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1. Resumen

El canal ionico de potasio éter a go-gé 1 (hEAG1) promueve € crecimiento tumoral. En
nuestro grupo se observo por primera vez que e calcitriol inhibe la expresion génica de
hEAGL1 en diferentes lineas celulares de cancer. En este trabajo mostramos mediante
ensayos de transactivacion que el promotor del gen hEAG1 contiene un elemento regul ador
cis negativo para el calcitriol. La identidad de este elemento regulador cis corresponde a
una cgja E la cua se identifico in vitro por ensayos de movilidad electroforética. Las
proteinas que interaccionan con la cga E se identificaron in vivo mediante ensayos de
inmunoprecipitacion de la cromatina. En ausencia de calcitriol un complejo multiproteico
formado por e receptor de la vitamina D, € receptor X a retinoides, € factor de
transcripcion del sindrome de Williams y el represor de interaccion a la vitamina D se
encuentran unidos a la caja E mientras gque, en presencia de calcitriol solo €l represor de
interaccion a la vitamina D se encuentra unido. Este trabajo presenta evidencia del

mecanismo molecular por el cua el calcitriol inhibe laexpresion del oncogén hEAGL.



2. Abstract

The human ether a go-gé 1 potassium channel (hEAGL) is required for cell cycle
progression and proliferation of cancer cells. Inhibitors of hEAGL activity and expression
represent potential therapeutic drugs in cancer. Previously, we have shown that hEAG1
expression is downregulated by calcitriol in a variety of cancer cells. Herein, we provided
evidence on the regulatory mechanism involved in such repressive effect in cells derived
from human cervical cancer. Our results indicate that repression by calcitriol occurs at the
transcriptional level and involves a functional negative vitamin D response element
(nVDRE) E-box type in the hEAG1 promoter. The described mechanism in this work
implicates that a protein complex formed by the vitamin D receptor-interacting repressor,
the vitamin D receptor, the retinoid X receptor and the Williams syndrome transcription
factor interact with the nVDRE in the hEAG1 promoter in the absence of ligand.
Interestingly, all of these transcription factors except the vitamin D receptor-interacting
repressor are displaced from hEAG1 promoter in the presence of calcitriol. Our results
provide novel mechanistic insights into calcitriol mode of action in repressing hEAG1 gene

expression.
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3. Introduccion

Los canales idnicos son proteinas integrales de membrana, que organizadas forman un poro
por donde se desplazan iones a favor de su gradiente electroquimico. Los canales ionicos se
han clasificado de manera general de acuerdo al tipo de idn que dejan pasar en: canales
i6nicos de sodio (Na*), de potasio (K*), de calcio (Ca?*) y de cloruro (CI"). El movimiento
de éstos iones al interior o al exterior celular define procesos fisiologicos como el potencial
de membrana y el volumen celular, eventos implicados en la activacion de respuestas
celulares relacionadas con aspectos de la biologia molecular del cancer como son la
proliferacion, la diferenciacion y la apoptosis (Deutsch C y Chen LQ 1993; Wonderlin W'y
Strobl JS 1996; Cahalan M y Chandy KG 1997). En las celulas de cancer el potencial de
membrana se encuentra alterado como consecuencia de la desregulacion de la expresion o
de la actividad de los canales idnicos EI concepto de que los canales i6nicos estan
implicados en el proceso del crecimiento anormal de las células de cancer surgio al
observar in vitro que bloqueadores de canales de K* y Ca®* inhibfan la proliferacién y la

apoptosis celular (DeCoursey T et al, 1984; Fraser Sy Pardo L 2008).

Uno de los canales i6nicos de K™ mas estudiado por su contribucion en la proliferacion
celular es el éter a go-gé (EAG). Los canales idénicos EAG se identificaron en una mutante
de Drosophila melanogaster (Warmke J et al, 1991). Las mutantes mostraban un defecto en
un tipo de canal de potasio cuyo fenotipo implicaba el temblor de las extremidades de la
mosca, efecto parecido al provocado cuando las moscas eran anestesiadas con éter, razon

por la cual, el canal idnico se llamé éter a go-go (Warmke J et al, 1991).
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3.1 Canales EAG

Los canales EAG al igual que otros miembros de la familia de canales de potasio
dependientes de voltaje (Kv) son tetrdmeros formados de 4 subunidades o y que juntos
forman un poro central (figura 1). Cada subunidad o consta de 6 segmentos
transmembranales. El segmento 4 es rico en aminoacidos con carga positiva y actia como
sensor de voltaje. Entre el segmento 5 y 6 se encuentra la pared del poro del canal por
donde pasan los iones K*. En el extremo amino de la subunidad o se encuentra el dominio
eag, que esta formado por un dominio Per-Arnt-Sim (PAS) considerado un sensor de
oxigeno y un dominio PAS-cap (Haitin Y et al, 2013). Los extremos amino y carboxilo
contienen sitios de union a calmodulina. El extremo carboxilo contiene un dominio de

unién a nucledtidos ciclicos (Bauer CK 'y Schwarz JR 2001).

Figura 1. Estructura de una subunidad a del canal iénico EAG. La subunidad o esta formada
de 6 segmentos transmembranales (S1-S6). Entre el segmento S5 y S6 se encuentra el poro del
canal. El segmento S4 actlia como sensor de voltaje. Los extremos amino y carboxilo se ubican en
el citoplasma.
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El genoma humano codifica para 2 formas de canales ionicos EAG. El canal hEAGI,
codificado por un gen de copia unica localizado en el cromosoma 1 y el canal hEAG2
codificado por un gen ubicado en el brazo largo del cromosoma 14. Ambos genes codifican
para canales Kv en sistemas de expresion heterdloga y cada uno de ellos presenta
propiedades electrofisiologicas que permiten distinguirlos (Bauer CK y Schwarz 2001;
Schonherr R et al, 2002). Tanto hEAG1 como hEAG2 se expresan en el sistema nervioso
central sin embargo, su papel neurofisiol6fico no es claro pues ratones knockout del canal
EAG no presentan un fenotipo diferente al raton que si lo expresa (Ufartes R 2013).
Ademas del SNC el canal hEAG1 también se ha encontrado en la placenta y durante la
diferenciacion del mioblasto (Occhiodoro T et al, 1998; Ju M y Wray D 2002; Camacho J

2006; Diaz L et al, 2009).

El primer trabajo en reportar un vinculo entre el canal hEAGL1 y el cancer fue el publicado
por Roman Meyer y Stefan Heinemann en 1998, quienes trabajando con células humanas
de neuroblastoma identificaron corrientes de K* con caracteristicas biofisicas similares a las
reportadas en canales EAG de rata, ademas Meyer y Heinemann también observaron que la
expresion de los canales hEAG1 en las células de neuroblastoma se relaciona al ciclo
celular, pues cuando las celulas se encuentran en la fase G0/1 la amplitud de la corriente de
hEAG1 disminuye un 95% respecto al control (Meyer R y Heinemann SH 1998).
Posteriormente se observo que el canal hEAG1 se encontraba expresado en diferentes
lineas celulares de cancer humano y que la sobreexpresion de hEAGL1 en células CHO
induce un fenotipo con caracteristicas de células tumorales (Pardo L et al, 1999). Ademas,
la disminucion del transcrito de hEAG1 mediante el uso de RNA de interferencia, asi como

la inhibicion de la actividad del canal mediante el uso de anticuerpos reduce la tasa de
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proliferacion celular y la progresion tumoral in vitro e in vivo (Weber C et al, 2006;
Gomez-Varela D et al, 2007; Diaz L et al, 2009). Estos datos y las observaciones de Roman
Meyer sugirieron una participacion directa de los canales hEAGL1 en la proliferacion celular
y llevaron a proponer al gen que codifica a hEAG1 (KCNH1) como un oncogén (Pardo el
at, 1999).

El mecanismo por el cual los canales hEAG1 promueven el desarrollo y progresion del
cancer aun no es claro, pues por un lado, se sabe que en lineas celulares de leucemia
mieloide aguda el blogueo de la corriente de K* contribuye a la disminucion del
crecimiento de tumores (Agarwal JR, et al 2010); sin embargo, también se ha observado
que una mutante de los canales hEAG1 que no permite el flujo de K* sigue contribuyendo a
la progresion tumoral (Downie BR et al, 2008). En este sentido, se ha observado que su
dominio amino terminal interacciona con la proteina cinasa p38 activando una cascada de
eventos celulares que promueven la proliferacion celular (Hegle AP et al, 2006).

En la actualidad existe gran interés en investigar los mecanismos que regulan la actividad y
expresion del canal hEAG1 tanto en células normales como en células tumorales. Al
respecto se ha descrito que el IGF-1 (Borowiec AS et al, 2007), el estradiol, las proteinas
oncogenicas E6 y E7 de los papilomavirus de alto riesgo (Diaz L et al, 2009) y el factor de
transcripcion E2F1 (Lin H et al, 2011) incrementan la expresion del oncogén hEAGL,
mientras que el mMiRNA-34a inhibe su sintesis (Lin H et al, 2011). Por otro lado, algunos
bloqueadores no selectivos de canales de K* como la imipramina (Gavrilova-Ruch O et al,
2002) y el astemizol (Garcia-Ferreiro RE et al, 2004), asi como el calcio intracelular a
través de la calmodulina (Schénherr R et al, 2000) inhiben las corrientes de K* mediadas

por el canal hEAG1. Adicionalmente nuestro grupo ha descrito que el calcitriol, la forma
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hormonal de la vitamina D inhibe la expresion génica de hEAG1 (Avila E et al, 2010,

Garcia-Becerra R et al, 2010, Garcia-Quiroz J et al, 2012, Garcia-Quiroz J et al, 2014).

