogesterona (MPA) indujo adenccarcinomas
mamarios en ratones hemhras del tipo Balb/c. MPA produjo una regulacién in vivo de la
expresion del mRNA de HRG en las lineas tumorales progestdgeno-dependientes (HD). La
progresion de los tumores mamarios a un fenotipo progestdgeno-independiente (HI) estu-
vo acompaiada de una alta expresion constitutiva de HRG. El mensaje de HRG fue iden-
tificado en lag células del epitelio tumoral y no en los fibroblastos adyacentes. Se utiliza-
ron los cultivos primarios de las células epiteliales malignas de una linea tumeral HD
para investigar la participacién de HRG en la proliferacién celular. El HRG indujo un
potente efecto proliferativo en estas células y potencid los efectos mitogénicos de MPA. Al
bloquear la sintesis de HRG endégena por oligodeoxinucledtidoes antisentido (ASODN) para
mRNA HRG se inhibié el crecimiento celular inducido por MPA, indicando asi que la
heregulina actita como mediadora del crecimiento celular inducido por MPA. En las célu-
las HD se encontraron altos niveles de expresién de ErbB-2 y ErbB-3 y bajos niveles de
ErbB-4. El tratamiento de estas células con MPA o HRG dio como resultado fosforilacién
en tirosina de ErtbB-2 y ErbB-3. Ademas, se inhibieron los efectos proliferativos de HRG y
MPA cuando se traté a las células con ASODN para mRNa ErbB-2, proporcionando asi
evidencia de un papel eritico del ErhB-2 en el erecimiento inducido por HRG. Finalmente,
el bloqueo de la expresién del receptor del factor de crecimiento semejante a la insulina
tipo 1 (IGF-IR) con ASODN dio como resultado la inhibicién total del efecto proliferativo
de HRG, demostrando asi que se requiere un IGF-IR funcional para manifestar la activi-
dad mitogénica de HRG. Estos resultados proporcionan la primera evidencia de interac-
cién entre la progesterona y las rutas de transduecién de sefiales HRG/ErbB en el cancer
de mama y la primera demostracién de la necesidad de 1a presencia del receptor de IGF-1
para observar los efectos proliferativos de ia heregulina.

Abstract
The present study addressed links between progestin and heregulin (HRG)

signaling pathways in mammary tumors. An experimental model of hormonal
carcinogenesis, in which the synthetic progestin medroxyprogesterone acetate (MPA)

Conferencia pronuncicda en su incorporacion como Académico Titular, el 4 de julio de 1997.

-57 -



induced mammary adenocarcinomas in female Balb/c mice, was used. MPA induced an in
vivo up-regulation of HRG mRINA expression in progestin-dependent (HD) tumor lines.
Mammary tumor progression to a progestin-independent (HI) phenctype was accompanied
by a high constitutive expression of HRG. The HRG message arose from the tumor epithelial
cells. Primary cultures of malignant epithelial cells from a HD tumor line were used to
investigate HRG involvement on cell proliferation. HRG induced a potent proliferative
effect on these cells and potentiated MPA mitogenic effects. Blocking endogenous HRG
synthesis by antisense oligodeoxynucleotides (ASODNg) to HRG mRNA inhibited MPA-
induced cell growth, indicating that HRG acts as a mediator of MPA-induced growth. High
levels of ErbB-2 and ErbB-3 expression and low ErbB-4 levels were found in HD cells.
Treatment of these cells with either MPA or HRG resulted in tyrosine phosphorylation of
both ErbB-2 and ErbB-3. Furthermore, both HRG and MPA proliferative effects were
abolished when cells were treated with ASODNSs to ErbB-2 mRNA, providing evidence for
a critical role of ErbB-2 in IIRG-induced growth. Finally, blocking type | insulin-like growth
factor receptor (IGF-IR) expression with ASODN resulted in the complete inhibition of
HRG proliferative effect, demonstrating that a functional IGF-IR is required for HRG
mitogenic activity. These results provide the first evidence of interactions between progestins
and HRG/ErbB signal tranduction pathways in mammary cancer and the first

demonstration that IGF-IR is required for HRG proliferative effects.