3.2 Vitamina D

La vitamina D es una pro-hormona importante en el mantenimiento de 6rganos y sistemas.
Su mayor actividad biologica es la regulacion de los niveles de calcio y fésforo en sangre,
promoviendo la absorcion intestinal de los mismos a partir de los alimentos y la
reabsorcion de calcio a nivel renal, lo que contribuye a la formacion y mineralizacion 6sea
y su deficiencia esta relacionada con la osteoporosis y el raquitismo (Holick MF 1996).
Para llevar a cabo sus acciones biologicas, la vitamina D3 requiere de su biotransformacion
a hormona: el calcitriol (figura 2). El proceso comienza cuando el 7-dehidrocolesterol
presente en la piel es transformado por exposicion a la luz solar (radiacion UVB) a pre-
vitamina D3 y que por efecto de la temperatura corporal conlleva a una isomerizacion para
finalmente originarse la vitamina Ds. La vitamina D3 es hidroxilada enziméaticamente en el
higado para formar 25-hidroxivitamina D3 (250HD3), el metabolito de la vitamina D3 mas
abundante en la circulacion (10 — 50 ng/mL). En el rifion la 250HD; es nuevamente
hidroxilada por la 250HD; la-hidroxilasa (CYP27B1) formandose finalmente la forma
activa la 1,25 dihidroxivitamina D3 o calcitriol, el cual circula en la sangre en
concentraciones de 15 a 60 pg/mL (Lips P 2006).

Los estudios sobre el papel del calcitriol en la biologia celular han mostrado que la via
principal a través de la cual actla esta hormona estd dada por su union a un receptor
especifico (VDR) regulando la expresion génica. EI VDR es un miembro de la superfamilia

de receptores nucleares a hormonas esteroideas que regula la expresion génica a través de la
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unién a su ligando (Deeb KK et al, 2007). El calcitriol es transportado en la sangre por la
proteina de unién a la vitamina D (VDBP). Para actuar sobre su célula blanco el calcitriol
atraviesa la membrana por difusion y una vez en el citoplasma se asocia con su receptor el
VDR, esta unién da lugar a la disociacion de las proteinas de choque térmico del VDR
permitiéndose la translocacion al nucleo mediante transporte activo (Deeb KK et al, 2007).
En el nucleo el VDR unido al calcitriol forma heterodimeros con el receptor X de retinoides
(RXR), dichos dimeros reconocen sitios especificos en el DNA que se han denominado
como elementos de respuesta a vitamina D (VDRESs). Los VDREs pueden localizarse en la
region promotora, la region enhancer o en los intrones de los genes blanco del calcitriol
(Cristobo | et al, 2011). Los VDREs se componen de la secuencia AGTTCA repetida y
separada por 3 0 4 nucledtidos (AGTTCANNNAGTTCA o AGTTCANNNNAGTTCA),
VDREs tipo DR3 o0 DR4 respectivamente (Deeb KK et al, 2007). Ejemplos de genes con
VDREs y activados transcripcionalmente por el calcitriol son: CYP24A1, que codifica para
la enzima 24-hidroxilasa que degrada al calcitriol; BGLAP, que codifica para la
osteocalcina expresada en osteoblastos del hueso y CDKN1A, que codifica para p21, un
inhibidor de cinasas dependientes de ciclinas (Deeb KK et al, 2007).

El otro efecto gendmico que tiene el calcitriol es la inhibicion transcripcional de genes, para
el cual existen dos mecanismos propuestos. El primero, se ha descrito para los genes de la
la-hidroxilasa, la hormona paratiroidea, la 21-hidroxilasa y la aromatasa (Kato S et al,
2007; Kim MS et al, 2007; Lundqvist J et al, 2012; Lundqvist et al, 2013). Las regiones
promotoras de estos genes no presentan los VDRESs del tipo DR3 o DR4, en su lugar se
encuentran VDREs negativos formados por una secuencia hexamérica llamada caja E
(CANNTG) (Kim MS et al, 2007). Estas secuencias funcionan como el sitio de anclaje de

un modulador transcripcional conocido como represor de interaccion con la vitamina D
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(VDIR). EIl factor transcripcional VDIR pertenece a la familia de proteinas hélice-bucle-
hélice (bHLH) y su gen expresa dos isoformas: la isoforma E12 y la isoforma E47 (Kee BL
2009). El complejo calcitriol:VDR:RXR se asocia a proteinas como VDIR y el factor de
transcripcion del Sindrome de Wiliams (WSTF) (Lundqvist J et al, 2012; Lundqgvist et al,
2013). La interaccion del calcitriol:VDR:RXR, VDIR y WSTF lleva al reclutamiento de
proteinas correpresoras que inhiben la transcripcion (figura 3). El segundo mecanismo de
inhibicidn transcripcional del calcitriol es mas comun y se ha descrito en varios genes cuyas
funciones son independientes al control del metabolismo del calcio o el fosforo, en estos
casos, el calcitriol unido al VDR interfiere con la funcion de otros factores de transcripcion

que activan la transcripcion (Kato S et al, 2007).

Figura 2. Sintesis del calcitriol. La sintesis de calcitriol se inicia con la reaccidn de conversion del
7-dehidrocolesterol a vitamina D3 por Oaccion de los rayos UVB solares en la piel. En el higado se
capta la vitamina D procedente de la piel y también la procedente de la dieta, donde se transforma
por accién de la enzima 25-hidroxilasa a 25-hidroxivitamina Ds. Esta forma monohidroxilada en el
rifidén es nuevamente hidroxilada por la enzima la-hidroxilasa para formar 1a,25-dihidroxivitamina
D3 o calcitriol.
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Actualmente se estima que un tercio de la poblacion mundial tiene deficiencia de vitamina
D que puede ocurrir cuando la ingesta diaria es menor de los niveles recomendados (400 -
800 UlI), el rifidn no puede transformar la vitamina D en su forma activa o bien, no se puede
absorber adecuadamente a nivel del tracto digestivo (Heaney RP y Garmas LA 2014). La
deficiencia de vitamina D puede tener consecuencias graves en la salud tanto de nifios
como de adultos. Por ejemplo se ha documentado la asociacién entre la deficiencia de
vitamina D y el riesgo de padecer cancer (Garland CF et al, 2006). Diferentes estudios
epidemioldgicos han mostrado correlacion entre el bajo nivel sérico de 250HD3 y un riesgo
incrementado para cancer colorectal, de glandula mamaria y de préstata (Deeb KK et al,
2007). Estudios realizados con ratones Vdr-/- mostraron hiperproliferacion y un incremento
en la actividad mitdtica del colon descendente de los ratones, sugiriendo que el calcitriol
regula vias de sefializacion celular asociadas a la supresion de tumores (Kallay E et al,
2001).

Durante los altimos 25 afios una gran cantidad de estudios se han realizado para investigar
como el calcitriol participa en mecanismos relacionados con la regulacion de procesos
celulares como son la proliferacion, la angiogenesis y la apoptosis. A continuacion se

describen algunos de los mecanismos descritos.

3.2.1 Efectos antiproliferativos y prodiferenciantes

Si bien la evidencia experimental plantea que el tratamiento con calcitriol genera un efecto
de inhibicion sobre la progresion del ciclo celular en células tumorales, las bases
moleculares que describen dicho efecto difieren de un tipo de células tumorales a otro. Por

ejemplo: la activacion transcripcional del gen de inhibidor de la cinasa dependiente de
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ciclina 1A (CDKN1A) mediada por el calcitriol unido al VDR, induce diferenciacion y
arresto del ciclo celular en células mielomonociticas humanas U937 (Deeb KK et al, 2007).
Por otro lado, en células MCF7 de cancer de mama el calcitriol incrementa la expresion de
CDKN1A y CDKN1B (el cual codifica para p27, un inhibidor de cinasas dependientes de
ciclinas) y reprime la expresion de varias ciclinas (D1, D3, A1y E1) y por lo tanto conduce
a la inhibicion de la actividad de cinasas dependientes de ciclinas (CDKs) y a la
hipofosforilacion de pRb (Deeb KK et al, 2007). En general, el calcitriol inhibe la
proliferacion de las células cancerosas al inducir el arresto del ciclo celular y favorecer la

acumulacion de células en la fase GO/G1 del ciclo celular (Mocellin S 2011).

3.2.2 Efectos sobre la apoptosis

En adicién a los efectos del calcitriol sobre la inhibicion de la proliferacion de células
tumorales, se cuenta con evidencia de que esta hormona también actla regulando a
elementos cruciales del proceso apoptotico, reprimiendo la expresion de proteinas anti-
apoptoticas (como BCL2 y BCL-XL) o induciendo la expresion de proteinas pro-

apoptoticas (como BAX, BAK 'y BAD) (Trump DL et al, 2010).

3.2.3 Efectos en la angiogénesis

Sobre este proceso celular se sabe que el calcitriol puede inhibir la proliferacion de células
endoteliales in vitro y reducir la angiogénesis in vivo (Deeb KK et al, 2007). Por ejemplo:
se tienen reportes de que la formacion de tubos celulares endoteliales inducida por el factor

de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) y el crecimiento tumoral son inhibidos in
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vivo por la administracion de calcitriol en ratones con xenografos de MCF7 que

sobreexpresan VEGF (Mantell DJ et al, 2000).

Figura 3. Mecanismo de accion del calcitriol para inhibir la expresién de algunos genes blanco.
El calcitriol es transportado en la sangre por la proteina de union a vitamina D (VDBP). En la célula
el VDR unido al calcitriol se mueve del citoplasma al nicleo celular donde forma un heterodimero
con el RXR. En el nucleo el heterodimero VDR/RXR se asocia con el factor transcripcional VDIR
el cual esta unido a elementos reguladores cis del tipo caja E. La asociacion del VDR/RXR al VDIR
permite el ensamblaje de proteinas correpresoras (CoR) para inhibir la expresion génica.
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4. Antecedentes

En nuestro laboratorio se reportd por primera vez que el calcitriol inhibe la expresion
génica del oncogén hEAGL. Estas observaciones tuvieron su origen en sincitiotrofoblastos
y citotrofoblastos placentarios (Avila E et al, 2010). Posteriormente, considerando las
propiedades oncogénicas del canal ionico hEAG1, se evalud su expresion génica en
cultivos primarios de tejido tumoral y en lineas celulares humanas obtenidas de cérvix,
tejido mamario y préstata mostrando que el oncogén hEAG1 es un blanco molecular del
calcitriol (Avila E et al, 2010, Garcia-Becerra RA et al, 2010, Garcia-Quiroz J et al, 2012)
Los efectos del calcitriol sobre la magnitud en la inhibicion transcripcional del oncogén
hEAG1 depende del tipo celular y de la concentracion de calcitriol utilizada (Avila E et al,
2010, Garcia-Becerra RA et al, 2010). Por otro lado, el cotratamiento de un antagonista del
receptor de la vitamina D y calcitriol en lineas celulares de cancer de mama y cancer
cervical bloquea el efecto del calcitriol sobre la inhibicion transcripcional del oncogen
hEAG1, sugiriendo que el calcitriol regula la expresion del oncogén hEAG1 mediante un
mecanismo molecular que requiere de la participacion del VDR (Avila E et al, 2010,
Garcia-Becerra RA et al, 2010). Ademas estos estudios mostraron también que en
diferentes lineas celulares de cancer el calcitriol afecta la viabilidad celular (Avila E et al,
2010, Garcia-Becerra RA et al, 2010, Garcia-Quiroz J et al, 2012). Por otro lado, estudios
in vivo en ratones también han mostrado que el calcitriol tiene efecto sobre la inhibicion de
la expresion del oncogén hEAGL. Ceélulas humanas de cancer de mama xenoinjertadas en
ratones atimicos que recibieron un tratamiento con calcitriol mostraron inhibicion en la
expresion del oncogén hEAG1 asi como una reduccién en el tamafio del tumor (Garcia-

Quiroz J et al, 2014). Estas observaciones sugieren que la inhibicién de la expresion de
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hEAG1 dada por el calcitriol contribuye a los efectos antiproliferativos de esta hormona.

La regulacion génica del oncogén hEAGL1 ha sido poco explorada. En 2011 Lin H et al,
reportaron la region 5 UTR correspondiente al promotor proximal asi como la ubicacion
del sitio de inicio de la transcripcion del oncogén hEAG1. De sus estudios sabemos que el
promotor de hEAGL1 contiene un elemento de respuesta funcional al factor transcripcional
E2F el cual promueve la replicacion del DNA requerido para la activacion del ciclo celular.
En las células de cancer la proteina E2F es abundante lo que favorece la constante entrada
de las células a la fase S del ciclo celular y como consecuencia la proliferacion se mantiene
activa (Hallstrom TC et al, 2008). Esta via explica el mecanismo por el cual porque el canal
ionico hEAGL1 se encuentra expresado en las células de cancer sin embargo, la informacion
continua siendo limitada, nada se sabe sobre otros factores transcripcionales que regulen la
expresion del gen hEAGL. Esta tesis aporta informacion sobre el mecanismo de otro factor

transcripcional que regula la expresion de hEAGL.
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5. Hipdtesis
La region promotora del gen hEAG1 contiene secuencias especificas responsables de la

represion transcripcional ejercida por el calcitriol.

6. Objetivo general
Estudiar el mecanismo molecular que utiliza el calcitriol para inhibir la transcripcion del

oncogen hEAGL.

7. Objetivos especificos

1) Obtener la secuencia de la region promotora del gen hEAG1 que contenga los
posibles elementos de respuesta al calcitriol.

2) Identificar y caracterizar funcionalmente mediante analisis de interaccion DNA-

proteina, los posibles VDRES negativos presentes en la region promotora del gen hEAG1.
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8. Materiales y métodos

8.1 Reactivos

e Calcitriol, donado por Hoffmann-La Roche Ltd (Suiza). El calcitriol se disolvio en
0.1 % de etanol. Considerando que el porcentaje de etanol utilizado no tiene efecto
sobre la expresion genica, utilizamos 0.1 % de etanol como control de los
experimentos.

* Anticuerpos para las proteinas VDR (sc-13133), RXR (sc-774), VDIR (sc-4083) y
WSTF (sc-81426) de Santa Cruz Biotechnology (E.E.U.U); gliceraldehido- 3-
fosfato deshidrogenasa (GAPDH) Millipore (E.E.U.U). hEAG1 Jackson

ImmunoResearch Laboratories (E.E.U.U).

8.2 Ensayos de inmunofluorescencia

Para evaluar la expresion de la proteina de hEAG1 se sembraron 5 x 10° células SiHa en
camaras de dos pozos. Las células se trataron con calcitriol 1 uM o con etanol como control
durante 24 horas. Las células se lavaron con PBS y se fijaron y permeabilizaron con
acetona a -20 °C durante 10 min. Las células se bloquearon con BSA al 1 % por 1 hora. Las
células se incubaron con anti-hEAG1 (1:300) en BSA al 1 % a 4 °C toda la noche. El
anticuerpo anti-hEAG1 se detectd con una inmunoglobulina anti-conejo marcada con Cy3
(1:250) por 2 horas. La visualizacion de las células se hizo con 4°,6’-diamino-2-fenilindol
(DAPI). Las celulas fueron fotografiadas con un microscopio de fluorescencia
convencional. Para cada campo se adquirieron dos colores Cy3 y DAPI. Se utilizé un

microscopio Olympus equipado con una camara Olympus DP72 (Olympus Optical Co., Ltd,
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Tokio, Japon), una lampara de mercurio 100Whigh-presion y los filtros adecuados para
Cy3 y DAPI. Para cada marcador fluorescente, todas las iméagenes se tomaron al mismo
tiempo y un total de 90 y 100 células fueron evaluadas para los tratamientos de control y de
calcitriol, respectivamente (10 células de cada campo). La magnitud de la fluorescencia se

analizo con el programa ImageJ (E.E.U.U).

8.3 Analisisin silico

La busqueda de VDREs para el receptor de la vitamina D se hizo en un fragmento de 3943
pb 5’ del sitio de inicio de la transcripcion del gen de hEAG1 con el programa
computacional Matlnspector (Genomatix Software, Alemania). El fragmento de 3943 pb
se tomo de la base de datos del Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica (NCBI)

con numero de acceso 3756.

8.4 Cultivo celular

Las lineas celulares de cancer cervical SiHa o C33A se mantuvieron en medio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) alto en glucosa (Gibco, E.E.U.U) y suplementado con
5 % de suero fetal bovino (SFB) y 1% de mezcla antibidtica-antimicotica (100 U/ml de
penicilina, 100 pug/ml de estreptomicina). Las células se incubaron a 37 °C en una atmosfera
con un 5% de CO,.

Para los experimentos las células fueron sembradas a una densidad de 520 células/cm? en
medio DMEM alto en glucosa con 5 % de SFB tratado con carbdn dextran y 1% de mezcla

antibidtica-antimicotica. Doce horas después el medio de cultivo se sustituyd por medio
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fresco con calcitriol 0 0.1 % de etanol como control. La concentracion de calcitriol vario de
acuerdo al experimento, por lo que la concentracion utilizada se indicara en los pies de

figura de la seccion de resultados.

8.6 Extraccion de DNA gendmico

La extraccion de DNA gendmico se hizo a partir de leucocitos de un donador voluntario
sano. Se utilizé el estuche comercial Illustra blood genomicPrep Midi Flow (GE Healthcare
Lifesciences, E.E.U.U) siguiendo las instrucciones del proveedor. La concentracion de
DNA extraido se estimo espectrofotométricamente mediante su absorbancia a 260 nm. La
pureza de la muestra se examind mediante la relacion de las absorbancias a 260 nm y 280
nm utilizando el sistema Epoch™ Spectrophotometer System (BioTek Instruments Inc). El

DNA resuspendido en isopropanol se almaceno a -70 °C hasta su uso.

8.7 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La amplificacion de los fragmentos 5> UTR del oncogén de hEAGL se hizo a partir de
DNA gendmico con el estuche comercial FastStart High Fidelity PCR System, dNTPack
(Roche, Alemania). Para una reaccion de 25 pl se usaron 100 ng de DNA. La sintesis de

DNA se hizo en un termociclador Perkin-Elmer 9600, E.E.U.U. El protocolo de PCR se

presenta en la tabla 1:
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Tabla 1. Condiciones de PCR para amplificar los fragmentos 5° UTR del oncogén
hEAGL.

95 °C 2 min Desnaturalizacion inicial
95°C 30s 35 Desnaturalizacion

60 °C 30s ciclos Alineamiento

70°C 1000 pb/15's Elongacion

70°C 15 min Terminacion de la elongacion

Los oligonucledtidos utilizados para amplificar los fragmentos 5 UTR del oncogén de
hEAG1 se presentan en la tabla 2. Los oligonucledtidos se disefiaron para dejar extremos
para la enzima de restriccion EcoRV. El tamafio de los fragmentos amplificados vario en el
extremo 5’. Para todos los fragmentos amplificados el extremo 3’ fue el mismo por lo que

solo se utilizo un oligonuclettido sentido.

Tabla 2. Oligonucleotidos utilizados para dividir el fragmento de 3943 pb. En letras
minusculas se indica la secuencia de corte para la enzima EcoRV.