s

Introduccion

~ La familia de las heregulinas o del
factor de diferenciacién Neu (NDF) compren-
de una serie de polipéptidos que comparten
una fraccién de estructura similar al factor
de crecimiente epidérmico (EGF) que actia
como dominio de enlace con receptores (Peles
y Yarden, 1993; Wen y al., 1994), De acuerdo
con la estructura de esta regién, se pueden
distinguir dos subclases principales de varian-
tes de HRG, alfa y beta (Carraway y Cantley,
1994). HRG ejerce una variedad de acciones
fisiolbgicas mediante una sefializacidén
combinatoria Unica. Dos miembrog de la fa-
milia de receptores con actividad de quinasas
de tirosina-tipo 1 (RTKs-I), el ErbB-3 y el
ErbB-4 actian como mediadores de funciones
de la HRG (Carraway y Cantley 1994). Los
otros miembros de la familia de las RTKs-I,
ErbB-1 (o0 EGF-R) y ErbB-2 son los co-recep-
tores (Pinkas-Kramarski et al., 1997). La ac-
tivacién de RTKs - I mediante HRG inicia
las cascadas de transduccién de sefiales invo-
lucradas en las respuestas celulares tales
como la proliferacién y la diferenciacion. El
tratamiento con HRG de las células cancero-
sas mamarias induce la activacién de las
quinasas Erk/MAP (Marte et al., 1995 A,
Sepp-Lorenzino et al., 1998) quinasas Jnk/
SAP (quinasas de proteinas activadas por

stress) (Amundadottir y Leder, 1998),
quinasas p70/p85 86 (Marte et al., 1995%) y
la fosfoinositol 8 -quinasa (PI-3K) (Sepp-
Lorenzino et al., 1996, Amundadottir y Leder,
1998).

Es particularmente interesante el
papel del ErbB-3 en la activacién de PI-3K,
va que ErbB-3 posee la capacidad dinica entre
RTKs-I de promover su unién con la subuni-
dad regulatoria p85 de PI-3K (Carraway y
Cantley, 1994, Fedi et al., 1994, Graus-Porta
et al., 1997). La capacidad de ErbB-3 para aso-
ciarse con PI-3K le otorga a este receptor la
posibilidad de compartir rutas de sefializacién
con factores de crecimiento semejantes a la
insulina (IGFs) porque la activacién del re-
ceptor IGF tipo 1 da como resultado la
fosforilacién en tirosina de la proteina IRS-1
que a su vez se une a p85 vy provoca su activa-
cién (Backer et al., 1993).

Los efectos biclégicos de HRG presen-
tan variaciones que dependen del tipo celu-
lar, la isoforma de HRG, v los complementos
celulares de RTKs-I disponibles para compo-
ner heterodimeros funcionales. Algunas iso-
formas de la HRG son conocidas por inducir
la detencién del crecimiento y la diferencia-
ci6n de las células epiteliales mamarias, mien-
tras que otras células mamarias responden
mitogénicamente (Yang et al., 1995, Marte et
al., 1996b, Ram et al., 1995). Se han informa-



do también, efectos estimulatorios (Holmes et
al., 1992, Lewis et al., 1996) e inhibitorios
(Peles et al., 1992; Bacus et al., 1993, Culous-
~ cou et al., 1993) de HRG en la proliferacién
de las lineas celulares de cancer mamario, ex-
presando difentes niveles de ErbB-2. Ademas
se ha encontrado un efecto bifasico de HRG
en la proliferacién de células gue sobreexpre-
san ErbB-2. En la linea celular BT-474, HRG
en bajas dosis induce el crecimiento celular y
en dosis elevadas inhibe la proliferacién
(Grunt et al., 1995). Se amplié la evidencia
de la participacién de la HRG en la carcino-
génesis mamaria por la sobreexpresitn de
HRG en ratones transgénicos (en estos rato-
nes hembras, los adenocarcinomas mamarios
surgen de manera estocastica luego de varias
prefieces (Krane y Leder, 1996).

Se han descripto los enlaces entre la
ruta de sehalizacién HRG/ErbB-2 y el recep-
tor de estrégeno (ER). El tratamiento de li-
neas celulares cancerosas mamarias hormo-
nodependientes con HRG da como resultado
una disminucion de la expresion de ER (Sa-
ceda et al,, 1996; Pietras et al., 1995). Sin
embargo, es atin un punto de controversia si
la desregulacién de ER inducida por HRG es
seguida por induccién (Pietras et al., 1995) ¢
por inhibicién (Saceda et al., 1996) de la acti-
vidad de ER. Por otra parte, el tratamiente
de las células cancerosas mamarias con es-
trégenos da como resultado una disminucién
de la expresién de ErbB-2 (Grunt et al., 1995).

El objetivo del presente estudio fue el
de investigar las interacciones entre los pro-
gestdgenos v las rutas de sefializacién de la
HRG usando el modelo bien caracterizado de
carcinogénesis hormonal en el cual el proges-
tageno sintético acetato de medroxiprogeste-
rona induce adenocarcinomas mamarios en
ratones hembras Balb/c (Molinolo et al., 1987;
Lanari et al., 1989). La mayoria de los tumo-
res inducidos por MPA son de origen ductal,
expresan altos niveles de receptores de pro-
gesterona y estradiol y se mantienen mediante
transplantes singeneicos en ratones tratados
con MPA, demostrando un patrén de creci-
miento progestageno-dependiente (HD) (La-
nari el al.,, 1989). Mediante transplante a ra-
tones libres de tratamiento se generaron va-
riantes de tumores con un patrdén de creci-
miento independiente de MPA (HI). Estos tu-

mores HI expresan el mismo contenido de ER
y PR que sus correspondientes HD parenta-
les (Lanari et al., 1989). Finalmente, MPA
induce una pequeria cantidad de carcinomas
mamarios lobulillares carentes de expresion
de ER y PR y evidencian un comportamiento
independiente de MPA (HI) (Molinolo et al.,
1987; Lanari et al., 1989).

Encontramos que la expresién de
HRG in vivo en tumores HD estd bajo control
de MPA. La progresion tumoral mamaria ha-
cia un fenotipo hormono-independiente esta
acompafiada por un expresién altamente cons-
titutiva de HRG. Hemos utilizado cultivos
primarios de células epiteliales de una linea
tumoral HD para estudiar la participacidn de
HRG en el crecimiento celular y demostrar
que la HRG estimula la proliferacién celular
y puede potenciar los efectos proliferativos de
MPA. El tratamiento con MPA y HRG de las
células HID da como resultade una fosforila-
cién en tirosina de ErbB-2 y ErbB-3. Hemos
bloqueado la expresion de HRG y ErbB2 uti-
lizando oligodeoxinucleotidos antisentido
(ASODN) y hemos demostrado que la HRG
actia como mediador de la proliferacién in-
ducida por MPA v que el ErbB-2 es esencial
en esta via mitogénica. Finalmente hemos de-
mostrado por primera vez, segin nuestro co-
nocimiento, la necesidad de la presencia del
receptor del factor de crecimiento IGF-1 para
que se evidencie la actividad biolégica de la
heregulina .

Resultados

Expresién del mensajero de heregulina en li-
neas in vivo de tumores mamarios inducidos
por MPA,

A fin de obtener zondas homélogas
para el analisis de la expresion de heregulina
en los tumores mamarios murinos, se clonaron
dos fragmentos de HRG murino utilizando las
técnicas de PCR y ¢cDNAs obtenidos a partir
de tumores HD de nuesiro modelo experimen-
tal. El andalisis secuencial de los fragmentos
localizados en el dominio Ig (fragmento 1) y
en el dominio de la cola citoplasmica (frag-
mento 2) demostraron un alto grado de
homologia con los genes de la rata (Wen et
al., 1992 ) fragmento 1: 89%, fragmento 2: 92%
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Fig. 1. Expresion de heregulina en adenocarcinomas mamarios inducidos por MPA. A) Treinta
microgramos de RNA total fueron estudiados mediante la técnica de proteccion a RNAsas hibridizéndolos
con zondas para HRG y rpL.32. El fragmento protegido para la ERG es de 333 bp y para rpl32 es de 76
bp. MWM: marcadores de peso molecular; +MPA: tumores en crecimiento en animales tratados con
MPA. B) Cuantificacién del mensajerc para HRG. Las sefiales de las hibridizaciones fueron medidas
densitométricamente y normalizadas con el control rpL.32. El histograma representa los datos de cuatro
experimentos con las correspondientes desviaciones estandar del promedio. C) Localizacion celular de
HRG. Los ensayos fueron realizados con RNAs provenientes de cultivos de células epiteliales () y fibro-
blastos (F) de los tumores 59 y C4 HD.
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y con genes de HRG humano (Lupu y Lippman
1993) fragmento 1: 83 % frgamento 2; 89%.

La expresion de HRG se estudid me-
diante ensayos de proteccién a la RNAsa uti-
lizando el fragmento 1 como zonda. Esta
zonda reconoce ambas isoformas de la
heregulina.

En el presente estudio se incluyeron
los tres tipos de tumores del modelo de carci-
nogénesis mamaria inducido por MPA ya
mencionado.

La expresion in vivo del mRNA de
HRG se encontré en lineas tumorales hormono
dependiente C4, D5 y 53. Se detectd un au-
mento significativo del mensajero de 2 a 5
veces en tumores desarrollados en ratones
tratades con MPA, en comparacién con los
mismos tumores desarrollados en ratones li-
bres de tratamierifo (Figura 1 Ay B). El men-
sajero de HRG también se detecto en las va-
riantes HI de origen ductal, con niveles simi-
lares a los observados en tumores HD desa-
rrollados en ratones tratados con MPA (Figu-
ra 1 Ay B). Sin embargo,el mensaje no fue
evidenciado en las lineas HI de histologia
lobulillar 39,565,60 y 52B (Figura 1 A).

Localizacion celular del mensajero de
heregulina .

A fin de identificar el origen celular
de HRG, se investigaron los RNA obtenidos
de cultivos primarios de células epiteliales y
fibroblastos tumorales. La expresién de
mRNA HRG se limito a células de origen epi-
tehial. En la Figura 1C se muestran los resul-
tados representativos en tumores 59HD y
C4HD.