. » Tamario del
Oligonucleotido fragmento (pb)
Sentido 5'-ATAQatatcTCCCTCTGGCTGC-3'
5'-TATAgatatcGAACACATTTCCCG-3' 281
5'-ATAgatatcCTGTCCAGAAACCTT-3' 832
Antisentido 5'-ATAQatatcCTGTTACCAAGTTTTG-3' 2772
5'-ATAgatatcTCGCAGACCTAGGA-3' 3480
5-ATAgatatcTAGCTTAGGGCACTT-3' 3943

8.8 Secuenciacion

Todas las construcciones generadas se verificaron por secuenciacion de DNA utilizando el
sistema Dye terminador cycle sequencing with Quick Start kit (Beckman Coulter,

E.E.U.U.) en un secuenciador automatico CEQ 8800 marca Beckman Coulter.
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8.9 Clonacion molecular

La funcionalidad del promotor de oncogén hEAG1 se evalué con el vector reportero
pGL4.10 (Promega, E.E.U.U.). El vector pGL4.10 carece de una secuencia promotora y
tiene como gen reportero la secuencia del gen de la luciferasa de luciérnaga. En el sitio
multiple de clonacion del vector pGL4.10 se inserto la region 5’UTR del oncogén hEAGL1 a
evaluar (figura 4). Si la secuencia insertada tiene actividad de promotor la expresion del
gen de la luciferasa de luciérnaga se activara. Como control endogeno de la expresion se
uso el vector pGL4.73. Este vector tiene el promotor SV40 y usa como gen reportero el gen

de la luciferasa de Renilla (figura 5).

Figura 4. Esquema del vector reportero pGL4.10.

Figura 5. Esquema del vector reportero pGL4.73.
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Para insertar el fragmento 5’UTR del oncogen hEAG1 se utilizo el sitio multiple de
clonacion EcoRV. La ligacion de los fragmentos se hizo con la enzima T4 ligasa (Promega,
E.E.U.U.) y se incubd a temperatura ambiente durante 12 horas. Posterior a este tiempo, el
DNA se purificd mediante el sistema CleanUp (Promega) y se transformé en bacterias

DH5a por el método de transformacion quimica. Las bacterias se crecieron en medio LB

agar con 50 pg/ml de ampicilina. La seleccion de colonias positivas se hizo por
secuenciacion de DNA en el equipo ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied

Biosystems, E.E.U.U).

8.10 Mutagénesis sitio dirigida

La generacion de las mutantes se realizo con el estuche comercial Transformer site-directed
mutagenesis kit (Clontech, E.E.U.U) siguiendo las instrucciones del fabricante. La
identidad de la secuencia se verificd por secuenciacion de DNA. Los oligonucleotidos

utilizados se presentan en la tabla 3.

Tabla 3. Oligonucleotidos utilizados para generar la mutante del promotor de hEAGI.
Los oligonucledtidos estaban fosforilados (P) en su extremo 5’.

Mutacion en: Oligonucleotido
CajaE EEE'A%‘imOtor de 5- PCAGTTAGTTTTTACAGCTTATCCCTGGTATACGG -3’
Sitios BamHl y Sall enel | 5, 5 A AGGGCATCGGTCGAAGGATACTTATCGATTTTACCAC -3°
vector pGL4.10

8.11 Ensayos de transactivacion

Las células SiHa o C33A se sembraron en cajas de 30 mm. Cuando las células se

encontraban al 80 % de confluencia se co-transfectaron con 1 pg de plasmido pGL4.10 o
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p4943 0 p832 y con 2.5 ng del vector de expresion de la luciferasa de Renilla el cual se uso
como control para normalizar la eficiencia de la transfeccion. Las transfecciones se hicieron
con el reactivo FuGene (Roche, Alemania). Cuarenta y ocho horas después de la
transfeccion, las células se lisaron y se determinO la actividad enziméatica de ambas
luciferasas usando el Luciferase Assay Dual System (Promega, E.E.U.U.). La actividad
transcripcional del promotor de las construcciones p4932 y p832 se expresd6 como la
relacion de las luciferasas de luciernaga/Renilla de las células tratadas con calcitriol 1 uM o

etanol como control.

8.12 Extraccion de RNA total

La separacion de RNA total del resto de los componentes celulares se hizo con la técnica de
isotiocianato de guanidina-fenol cloroformo con trizol (Invitrogen, E.E.U.U.), de acuerdo a
la técnica derivada de Chomczynski y Sacchi 2006. La pureza de la muestra se examind
mediante la relacion de las absorbancias a 260 nm y 280 nm utilizando el sistema Epoch™

Spectrophotometer System (BioTek Instruments Inc, E.E.U.U.).

8.13 Sintesis de DNA complementario (CDNA)

La obtencion de cDNA se hizo a partir de 3 pg de RNA total. Se utilizé el estuche
comercial Transcriptor First Strand cDNA Synthesis (Roche, Alemania). La mezcla de
reaccion se prepard siguiendo las instrucciones del proveedor. La sintesis de cDNA se hizo

a 45 °C durante 90 minutos en el termociclador Perkin-Elmer 9600.
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8.14 PCR en tiempo real (QPCR)

La mezcla de reaccion para la gPCR se hizo con el estuche comercial LightCycler TagMan
Master y la biblioteca de sondas Tagman para humano (Roche, Alemania), siguiendo las
especificaciones del proveedor. La amplificacion de DNA se hizo en un equipo LightCycler
2.0 Roche (Roche, Alemania). En la tabla 4 se indica el nombre de los genes estudiados asi

como los oligonucledtidos y el namero de sonda utilizada para cada gen.

Tabla 4. Oligonucleotidos utilizados en la reaccion de gPCR.
Gen Oligonucleotido Numero de Sonda

5’-AGCCACATCGCTGAGAGACAC-3’
GAPDH 5’-GCCCAATACGACCAAATCC-3’ 60

KCNHL 5’-CCTGGAGGTGATCCAAGATG-3’ 49
5’-CCAAACACGTCTCCTTTTCC-3’

5’-CATCATGGCCATCAAAACAA-3’
CYP24Al 5’-GCAGCTCGACTGGAGTGAC-3’ 88

8.15 Inmunodeteccion

Las proteinas celulares se obtuvieron por lisis celular con amortiguador de RIPA (fosfato
de sodio dibasico 9.1 mM, fosfato de sodio monobasico 1.7 mM, NaCl 150 mM, Nonidet
P-40 1 %, SDS 0.1 %, pH 7.4) en presencia de inhibidores de proteasas (Roche, Alemania)
e inhibidores de fosfatasas (ortovanadato de sodio 1 mM y fluoruro de sodio 1 mM). La
concentracion de proteinas se determinG por el método del acido bicinconinico (Pierce
Thermo Scientific, E.E.U.U.). Las proteinas se separaron en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida al 10 %. La transferencia de las proteinas se hizo en membranas de
nitrocelulosa. Se utilizd leche al 5 % en amortiguador TBS (TRIS-HCI 10 mM, NaCl 50
mM; pH 8.0) como solucion bloqueadora. La deteccion de las proteinas se hizo con los

anticuerpos anti GAPDH (1:10000) y anti VDR (1:200). La sefial de las proteinas se
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visualizo por quimioluminiscencia (Thermo Scientific, E.E.U.U.).

8.16 Ensayo deretardo de la movilidad el ectroforética (EMSA)

El extracto nuclear utilizado en el EMSA se obtuvo de células SiHa tratadas con calcitriol
100 nM por 3 horas. El extracto de las proteinas nucleares se obtuvo con el estuche Nuclear
extract (Sigma, E.E.U.U.). La concentracion de proteina se determind por el método de
acido bicinconinico.

Para el EMSA se utilizd el sistema Gel Shift Assay System (Promega, E.E.U.U.) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Los oligonucledtidos utilizados en el ensayo se

presentan en la tabla 5.

Tabla 5. Oligonucleotidos utilizados en el ensayo de EMSA.

Oligonucleotido
Sonda canénica 5’-CCATTAACCCACCTGCCATCTGCC-3?
de una caja 5-GGCAGATGGCAGGTGGGTTAATGG-3’
Caja E del 5’-CCGTATACCAGGGGTCAGCTGTAAAAAC-3
promotor del
oncogen hEAG1 5-GTTTTTACAGCTGACCCCTGGTATACGG-3’
Caja E mutada del 5’-CCGTATACCAGGGATAAGCTGTAAAAAC-3’
promotor del
oncogen hEAG1 5-GTTTTTACAGCTTATCCCTGGTATACGG-3’

Los oligonucleétidos marcados con [y-?P-ATP] se incubaron con 8 pg de proteina nuclear.
La identidad de la proteina unida al oligonucledtido marcado se evalud con los anticuerpos

anti-VDIR y anti-yglobulina (Santa Cruz Biotechnology). Los complejos resultantes de la
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interaccion entre las proteinas nucleares y los oligonucledtidos marcados se visualizaron

por quimioluminiscencia (Thermo Scientific, E.E.U.U.).

8.17 Ensayo de inmunopr ecipitacion de la cromatina (ChiP)

La cromatina utilizada en este ensayo se obtuvo de células SiHa tratadas o no tratadas con

calcitriol 1 uM durante 2 horas. La reaccion de entrecruzamiento se hizo con formaldehido

al 1 % durante 15 min. Para la inmunoprecipitacion de la cromatina se utilizé el estuche

EZ-Magna ChIP A-Chromatin Immunoprecipitation Kit (Merck Millipore, E.E.U.U.)

siguiendo las instrucciones del fabricante. Los anticuerpos anti VDR, RXR, VDIR, WSTF

y yglobulina (Santa Cruz Biotechnology, E.E.U.U.) se usaron para inmunoprecipitar la

cromatina. EI DNA inmunoprecipitado se amplificé por PCR siguiendo el protocolo de la

tabla 6 y los oligonucle6tidos utilizados se presentan en la tabla 7.

Tabla 6. Condiciones de PCR para el ensayo de ChlP.

95°C 2 min Desnaturalizacion inicial

95 °C 30s 35 Desnaturalizacion

60 °C 30s ciclos Alineamiento

72°C 30s Elongacion

72 °C 30s Terminacion de la elongacion

Tabla 7. Oligonucleotidos utilizados para el ensayo de ChlP.