Farticipacién de HRG en la proliferacion de
los cultivos primarios de la linea tumoral
C4HD.

La linea tumoral C4HD fue seleccio-
nada para estudiar la participacion de HRG
en el crecimiento in vive, porque ha sido ex-
tensamente caracterizada en relacion a su res-
puesta al MPA y por su comportamiento
proliferativo in vitro (Dran et al., 1995). Ade-
mas la linea C4HD expresa el menor nivel de
HRG endogeno entre las lineas HD estudia-
das, posibilitando la deteceidn de efectos bio-

légicos cuando se afiade HRG en forma
exégena.

Expresion del receptor ErbB.

Primero investigamos los complemen-
tos celulares del receptor ErbB expresado en
las células CAHD. Se realiz6 Western Blot en
lisados de células C4HD con anticuerpos para
ErbB-2, ErbB-3 y ErbB-4. Como control para
los niveles de la expresion de ErbB-2 se usé
Ia linea celular MCF-7 de cancer de mama
humano que contiene bajos niveles de ErbB-
2. Las células C4HD expresaron significati-
vamente niveles superiores de ErbB-2 que las
células MCF-7 (de tres a cinco veces), compa-
rables a las consideradas como sobreexpresién
en lineas celulares de cancer de mama huma-
no (Figura 2) (Lupu y Lippman, 1993). Los
niveles de ErbB-3 también fueron altos y com-
parables con la expresién de ErbB-2. Nuestro
andalisis de la expregién de ErbB-4 en estas
células usandoe un panel de anticuerpos espe-
cificos para ErbB-4, indicé que la expresién
de ErbB-4 fue significativemente menor que
para ErbB-2 o ErbB-3.

HRG estimulda la proliferacion de cultivos epi-
teliales de la linea tumoral C4HD.

I.a actividad mitogénica de la here-
gulina fue evidenciada mediante el agregado
de HHIRGb1 en concentraciones que varian de
0,02 a 200 ng/ml a cultivos de células tumo-
rales epiteliales C4HD y la medicién de la
incorporacién de 3H-timidina. HRGb1 en con-
centraciones de 2ng/ml y mayores aumenté
significativamente la incorporacién de 3H-ti-
midina repecto a las células controles crecien-
do en 2,5% de suero fetal bovino libre de este-
roides (ChFCS) (Figura 3). Ademas, la HRG
{20-200 ng/ml) fue capaz de potenciar los efec-
tos estimulatorios de MPA (Figura 3).

Oligodeoxinucledtidos antisentido para
mERNA HRG inhiben la proliferacién de célu-
las C4HD.

La incubacién de células epiteliales
C4HD con oligodeoxinucleétidos antisentido
(ASODNs) para mRNA HRG dio como resul-
tado una inhibicién, de la proliferacién celu-
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Fig. 2. Expresion de receptores ErbB en células epiteliales del tumor C4HD. Se realizé electroforesis de
ochenta microgramos de proteinas provenientes de lisados celulares del tumor C4HD. La identificacién
fue realizada mediante anticuerpos especificos para ErbB2, ErbB3 v ErbB4. Extractos de las células
MCF-7 fueron utilados como control de expresién de los niveles de ErbB2.
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Fig. 3. Efecto de la heregulina sobre la proliferacidn de las eélulas C4HD en cultivo. Cultivos primarios
de células epiteliales del tumor C4HI) se incubaron con medio conteniendo 2,5% de suero fetal bovino
libre de esteroides suplementado con 10 nM MPA, heregulina en diferentes concentraciones y MPA con
HERG. Laincorporacién de 3H-timidina fue utilizada como parametro de sintesis de DNA. bvsa, cvs a:
p<0.001. Los datos presentados son promedio = 8D de tres experimentos.

lar mediada por MPA (Figura 4A). La adicién
de HRGbD1 a las células C4HD tratadas con
ASODNs revirtia completamente la inhibicién
del crecimiento (Figura 4A). Los oligonucled-
tidos controles sense (SODNSs} v scrambled,
en las mismas concentraciones (Figura 4} nc
tuvieron efecto alguno en el crecimiento celu-
lar. El crecimiento basal de células C4HD,
también fue inhibido por ASODNs (Figura

4A). No hubo evidencia de toxicidad celular
en respuesta a la adicién de ODNs. La eva-
luacidn del efecto de los oligodeoxinucléotidos
en la expresién de HRG fue realizada median-
te inmunoblotting de lisados de células C4HD.
La evaluacion dengitométrica demostré que
se redujeron los niveles de HRG en 76% iue-
go de tratamiento de ASODN 4uM, mientras
que los SODNs no modificaron los niveles de
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Fig. 4. Inhibicién de la proliferacion de las células C4HD por oligedecxinuclestidos antisentido del men-
sajero de heregulina. A) Células epiteliales del tumor C4HD fueron incubadas durante 48 horas con
ASDNAs para HRG mRNA, con 10 mM MPA + 4uM ASODN suplementados con 2ng/ml de HRG. La
incorporacion de timidina fritiada fue evaluada como indice de sintesia de DNA. Los datos representan
el promedio + 8D de cuatro experimentos. b vs a, ¢ vs a, y d vs b: p<0.001, B) Efecto de HRG ASODNs
sobre la sintesis de heregulina. Ochenta g de proteinas de lisados de células del tumor C4HD fueron
sometidos a electroforesis en geles de poliacrilamida, transferidos a membranas de nitrocelulosa y reve-
lados con anticuerpos especificos para HRG. Linea 1: células creciendo en medio conteniendo 10 nM
MPA, linea 2: 10 nM MPA + 4uM SODN; linea 3: 10 nM MPA + 4uM ASQODN, El anélisis densitométrico
de la banda correspondiente a HRG est4 expresado como porcentaje del control.

este factor (Figura 4B).

Fosforilacidn en tirosina de la familia de re-
ceptores ErbB.

A fin de ampliar nuestras observacio-
nes de que HRG puede actuar como mediador
de los efectos proliferativos de MPA, estudia-
mos el nivel de la fosforilacién en tirosina de
los receptores ErbB como marcadores de acti-
vacién, Por lo tanto, se realizé inmunopreci-
pitacién de extractos de células C4HD trata-
das con MPA o HRG con anticuerpos anti
ErbB-2 o0 ErbB-3 v se determing el contenido
de fosfotirosina de estos receptores mediante
Western blotting con un anticuerpo anti-fos-
foticosina. La Figura 5 muestra que la fosfo-
rilaciéa dela tirogina de ambos receptores fue
indetectable en las células que crecen en 2,5%
ChF(CS, mientras que MPA y IIR( indujeron
una fuerte fosforilacién tanto de ErbB-2 como

de ErbB-3.

Oligodeoxinucleotidos antisentido del mRNA
ErbB-2 inhiben tanto la proliferacién de célu-
las C4HD inducida por MPA como por HRG.,

La incubacion de las células C4HD
con ASQODNs del mRNA ErB-2 inhibié la pro-
liferacién mediada por HRG (Figura 6A).
Nuestros resultados indican que el crecimien-
to inducido por MPA de las células C4HD est4
mediado por HRG, produciendo la activacién
de ErbB-2 v ErbB-3, por ello investigamos si
ErbB-2 es un componente critico en esta ruta
de senalizacién. La incubacién de células
C4HD con ASODN a ErB-2 dio como resulta-
do una inhibicién de la proliferacién celular
mediada por MPA (Figura 6A).

El efecto de los ODNs a ErbB-2 sobre
la expresién de proteinas se evalué mediante
inmunodeteccién en lisados de células C4HD.
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Fig. 5. Induceién de la fosforilacién en tirosina de
ErbB2 v ErbB3 por MPA y HRG. Cultives prima-
rios de células epiteliales del tumor C4HD fueron
tratados eon 10 nM MPA o 2ng/ml HRG. Como con-
trol se utilaron células creciendo en medio de cul-
tivo conteniendo 2,5% suero fetal bovino libre de
estercides. De los lisados celulares se inmunopre-
cipitaron ErbB2 v ErbB3 y los inmunocomplejos
fueron sometidos a electroforesis y analizados por
Western blot con un anticuerpo monoclonar anti
P-tirosina (A y C). Alicuotas equivalentes de cada
inmunoprecipitado fueron analizados con anti
ErbB2 (B) o anti ErbB3 (D). W: western blot; IP:
inmunoprecipitacitn.

La Figura 6B muestra los resultadoes obteni-
dos cuando se uso ASODNs para inhibir la
proliferacién inducida por MPA. La evalua-
cion densitométrica demostro que los niveles
de ErbB-2 se redujeron en un 68% luego de
tratamiente con 2mM ASODNs mientras que
SODNs no redujeron los niveles de ErbB-2.
Se obtuvo una inhibicién similar de la expre-
gi6n de la proteina ErbB-2 cuando se usé
ASODNSs para inhibir el crecimiente estimu-
lado por HRG.

Oligodeoxinucledtidos antisentido para el
mRNA del recepior de facior de crecimiento
semejante a la insulina tipo 1 (IGF-IR) inhtben
la proliferacion inducida por HRG en las cé-
lulas C4-HD.