. » Tamario del
Oligonucleotido fragmento (pb)
Sentido 5-TGTGGGACATAGGCTTAGTC-3’ 982
Antisentido 5-CTTGTCTCTAAGGGCGAATG-3’
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8.18 Andlisis estadistico

El analisis estadistico de los datos obtenidos de la comparacion entre los tratamientos y los
controles se hizo con la prueba t de Student. El resultado se expresé como la media * la

desviacion estandar (DE). Un valor de P < 0.05 se considero estadisticamente significativo.
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9. Resultados

9.1 El calcitriol inhibe la expresion del oncogén hEAG1

Comenzamos nuestro estudio evaluando el efecto del calcitriol sobre la expresion del gen 'y
la cantidad de proteina de hEAGL1 en la linea celular SiHa. Encontramos que en estas
células el calcitriol disminuy6 en promedio el 40 % de la expresion del oncogén hEAG1
(figura 6) efecto que tambien se reflejé en la disminucion de la proteina sintetizada (figura
7). La comparacion de la expresion del oncogen hEAG1 entre la condicion calcitriol y la
condicion control se hizo respecto a la expresion del gen constitutivo Gliceraldehido 3-
fosfato deshidrogenasa (GAPDH) cuya expresion no varié en las condiciones del

experimento (figura 8).
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Figura 6. El calcitriol inhibe la expresion génica del oncogén hEAGL. Las células SiHa fueron
tratadas con calcitriol 1 uM 0 0.1 % de etanol como control. Después de 24 horas se extrajo el RNA
total de las células y se cuantifico6 el mMRNA de hEAGL por la técnica de gPCR. Los datos se
normalizaron usando el gen constitutivo de GAPDH asignando el valor de 1 a la expresion del gen
hEAGL1 en la condicidn control. Los datos se expresaron como la media = DE de 3 experimentos
independientes. * P < 0.05 vs el control.
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Figura 7. El calcitriol disminuye la cantidad de proteina de hEAGL. Las células SiHa fueron
tratadas con calcitriol 1 uM o etanol como control. Después de 24 horas de tratamiento las células
fueron incubadas con anticuerpo anti hEAGLl. A) La proteina fue detectada por
inmunofluorescencia. En color rojo se muestra la sefial de hEAG1 y en color azul se muestran los
nucleos celulares. B) El cambio en la sefial del anticuerpo entre el calcitriol y el control se expresd
en unidades de densidad éptica. Los datos se expresan como la media £ EE. *P < 0.05 vs el control.

9.2 El calcitriol inhibe la expresion del oncogén hEAG1 a nivel dela transcripcion

Considerando que el calcitriol puede regular la cantidad de mRNA por mecanismos que
involucran una regulacion transcripcional o bien, una regulacion postranscripcional,
comenzamos nuestro estudio indagando sobre el posible mecanismo por el cual el calcitriol
regula la expresion del gen hEAGL. Para ello, evaluamos la sintesis de mRNA despues de

interrumpir la transcripcion con actinomicina D. Como control positivo evaluamos el
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cambio en la expresion del gen CYP24A1, un gen inducible por el calcitriol. El andlisis de
los datos mostré que el tratamiento con actinomicina D inhibi6 la sintesis del mMRNA tanto
de CYP24A1 (figura 9A) como de hEAG1 (figura 9B). La sintesis del mMRNA de CYP24A1
y de hEAGL se recuper0 a las 6 horas y 24 horas despues de haber retirado el tratamiento
con actinomicina D respectivamente. El calcitriol aumentd la sintesis del mRNA de
CYP24A1 mientras que la sintesis de mMRNA de hEAG1 se mantuvo inhibida. De este
experimento concluimos que el calcitriol mantiene a la baja la expresion del gen hEAG1 a
través de un mecanismo de regulacion transcripcional. El tratamiento con actinomicina D
no afecto la expresion del gen constitutivo (GAPDH) utilizado en el analisis de los datos

(figura 10 y Tabla 8).

GAPDH

Control Calcitriol

14.97 15.76
15.28 15.67
14.91 15.72
15.31 15.75
15.32 15.70
hEAG1

Control Calcitriol

25.62 27.15
26.03 27.14
25.59 27.51
25.49 27.02
26.21 27.19

Figura 8. El calcitriol no modifica la expresion del gen de GAPDH. Las células SiHa fueron
tratadas con calcitriol 1 uM o etanol como control. Después de 24 horas se extrajo el RNA total de
las células y se compar6 la expresién de los genes de GAPDH (A) y hEAGL1 (B) en la condicion
control y la condicién calcitriol. A la derecha se indica el nimero de ciclo en el que los genes
amplificaron en la respectiva condicion experimental.
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9.3 El promotor del oncogén hEAG1 contiene elementos de respuesta negativos al

calcitriol

Considerando que nuestro estudio con actinomicina D sugirié que la expresion del gen
hEAGL1 es inhibida por el calcitriol via transcripcional, proseguimos a identificar elementos
reguladores cis de tipo NVDRE en la region promotora del gen hEAGL. EIl analisis se hizo
con un fragmento de 3943 pb ubicado en el extremo 5" UTR del gen hEAGL. La secuencia
se sometio a un andlisis in silico usando la herramienta de Genomatix Matlnspector
(www.genomatix.de). El resultado del analisis mostro que la regién 5 UTR del gen de
hEAG1 contiene varios elementos reguladores del tipo caja E (figura 11). También
analizamos el contenido de bases guanina (G) y citosina (C) de la region 5 UTR de hEAG1,
en promedio el contenido de GC fue del 42 %, sin embargo, la distribucion de estas bases
nitrogenadas no es homogénea, habiendo un contenido del 85 % alrededor del sitio de

inicio de la transcripcion (figura 12).

9.4 Expresion de los factores transcripcionales VDR y VDIR en las lineas celulares de

cancer cervical SHay C33A

El factor transcripcional VDR es la proteina clave de las acciones genomicas del calcitriol.
El VDR unido al calcitriol puede activar o inhibir la expresion de genes. Estudios previos
de Avila E 2010 mostraron que la linea celular SiHa tiene VDR y que es una proteina
funcional. Evaluamos la expresion del VDR en otra linea celular de cancer cervical: C33A.
Encontramos que las células C33A no expresan al VDR (figura 13A). Por otro lado,
teniendo en cuenta que el factor transcripcional VDIR es la proteina que participa en la

inhibicidn de la expresion génica mediada por el calcitriol, evaluamos su expresion en las
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lineas celulares de cancer cervical SiHa y C33A y encontramos que ambas lineas celulares

expresan el VDIR (figura 13B).
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Figura 9. EI calcitriol inhibe la expresion del oncogén hEAGL a través de un mecanismo
transcripcional. Las células SiHa fueron tratadas con actinomicina D 2.5 pg/ml. Después de dos
horas el medio de cultivo se cambid por medio con calcitriol 1 UM o etanol como control. Se
extrajo el RNA total a los tiempos indicados para evaluar por qPCR la expresion de CYP24A1 (A)
y de hEAG1 (B). Los datos se normalizaron usando el gen constitutivo de GAPDH asignando el
valor de 1 a la expresion del gen hEAGL en la condicién control. Los datos se expresaron como la
media + DE de 3 experimentos independientes. *P < 0.05 vs el control.
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GAPDH
Actinomicina D - +
Tiempo Ciclo | Promedio DE Ciclo | Promedio DE
12.46 12.70
Oh 12.65 12.62 0.15 12.85 12.78 0.08
12.75 12.79
12.96 12.90
2h 12.82 12.84 0.12 13.26 13.04 0.20
12.73 12.95
12.84 12.81
4 h 12.79 13.02 0.36 13.28 13.01 0.24
13.44 12.95
12.88 12.80
6h 13.02 12.89 0.12 12.93 12.97 0.19
12.78 13.17
12.81 13.07
24 h 13.06 12.95 0.13 13.05 13.18 0.21
12.98 13.42
12.87 12.88
48 h 12.89 12.92 0.07 13.03 12.83 0.23
13.00 12.58

Tabla 8. La actinomicina D no afecta la expresién de gen constitutivo GAPDH.

Figura 10. El calcitriol no modifica la expresion del gen de GAPDH. Las células SiHa fueron
tratadas con calcitriol 1 uM o etanol como control. Después de 24 horas se extrajo el RNA total de
las células y se comparo la expresién del gen en las condiciones con y sin actinomicina D.
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-4000....... AGAATAGCT TAGGGCACT TGGAAGCGATATAATTCAATTCTACAAACATT