Hemos demostrado previamente, me-
diante el uso de oligodeoxinuclettidos

antisentido para mRNA IGF-IR, que se re-
quiere un IGF-IR funcional para evidenciar
la proliferacién inducida por MPA en las cé-
Julas HD (Elizalde et al., 1998). Por lo tanto,
decidimos investigar si la HRG también re-
queria la presencia de un receptor de IGF-1
funcional para demostrar su actividad
mitogénica. La Figura 7 muestra que el tra-
tamiento de las células C4HD con ASODNs
para IGF-IR dio como resultado una inhibi-
cién completa de la proliferacién inducida por
HRG de las células C4HD. Las células trata-
das con ASODNs mostraron una disminucién
de 78% en la cantidad de IGF-IR segin el
anélisis de Scatchard. La cantidad de recep-
tores en las células epiteliales controles C4HD
tratadas con SODNs fue de 48,6 +4,1 fmol/
mg proteina, mientras que en las células tra-
tadas con ASODNs fue de 10,5+1,1 fmol/mg
proteina.

Discusidn

En el presente estudio, hemos detec-
tado la expresién HRG en lineas tumorales
tn vivo de un modelo de carcinogenesis
mamaria inducido por MPA en ratones Balb/
¢ {Molinclo et al., 1987; Lanari et al., 1989),
El mensajero de HRG se confindé a tumores
de origen ductal, ER y PR positivos, no en-
contrandose en tumores de histologia
lobulillar carentes de receptores hormonales
esteroideos. La expresion de mRNA HRG fue
estudiada por otros autores, en un nimero
pequefio de carcinomas mamarios primarios
humanos (Normanno et al., 1993, 1995) no
encontrando correlaciones entre su expresion,
el estado nodular y la presencia de EGF-R o
ErbB-2 (Normanno et al., 1993, 1985). Algu-
nos autores han descripto una asociacion en-
tre la expresién HRG v ausencia de metdsta-
sis en nodulos linfaticos en tumores mamarios
humanos (Bacus et al., 1993). Se ha descripto
tamhién, que la sintesis de mRNA HRG esta-
ba muy restringida a las lineas celulares de
cancer mamario (Normanno et al., 1993; Lupu
y Lippmann, 1993) y no era afectada por 17
B-estradiol en las células MCF-7 (Normanno
et al., 1993).

En nuestros estudios, hemos encon-
trado que el MPA indujo un regulacion in vivo
de los niveles de mRNA HRG en las lineas
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Fig. 6. Inhibicion de la produccién de HRG y de la proliferacion inducida por MPA mediante la utiliza-
ci6n de oligodeoxinucledtidos antisentido (ASDNs) del ErbB2-mRNA. A) Cultivos primarios de células
epiteliales de tumores C4HD fueron incubados durante 48 horas en medio con 2,5% de suero fetal bovino
suplementado con 10 nM MPA, 20ng/ml HRG, MPA 0 HRG + ASODNs 0 SODNs para ErbB2-mRNA. Los
datos son promedio de cuatro experimentos,bvs aycvsb, d vs a, e vs d :p<0.001. B) Efecto del ASODNg
sobre la sintesis proteica de ErbB2. Western blot de; linea 1: extractos de células ereciendo en 10 nM
MPA; linea 2: 10 nM MPA + 2uM SODN; linea 3: 10 nM MPA + 2uM ASODN. El an4dlisis densitométrico
de la banda de ErbB2 se expresa como porcentaje del control.

HD. Segin nuestro conocimiento, este es el
primer estudio que explora la regulacién por
progestagenos de la sintesis de HRG en cén-
cer mamaric; no obstante Yang et al. (1995),
demostraron que la expresién de HRG en la
glandula mamaria del ratén estd bajo estric-
to control hormonal. La HRG se expresa en
las células mesénquimaticas adyacentes al
epitelic ductal durante el desarrcllo 16bulo-
alveolar en la prefiez. El mensajero de HRG
no fue detectado durante el periodo prepube-
ral ¥ su expresidn disminuys abruptamente
durante la lactancia y esta ausente durante
la involucién glandular (Yang et al., 1995).
Estos descubrimientos, como los nuestros,
sugieren que la progesterona controla la sin-
tesis de HRG, Sin embargo, en nuestro mode-
lo tumoral mamario, la fuente de HRG es la
célula epitelial maligna, que también expre-

sa los receptores de HRG ErbB-3 y ErbB-4 y
el coreceptor ErbB-2. De esta forma, el cam-
bio realizado de un rol paracrino del HRG en
la glindula mamaria normal a un rol auts-
crino en el cancer mamario, puede reflejar una
subversién de los mecanismos normales de
control del crecimiento, que da como resulta-
do una ventaja proliferativa para las células
tumcrales.

La progresién a un fenotipe hormo-
no-independiente de Jos tumores ductales es-
tuvo acomparnada por una expresién altamen-
te constitutiva de HRG. Este descubrimiento
concuerda con los resultados anteriores (Pie-
tras et al.,, 1995) que demostraron que la
transfeccion estable de las células MCF-7 con
un gen complete de HRG que produce la so-
breexpresién de HRG posibilité que las célu-
las transfectadas MCF-7 crezcan en ratas ati-
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Fig. 7. Inhibieidn de la proliferacién celular de las
células C4HD, inducida por HRG, mediante
oligoniucledtidos antisentido para el mENA del re-
ceptor de IGF-L. Cultivos primarios de células epi-
teliales C4HD fueron inecubadas durante 48 horas
en medioc con 2,5% suero fetal bovino libre de este-
roides suplementado con 20ng/ml HRG o 20ng/m!
HRG + 40 ng ASODNs o SODNs para IGF-IR
mEBNA. Se determing la incorporacién de timidina
tritiada como indice de sintesis de DNA. Los re-
sultados son promedio de tres experimentos; b vs
a;cvs b p<0.001.

micas, ovariectomizadas sin suplemento de
estrogenos. En forma similar, el crecimiento
estrégeno-independiente y la resistencia a
antiestrogenos in vifro e in vivo, se observé
cuando las eélulas MCT-7 fueron transfecta-
das con el gen mencionado (Tang et al., 1996).
Ademads se demostrd que la transfeccién de
células MCF-7 con HRG ¢cDNA o el tratamien-
to de estas células con HRG provoct una dis-
minucién significativa en la expresion del re-
ceptor estrogénico (Pietras et al., 1995, Sace-
da et al. 1996). La exposién prolongada de las
células MCE-7 a HR( también dio como re-
gultado una disminucidn del contenido de PR
(Pietras et al., 1995). Al respecto, es impor-
tante destacar que en nuestro modelo in vivo,
la progresién hacia un fenotipo hormono-in-
dependiente asociada con una alta expresién
consitutiva de HRG, no involucra ningdn cam-
bio en ¢l ntimero ni en la afinidad de los re-
ceptores para estradiol y progesterona..

Los estudios in vitro de los efectos del
HRG ex6geno sobre el crecimiento de cultivos

primarios de células epiteliales C4HD demos-
tré que la HRG es capaz de inducir una res-
puesta proliferativa tan potente como el MPA
en estas células. Ademas la HRG potenci6 los
efectos estimulatorios de MPA. Aidn debe
dilucidarse si los efectos proliferativos de HRG
y la potenciacién del erecimiento inducido por
MPA involucra la activacién del receptor de
progesterona, como se evidencié para el re-
ceptor de estrégeno (Pietras et al., 1995). La
participacién de la HRG como mediador del
crecimiento inducido por MPA de las células
C4HD fue demostrado mediante el uso de una
estrategia antisentido para el mRNA HRG en
1a cual el bloqueo de HRG endégeno median-
te ASODNSs inhibi6 el crecimiento celular in-
ducido por MPA.

Los efectos biolégicos de HRG pueden
atribuirse en parte a los complementos celu-
lares de los receptores con actividad de qui-
nasa tipo 1 (RTKs-I) disponibles para compo-
ner heterodimeros funcionales. En las célu-
las C4HD hemos encontrado altos niveles de
ErbB-2 y ErbB-3 v muy bajos niveles de ex-
presion de ErbB-4. Hemos demostrado pre-
viamente que estas células carecen de ErbB-
1, (Lanari et al., 1989). El tratamiento con
heregulina de ¢élulas C4HD indujo fosforila-
cién en tirosin a tanto de ErbB-2 como de
ErbB-3. La incubacién con MPA, que indujo
una regulacion de los niveles de HRG, tam-
bién dio como resultado fosforilacién en tiro-
sina de ErbB-2 y ErbB-3. Estos resultados
proporcionan clara evidencia del papel de la
HRG como mediadora de los efectos prolife-
rativos del MPA, porque la HRG producida
en respuesta al MPA podria ser el ligando res-
ponsable de la fosforilacién de ErbB-2 y ErbB-
3.

Varios trabajos han establecido que
ErbB-2 es un componente critico en la media-
cién del crecimiento celular en cdncer
mamario inducido por HRG. La estimulacidn
por HRG del erecimiento celular de MCF-7 v
T-47D fue inhibido mediante anticuerpos
monoclonales anti-ErbB-2 (Lewis et al.,
1996.). Un enfoque diferente basado en la re-
teneion intracelular de ErbB-2 usando un
anticuerpo de cadena vnica contra ErbB-2
también demostré que la estimulacion del cre-
cimiento mediada por HRG disminuyé dra-
méaticamente en células MCF-7 (Berlii et al.,
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1995) y T-47D (Graus-Porta D. et al., 1995).
Los resultados presentados que demuestran
que el crecimiento inducido por HRG es su-
primide por ASCDNs ErbB-2 indican que en
nuestro modelo ErbB-2 es esencial en la ruta
de sefializacién de HRG. También hemos en-
contrado que la proliferacién inducida por
MPA e inhibida por ASODNs a ErbB-2, soste-
niendo el papel de la HRG come mediadora
del crecimiento inducido por MPA. De esta
forma se puede concluir que el bloguec de la
respuesta al MPA mediante ASODNS ErbB-
2 es el resultado de la inhibicién de la forma-
cién de complejos de heterodimeros de ErbB-
2, mas probablemente con ErbB-3 porque los
niveles de expresién de ErbB-4 son extrema-
damente bajos, que actuan mediando la ac-
cion de HRG en las células C4HD.