Caja E
TCACACTATCTATTGGGT TAACCATGCGEGT GAGT GTAGACCCACATCAGTGCATTCTTTTCC
CCAGTCAATTAGATTCAGGGACTAGTATTTCCTTTGAAGCAGATTCTGTCCATTCTCCCAA
CACTAGGGAAATACATCTATAGCAGGGAATCTTTTTTTTTTTCAATGGATATAGTCTGCCC
AACATTCTTCCTATAAGATTATTCAAATAGAAGT TTTGT TAACAGAAATCACATATAATAA
GICAGTCAGTCATTGGECTATAGAAGCTGAAATTTCTCATGCTGCAAATTCCTCCACTTTT
AGATATTTAGATATTTCACT CCTGGTGCCTGAGTAGTGAAGTCGCCTCTATGI TCAATTTC
TCCTCCGCTTAAGT TGCTAATGACGATGCATCCATGECCTGCCCCT TCCAGCT CGCAGACC
TAGGACT CACAGGCAACTTTCCTATGT TAGAGAGGT TCCTGECTTTCTAAAATCTGT CACC
CACACCATGT GGTCTTAATGGAAGGAAAAATGAAGTTCCTG
Caja E
CTTTATATGATAACAT TTGCCCCT TCTGATGT G . .eeeie e e e e
.................... CAATTGGT TTGCCATGGTACATTGGTATATTGTGAATCCTTTAGAAATCT G
TTACCAAGI TTTGACAAATCT GTAAGATTAAAGT TTACTCTAACTGAGATTCCCATATTAC
AGAGGTAGATCTCAGACAGAACTTTAAGT TGAGCAGGT CCTGGAACTGAATG
Caja E Caja E
TCAAGGAGGGAACAAAAGGT GGCAAGT AAAAGGT AAGAAGCACAGTATCCCGTCAACTAGC
ACCAAGAAAGAGCGEGAGT GI TTACT GG, o iiiiiieieeieiieeee e e et r e ee et e e ee e e einenanns
.......................................................... TTGAACAAACGACCGTTGTCTTAGCCCCTGIC
CAGAAACCT TGGGTGTATGTGGT TCTTCCGTATACCAGGGGTCAGCTGTAAA
Caja E Caja E
AACTAACTGTATCCTCTGCACTACAGACTACCCTTCAAGCCAAAGCCACGGTTGCTTAATT
AATGCTGCCCCTCTCCTGAGCATTCGCCCT TAGAGACAAGTCCACCCCTTTGATGITTGTC
AGGCCAGT TTGATACT GATCATACCAAACAT CAGGAGCCTGCATTTGT GTCTACGGTAAAAA
CAACCCAAGACAACTCTTCTGAAGCTGAATCTGCCAGTCACTCTAAATCTGCACTATTGCA
ATACGACTTCATTAATTACT GCTCAAACACT GGCCTAGAATCAAGGTGEGGECAACTTTCAC
TAGT CAGGCTAACCT TACAGGAAGGCAAGAAGGT GT TCCCAGAGCCT CACAGGT CCCAEEEG
GCCCCGCGECCTGAAACAGAGCAAAGGAAGAGAGT TACATCAGCACGCTCCCCTAAGACTTGT
TGCGCEEGTGAAT CCGACCCT GAAAGCT GCTCACAAT GCCCT CCTCTCCACCCAGCCCATGGCA
CATCCTGAACACAT T TCCCGECT GAACCCAGAGEGT GECECTECCGT CCCAGCCTTGGTCC
ACGGCCGCCCGECCACT TCCCTGCCT CTGCGEEAGCCCCCCAGCT TGGT CTCCCGCAGECCG
GCCGGT CEEECACGAGCCCGGT AGGEEEECECCECCEECCCAGECECCECT LT CCCTCCECC
CACCCGCGAGGCGEECT GCCGCT AGCCGAGECCEECECG

+1 =>
TSS
AGT GCACT GCGAGGCGEGECCGCAGERAGGGAGECGCGAAGAGGGECEGCGAGEGTAGCAGC
CAGAGGGAGCCGCCAGCCCTG........... ATG

Figura 11. Representacidn del andlisis in silico de la secuencia de 3943 nucledtidos de la region
promotora del gen hEAGL. En color amarillo se indica el sitio de inicio de la traduccion ATG, a
partir del cual y en direccion 5’ se consider6 una secuencia de 4000 nucleétidos para caracterizar el
promotor de hEAGL. En fondo azul se indica el oligonucledtido reverso utilizado en combinacién
con cinco oligonucleotidos directos; mostrados en fondo gris, para obtener las diferentes
construcciones de la secuencia de 3943 nucledtidos. El sitio de inicio de la transcripcién descrito y
las cajas E identificadas in silico con puntajes de similitud con la matriz >0.8 se indican por su
nombre.
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Figura 12. Distribucion del contenido de GC en la regiéon 5° UTR de 3943 pb del oncogén
hEAGL. El sitio de inicio de la transcripcidn se ubica en la posicion 13. El contenido de adeninas
fue del 29 % (1153), timinas del 29 % (1129), guaninas del 22 % (868) y citosinas del 20 % (793).

A B
SiHa C33A SiHa C33A

aVDR

aVDIR

- e | GAPDH S s | oGAPDH

Figura 13. Expresion de los factores transcripcionales VDR (A) y VDIR (B) en las lineas
celulares de cancer cervical SiHa y C33A. El extracto celular de las células SiHa y C33A se
separd por SDS-PAGE. La deteccion de las proteinas de interés se hizo con los anticuerpos anti-
VDR, anti-VDIR y anti-GAPDH.

9.5 El calcitriol reprime la expresion del oncogén hEAGL a través de un mecanismo

dependiente del VDR

Evaluamos en una linea celular carente del VDR (linea celular C33A), el efecto del
calcitriol en la expresion de los genes CYP24A1 y hEAGI. El estimulo de las células con

calcitriol no tuvo efecto en la expresion de los genes respecto al control (figura 14A). Al

42



estimular con calcitriol las células C33A transfectadas con 100 ng de vector de expresion
del VDR (figura 14B) se activo la expresion del gen CYP24A1 mientras que, la expresion
del oncogén hEAGL se inhibié 30 % (figuras 14A). En las células transfectadas con 200 y
400 ng de vector de expresion del VDR el calcitriol activd la expresion del oncogen

hEAG1 en 60 % (figura 15).

Figura 14. EI calcitriol reprime la expresién del oncogén hEAGL1 a través de un mecanismo
dependiente del VDR. A) Las células C33A transfectadas o no con 100 ng de un vector de
expresion del VDR se trataron con calcitriol 1 UM o etanol como control. Después de 24 horas se
extrajo el RNA total y se cuantificd el mMRNA de CYP24A1 o de hEAGL1 por la técnica de gPCR.
Los datos se normalizaron usando el gen constitutivo de GAPDH asignando el valor de 1 a la
expresion del gen CYP24A1 o hEAGL en la condicion control. Los datos se expresaron como la
media = DE de 3 experimentos independientes. *P < 0.05 vs el control. B) La transfeccion de las
células C33A con el vector de expresién del VDR se verificd por Western Blot. El extracto celular
de las células C33A transfectadas se separd por SDS-PAGE. La deteccion de las proteinas de
interés se hizo con los anticuerpos anti-VDR y anti-GAPDH. 1. Células C33A no transfectadas; 2.
Células C33A no transfectadas y tratadas con calcitriol; 3. Células C33A transfectadas con 100 ng
de un vector de expresion del VDR.

9.6 ElI promotor proximal del oncogén hEAG1 responde al calcitriol inhibiendo su

actividad transcripcional

Para determinar si la region 5° UTR del oncogén hEAGL es funcionalmente activa para

regular la transcripcion, un fragmento de nucle6tidos que abarcé 3943 nucleotidos se
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insertd al vector reportero pGL4.10, asignado como p3943. La actividad del promotor se
midié por transfeccion de la construccion p3943 en células SiHa. La construccion p3943
incrementd 200 veces la actividad transcripcional respecto al vector vacio (pGL4.10)
indicando que la region 5 UTR de 3943 nucledtidos tenia actividad de promotor (figura

16).

Para identificar la region del promotor con actividad reguladora cis al calcitriol evaluamos
la actividad transcripcional de las construcciones p3943 y p832 en células SiHa tratadas
con calcitriol o etanol como control. La actividad transcripcional se interpretdé como el
cambio en las unidades de la actividad enzimatica luciferasa del calcitriol respecto al
control. La construccion p832 mostré un efecto inhibitorio sobre la transcripcién en
presencia de calcitriol, mientras que la construccion p3943 tuvo la misma actividad

transcripcional en presencia o ausencia de calcitriol (figura 16).
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Figura 15. El calcitriol activa o reprime la expresion del oncogén hEAG1 dependiendo de la
cantidad presente de VDR en las células. Las células C33A transfectadas o no con
concentraciones crecientes de un vector de expresion del VDR (100, 200 y 400 ng) se trataron con
calcitriol 1 uM o etanol como control. Después de 24 horas se extrajo el RNA total y se cuantifico
el mMRNA de hEAGL1 por la técnica de qPCR. Los datos se normalizaron usando el gen constitutivo
de GAPDH asignando el valor de 1 a la expresién del gen hEAG1 en la condicién control. Los
datos se expresaron como la media + DE de 3 experimentos independientes. *P < 0.05 vs el control.
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Figura 16. El promotor proximal del oncogén hEAGL1 responde al calcitriol inhibiendo su
actividad transcripcional. Las células SiHa fueron transfectadas de manera independiente con las
construcciones p3943, p832 o pGL4.10 como control negativo. Las células se trataron con calcitriol

1 uM o etanol como control y se evalu6 la actividad de las luciferasas. Los datos se expresan como
la media £ DE de tres experimentos independientes. *P < 0.05 vs el control.

Ahora bien, con el objetivo de confirmar que la presencia del VDR es fundamental en el
mecanismo molecular que el calcitriol utiliza para reprimir la expresion del gen hEAG1,
evaluamos en la linea celular C33A la actividad transcripcional de la construccion p832. La
linea celular C33A transfectada con la construccion p832 se tratd con calcitriol y no mostré
cambio en la actividad enzimatica luciferasa respecto al control (figura 16). Sin embargo,
un cambio sobre la actividad enzimatica luciferasa se observo en células C33A
transfectadas con concentraciones crecientes de un vector de expresion del VDR (100, 200
y 400 ng). Las células transfectadas con 100 ng del vector de expresion del VDR y tratadas
con calcitriol mostraron una disminucion de la actividad enzimatica luciferasa mientras que,
las células transfectadas con 200 y 400 ng de vector de expresion del VDR respondieron al

calcitriol activando la transcripcion del gen reportero de la luciferasa (figura 17). En
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conjunto estos datos indicaron que en el promotor proximal del gen hEAGL1 se encuentran
contenidos nVDRE responsables de la inhibicion transcripcional de éste gen por el
calcitriol y confirman la importancia del VDR en el mecanismo molecular del calcitriol

sobre la expresion del gen hEAG1.

Figura 17. El calcitriol reprime la expresion del oncogén hEAGL1 via el factor transcripcional
VDR. Las células C33A fueron transfectadas con concentraciones crecientes del vector de
expresion del VDR (100, 200 y 400 ng). Las células se trataron con calcitriol 1 uM o etanol como
control y se midi6 la actividad de las luciferasas. Los datos se expresan como la media + DE de tres
experimentos independientes. *P < 0.05 vs el control.