Se ha demostrado previamente, en la
linea celular epitelial mamaria humana MCF
10 A, que HRG actia como un factor de creci-
miento de especificidad dual capaz de condu-
cir rutas de transduccién de sefiales que nor-
malmente requieren EGF y factor de creci-
miento semejante a la insulina (IGF-I) (Ram
et al., 1995). Una explicacién posible para esta
observacion es que en las células MCF-10 A
que expresan ErbB-2, ErbB-3 y EGF-R la es-
timulacién por HRG da como resultado la ac-
tivacién de las rutas de transduccién de se-
fiales normalmente activadas en forma sepa-
rada mediante EGF e IGF-1. Esto puede te-
ner lugar mediante la formacién de
heterodimeros entre los miembros de 1a fami-
lia ErbB que producen tanto sefiales seme-
Jjantes a IGF-I como a EGF. Al respecto, se ha
documentado que el ErbB-3 posee la capaci-
dad unica entre la familia de las quinasas
ErbB de unirse y activar a la subunidad
regulatoria p85 de PI-3K (Carraway and
Cantleym, 1994; Fedi et al., 1994, Graus Por-
ta et al,, 1997). La habilidad de ErbB-3 para
asociarse con PI-3K confiere a este receptor
la capacidad de compartir rutas de transduc-
cidn de seniales con IGFs, porque la activa-
cién del IGF-R tipo I da como resultado una
fosforilacién en tirosina de la proteina IRS-1,
que a su vez se une a p85 y lo activa (Backer
et al., 1993). La activacion de PI-3K en célu-
las tumorales mamarias que surgen en rato-
nes transgénicos con sobreexpresién de HRG
ha sido estudiada por otros autores

(Amundadotir y Leder, 1998). Nuestro grupo
ha demostrado recientemente al bloquer la
expresién de receptores IGF tipo I usando
oligodeoxinucleotidos antisentido, que un
IGF-R funcional es esencial para la prolife-
racién inducida por MPA de las células C4HD
(Elizalde et al.,, 1998). Por lo tanto, en el pre-
sente trabajo hemos investigado si la HRG
también requiere un IGF-R funcional tipo I
para evidenciar su actividad mitogénica. Los
resultados obtenidos bloqueando IGF-R tipo
I y tratando las células C4HD con HRG de-
muestran por primera vez, segiin nuestro en-
tender, que las células epiteliales mamarias
malignas que sobreexpresan ErbB-2 y ErbB-
3 y expresan bajos niveles de ErbB-4 no pue-
den responder ala HRG en ausencia de de un
receptor funcional para el factor IGF-I. Este
resultado excluye la posibilidad de que en cé-
lulas con altos niveles ErbB-3 tales como
C4HD, la HRG pueda, mediante la activacién
de ErbB-3, hacer surgir rutas de transduc-
ci6n de sefiales compartidas con IGF-R tipo I,
evitando la necesidad de un IGF IR activado.
En ese sentido, se ha demostrando que los fi-
broblastos del embrién de ratén que sobre-
expresan EGF-R pero que carecen de IGF-R
tipo I no responden a la transformacion o
mitogénesis inducida por EGF (Coppola et al.,
1994). Nuestros resultados son coherentes con
1a hipétesis de que hay una interdependencia
entre los receptores de los factores de creci-
miento y que IGFR tipo I es el final del proce-
so de la familia de receptores ErbB, segtin lo
prevé el modelo de progresién de competen-
cia de proliferacién celular (Coppola et al,,
1994). Ademais, recientes descubrimientos han
indicado la existencia de una ruta mitogénica
par IGF R tipo [ que no involucra la cascada
de quinasas MAP o la activacién de PI-3K
(Barone y Courtneidge, 1995; Sell et al., 1994;
Lowe et al., 1997). Los resultados de Sell et
al. (1994) han demostrado que esta via no es
compartida con receptores para PDGF y EGF.

En conclusién, nuestros resultados
proporcionan evidencia de interacciones en-
tre progestagenos y rutas de sefializacion de
la HRG en tumores mamarios y demuestran
que un receptor funcional para un IGF-I es
esencial para evidenciar los efectos prolifera-
tivos de la heregulina en células tumorales
mamarias.
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