9.7 El calcitriol reprime la expresion del oncogén hEAGI via un elemento regulador cis
del tipo cajaE

La secuencia localizada a -771 / -777 pb del sitio de inicio de la transcripcién corresponde a
un elemento regulador cis tipo caja E por lo que, considerando los reportes de Kato S et al,
2007; Kim MS et al, 2007; Lundqvist J et al, 2012; Lundqvist et al, 2013 esta secuencia

puede ser reconocida por los factores transcripcionales VDIR, WSTF y VDR/RXR. Para

46



conocer si este mecanismo también ocurre en la secuencia -7771 / -777 generamos una
mutante de la construccion p832. El cambio se hizo en la secuencia comprendida entre -771
| -777 correspondiente a un par de cajas E separadas por un nucleétido. La actividad
transcripcional de la construccion silvestre p832 y de la construccién mutada p832mut se
compard en presencia de calcitriol en células SiHa. La actividad transcripcional de la
construccion p832mut es similar en presencia o ausencia de calcitriol (figura 18). La
pérdida del efecto del calcitriol en la inhibicion de la actividad transcripcional de p832mut
(figura 19) indica la importancia de las cajas E ubicadas entre -771 / -777 y que son estas

cajas E las que dan identidad al nVDRE ubicado en el promotor proximal del gen hEAG1.

9.8 El factor transcripcional VDIR se une al elemento de respuesta -771/-777

Para determinar si las proteinas nucleares de las celulas SiHa se unian in vitro a la
secuencia de nucledtidos -771 / -777 realizamos ensayos de movilidad electroforética con
sondas marcadas radiactivamente. Las sondas usadas correspondieron a: una secuencia
consenso tipo caja E (Kim MS et al, 2007), una secuencia correspondiente al elemento de
respuesta -771 / -777 y una secuencia mutada del elemento de respuesta -771 / -777 (figuras
20A y B). El complejo DNA-proteina formado por la secuencia consenso y las proteinas
nucleares se consideré como nuestro control positivo. La secuencia -771 / -777 genero la
formacion de un complejo DNA-proteina similar al del control positivo (figura 20A carril
3) mientras que la formacion del complejo DNA-proteina disminuyo con la secuencia
mutada de -771 / -777 (figura 20B carril 2). Estos resultados indicaron que in vitro el

elemento regulador cis -771/-777 es reconocido por proteinas nucleares.
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La identidad del factor de transcripcion unido a la secuencia -771 / -777 se evalud con el
uso de un anticuerpo especifico para el factor transcripcional VDIR. En presencia del
anticuerpo la intensidad del complejo disminuy6 sugiriendo que el sitio de interaccion del
VDIR al DNA fue bloqueado por el anticuerpo (figura 20A carril 4). Para descartar que la
pérdida en la sefial de la banda se debiera a interacciones inespecificas entre el anticuerpo
anti-VDIR y el VDIR, comparamos la sefial de la banda usando un anticuerpo no
relacionado, una IgG de raton. En presencia de la IgG la intensidad del complejo DNA-

proteina fue la misma respecto a la intensidad de la sonda control (figura 20A carril 5).

La especificidad de la union del VDIR a la secuencia -771 / -777 se comprobd mediante
experimentos de competencia afiadiendo un exceso de sonda no marcada como competidor.
En dichos experimentos observamos que un exceso de la sonda no marcada fue capaz de

competir la interaccidn con la misma sonda marcada (figura 20C).

La incubacion de las proteinas recombinantes VDR, RXR y VDIR en sus formas E12 y
E47 con la sonda -771/-777 mostré que la formacion del complejo DNA-proteina en
ausencia de calcitriol solo se forma si el VDR, el RXR y el VDIR en cualquiera de sus dos
formas se encuentran al mismo tiempo en la reaccion (figura 20D, carriles 5 y 6). En
presencia de calcitriol el complejo DNA-proteina tiende a disociarse (figura 20D, carriles
11y 12) siendo mas marcada la disociacion con la forma E47 de VDIR (figura 20D, carril

12).

9.9 Los factores transcripcionales VDR, RXR, VDIR y WSTF participan en e mecanismo

molecular que utiliza €l calcitriol parainhibir la expresion del oncogén hEAG1

La funcionalidad in vivo del elemento de respuesta -771 / -777 se evalu6 por ensayos de
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inmunoprecipitacion de la cromatina. Se utilizaron anticuerpos contra las proteinas VDR,
RXR, VDIR y WSTF para inmunoprecipitar la cromatina de células SiHa tratadas o no con
calcitriol. La union de las proteinas al DNA se determind mediante PCR. La amplificacion
de una banda de 230 pb indicé la formacion de un complejo entre el DNA vy la proteina
evaluada. Nuestros datos mostraron que en ausencia de calcitriol el VDR, el RXR, el VDIR
y el WSTF estan formando un complejo con la region de DNA -771 / -777 (figura 21). Por

otro lado, en presencia de calcitriol el VDR, el RXR y el WSTF son disociados del

complejo (figura 21).
832 bp-
Ho* [ Calcitriol 1 uM
832 bp- Mut-
1
N o N4

Unidades de actividad relativa de luciferasa

Figura 18. El calcitriol reprime la expresién del oncogén hEAGL via un elemento de respuesta
de tipo caja E. Las células SiHa fueron transfectadas con el plasmido p832 silvestre 0 mutado. Las
células se trataron con calcitriol 1 UM o etanol como control y se evalu6 la actividad de las
luciferasas. Los datos se expresan como la media + DE de tres experimentos independientes. *P <
0.05 vs el control.
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Figura 19. Mutante de la secuencia -771 / -777 del promotor del oncogén hEAG1. Alineamiento
de la secuencia reportada del promotor hEAG1 y la mutante de la construccion p832. El cambio
generado en la secuencia -771 / -777 se indica en fondo rojo. El alineamiento se hizo con el

programa en linea ClustalW2.
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Figura 20. El factor transcripcional VDIR se une al elemento de respuesta tipo caja E.
Extractos nucleares de células SiHa se incubaron con sondas de DNA marcadas con *P que
contenian las secuencia consenso de una caja E (A carril 2), la secuencia de una caja E del gen
hEAGL (A carril 3y B carril 1) y la secuencia mutada de la caja E del gen hEAG1 (B carril 2). Las
reacciones se preincubaron con 3 pg de anticuerpo anti-VDIR o anticuerpo anti-1gG. C) Ensayos de
competencia D) Las proteinas recombinantes VDR, RXR y VDIR (E12 y E47) obtenidas por
traduccion in vitro se incubaron con sonda marcada con *P de la caja E del promotor de hEAG1 en
presencia 0 ausencia de calcitriol. Las reacciones de unién se separaron en geles de poliacrilamida.

51



Input IgG VDR VDIR RXR  WSTF

Calcitriol - + - + - + - + - + - +

Figura 21. EI mecanismo de represion del calcitriol sobre el gen de hEAGL1 involucra la
participacién de las proteinas VDR, RXR, VDIR y WSTF. Las células SiHa se trataron con
calcitriol 1 uM o con etanol como control. Después de dos horas las proteinas unidas al DNA se
entrecruzaron con formaldehido al 1 %. Se usaron los anticuerpos anti-VDR, anti-RXR, anti-VDIR
y anti-WSTF para inmunoprecipitar la cromatina. Como control negativo se utiliz6 yglobulina de
raton. EI DNA inmunoprecipitado se uso como templado para la amplificacion del elemento
regulador cis -771/-777 por PCR. El experimento se repitid 3 veces dando siempre los mismos
resultados.
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10. Discusion

Actualmente se sabe que la expresion géenica de diferentes proteinas de membrana como
son los canales ionicos tipo potencial transitorio del receptor vaniloide (TRPV) 5y 6 (Wu
Y et al, 2011) y el cotransportador tipo Il de sodio dependiente de fosfato (NaPi) (Kido SL
et al, 2013) son regulados por el calcitriol. Se ha descrito que estas proteinas de membrana
estan involucradas en el metabolismo del calcio y el fosforo por lo que la accion del
calcitriol sobre éstas proteinas esta dada en el contexto de la fisiologia del intestino. Por
otro lado, es de llamar la atencion que el hEAG1 no siendo un blanco fisiologico del
calcitriol si lo sea en un contexto patolégico, como es el cancer. Aunque esta situacion
podria considerarse controversial, en nuestro laboratorio se ha reportado que el calcitriol
inhibe la expresion del gen hEAGL en diferentes lineas celulares de cancer y el presente
trabajo muestra evidencia sobre el mecanismo molecular por el cual el calcitriol puede
inhibir la expresion del oncogén hEAG1 en el contexto del cancer cervical, lo cual muestra

que dicho proceso biologico es de interés biomédico.

Nuestro laboratorio reportd que el calcitriol reprime la expresion del gen hEAG1 en las
lineas celulares de cancer cervical SiHa y HeLa (Avila E et al, 2010). Ambas lineas
celulares tienen integrado el genoma del virus del papiloma humano 16 y 18
respectivamente. La infeccion por estos virus es el principal agente etiologico del
carcinoma cervicouterino. Se ha demostrado que las proteinas oncogenicas E6 y E7
codificadas en el genoma de éstos virus promueven la expresion del oncogén hEAG1 (Diaz
L et al, 2009). Considerando que la expresion de hEAG1 en la linea celular SiHa es

abundante decidimos llevar a cabo nuestro trabajo experimental en esta linea celular.
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El canal ionico de potasio hEAG1 se ha encontrado expresado en una gran variedad de
tumores de diferente origen histolégico (Pardo L y Stiihmer W 2014). Muchos esfuerzos se
han hecho para determinar como es que este canal ionico participa en el desarrollo y la
progresion del cancer. En nuestro estudio identificamos de manera in silico que el
contenido de CG alrededor del sitio de inicio de la transcripcion del gen hEAGL1 es muy
elevado (80 %). Esta observacion sugiere que la estructura de la cromatina en el gen
hEAGL1 se encuentra fuertemente compactada impidiéndose su expresion genica. En el
cancer es posible que la estructura compactada de la cromatina se pierda y esto conlleve a
la expresion del oncogén hEAGL en las células tumorales. En el promotor del oncogén
hEAGL1 se ha descrito un elemento regulador cis al factor de transcripcién E2F ubicado a -
12 /- 28 nucledtidos del sitio de inicio de la transcripcion (Lin H et al, 2011). E2F activa la
transcripcion de genes implicados en la regulacion del ciclo celular como el gen de la
cinasa dependiente de ciclina 2 (CDK2) y el gen de la ciclina E (Dante RA 2014). Es
posible que al relajarse la estructura de la cromatina del gen hEAGL el elemento regulador
cis para E2F quede expuesto favoreciéndose la transcripcion del gen. A pesar del
conocimiento hasta ahora generado sobre la activacion de la expresion de hEAGL, poco se
sabe sobre su regulacion epigenética y sus mecanismos de inhibicion transcripcional. Con
el objetivo de ampliar el conocimiento de la regulacién transcripcional y entender el
mecanismo molecular que el calcitriol utiliza para inhibir la expresion del oncogén hEAG1
clonamos su promotor e identificamos que la regién 5 UTR del oncogéen hEAGL1 contiene
una secuencia 5’- CAGGGGTCAGCTG -3’ que comprende los nucleétidos -771 / -777 y
que coincide con la secuencia consenso de un elemento regulador cis del tipo caja E. El
analisis de la secuencia -771 / -777 mediante ensayos de movilidad electroforética

demostraron que la secuencia -771 / -777 es un sitio de union al VDIR. Estos datos
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indicaron que el mecanismo molecular del calcitriol sobre la inhibicion de la transcripcion
del oncogén hEAG1 compartia similitud con los mecanismos de inhibicién transcripcional
de los genes CYP27B1, CYP19A1 y CYP21A2 (Kim et al, 2007; Lundqvist J et al, 2012;
Lundgvist J et al, 2013), en donde el mecanismo involucra la unién del VDIR a un
elemento de regulacion cis del tipo caja E. Por otro lado, la mutacion en tan s6lo dos
nucledtidos de la secuencia -771 [/ -777 (5- CAGGGtTtAGCTG -3°) redujo
considerablemente tanto su competicién como el efecto del calcitriol sobre la inhibicion de
la actividad transcripcional. Se ha reportado en el promotor del gen de la lipasa hepatica un
polimorfismo de una caja E en donde el cambio de un solo nucledtido (C514T) es

suficiente para bloquear la union del factor transcripcional al DNA (Zambon A 2003).

En conjunto estos resultados soportan la hipdtesis de que el VDIR es el factor

transcripcional que se une al elemento de regulacion cis localizado a -771 / -777.

El factor de transcripcion VDIR pertenece a la familia de proteinas E que funcionan como
reguladores de la transcripcién de procesos de desarrollo tanto de vertebrados como de
invertebrados. En los mamiferos se conocen cuatro proteinas E: E12, E47, E2-2 y HEB
(Wang D et al, 2006). La proteina VDIR es E47 (Kim MS et al, 2007) y nuestros resultados
de movilidad electroforética con proteinas recombinantes sugieren que VDIR se encuentra
formando un heterodimero con la proteina E12, esta observacion es muy importante pues se
sabe que las proteinas E pueden unirse al DNA formando homodimeros que funcionan
como activadores de la transcripcion o bien, pueden unirse al DNA formando
heterodimeros que funcionan como activadores o inhibidores de la transcripcion (Kee BL et
al, 2009). Con base en nuestros datos esta posibilidad podria estar ocurriendo en el

mecanismo molecular del calcitriol sobre la inhibicion de la expresion del oncogén hEAG1.
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La interaccion de VDIR con el VDR juega un papel muy importante para que el calcitriol
pueda inhibir la expresion de sus genes blanco (Kim MS et al, 2007, Lundgvist J et al,
2012; Lundqvist J et al, 2013). La inhibicion de la expresion del oncogén hEAGL por el
calcitriol no es la excepcion a este mecanismo. La respuesta de los diferentes organos
blanco al calcitriol depende de la cantidad y biodisponibilidad del VDR. En este sentido
nuestros ensayos de expresion de genes y de transactivacion en la linea celular C33A,
mostraron que en ausencia del VDR el calcitriol no puede inhibir la expresion del oncogén
hEAG1 y mas llamativo fue observar que la presencia del VDR en la célula no es un
indicador de que el calcitriol pueda inhibir la expresion del oncogen hEAGL. Por otro lado,
la sobreexpresion del VDR en la linea celular C33A activo la expresion del oncogén
hEAGL, una respuesta que potencialmente favoreceria los efectos oncogénicos de hEAGI.
Esos datos muestran claramente que debe existir un equilibrio estequiométrico finamente
regulado entre los factores transcripcionales para que, en su caso, el mecanismo de
inhibicién transcripcional por el calcitriol se lleve a cabo. Los niveles intracelulares de
VDR son regulados tanto por ligandos del VDR como por hormonas, factores de
crecimiento que no unen VDR (Brown AJ et al, 1999) y el miRNA-125b (Mohri T et al,
2009). La regulacion, que afecta al control de la transcripcion y la estabilizacion del RNA
mensajero del VDR asi como a la sintesis y degradacion de la proteina, es especifica en
cada tejido o célula ya que el calcitriol activa la transcripcion del VDR en las glandulas
paratiroides y el rifion y no en el intestino (Brown AJ et al, 1999). La cantidad de VDR en
la célula blanco depende también de muchos otros factores, como el estado de proliferacion
y diferenciacion de la célula, las rutas celulares activadas en un determinado momento asi
como la expresion diferencial de cofactores que intervienen en las acciones del VDR como

factor de transcripcion (Brown AJ et al, 1999).
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En conjunto nuestros resultados nos llevan a proponer que el mecanismo molecular por el
cual el calcitriol inhibe la expresion del oncogén hEAG1 involucra la participacion de los
factores transcripcionales VDR, RXR, VDIR y WSTF. Estos factores transcripcionales
forman un complejo multiproteico que en ausencia de calcitriol estd unido a un elemento de
respuesta del tipo caja E ubicado en el promotor proximal del oncogén hEAG1 (figura 22A).
En presencia de calcitriol se da la disociacion del VDR, el RXR y el WSTF del complejo
multiproteico quedando unicamente el VDIR unido a la caja E del promotor de hEAG1

(figura 22B).

A
5 HHEEHE-

B Cadlcitriol

% @D
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Figura 22. Resumen grafico del mecanismo molecular del calcitriol para reprimir la expresion
del oncogén hEAGL. A) En ausencia de calcitriol los factores transcripcionales VDIR, VDR, RXR
y WSTF forman parte del complejo de proteinas asociadas al elemento regulador cis del tipo caja E.
B) En presencia de calcitriol las proteinas VDR, RXR y WSTF se disocian del complejo.

En resumen, establecimos las bases de los estudios hechos en nuestro laboratorio que
muestran que el calcitriol inhibe la expresion del oncogén hEAG1 y se apoya la idea de que
el calcitriol, de manera fisioldgica, podria estar involucrado en las etapas tempranas del
cancer, es decir, actuando en la primera linea de defensa contra el crecimiento tumoral,

junto con otros mecanismos descritos.
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11. Conclusion

El calcitriol reprime la expresion del oncogén hEAG1l mediante un mecanismo de
regulacion transcripcional que involucra un elemento de respuesta negativo en el promotor
proximal del gen. Dicho elemento de respuesta corresponde a una secuencia de tipo caja E
(ubicada a -771 / -777 nucleotidos del sitio de inicio de la transcripcion) y es reconocida
por €l factor transcripcional VDIR. En e mecanismo propuesto para explicar la represion
de la expresion génica de hEAGL por € calcitriol participan los siguientes factores de

transcripcion: VDIR, VDR, RXRy WSTF.
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Introduction

The human ether 3 go-go 1 gene (hEAGT, KCNHI) encodes a
vol agegated potassiom dhanne] normally expressed in the brin,
although ity precise fandison i yet oot well undersiood {Uorego
el al 20M). Lower sxpression of hEAG] kas been desaribed m
oifier Hssnes than brain, however, ectopically overexpression of
HEAL] i seen regularly in mncer (Pardo of al. 1953} Indeed, high
hEAL] expression has been detected in a variety of tumoral cells,
and inhihition ol hEA G1 Amction in cincer cells by different sirat-

egies, reduces cell profiferation {Unrege ot 2l 2014} 1t @s thoughi
that fts role s mainly in s shility to actirate critical cellular
mechanizme imeobved in the genesis of anoer | Downde seal 2008
Th:mimt.thﬂ:psmpdthﬂEI EXPTESSIOn or Activ-
ity are promising tools in treating cancer.

Gallatriol {1 25-diby drox yvitamin 13, the hormenal active form
of vitamin D, is the product of 2 metababic activation process
imvolving the skin, the Iiver, and the kidney. The nmin fmction of
alditriol s the regalation of @lchom and phosphoras homeoasta
six; however, this hormaone displays a variety of hinlogical effects
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that inclnde antittmmoz] properties. The general mode of action
of mbditric] is theoegh the modulation of gene expression by bind-
ing to the vitamin [} meceptor (VDR a nuclear receptor of the

the hetercdimer [ormed betwesn this recepior and the retmaidX
receptor (RNE) binds tovitamin Doresponsive genes throogh daf-
ferent types of vitamin [ responss elements, and this inferactiocn
allows the recnisitment znd assembly d’rh:pu:]hm&m
machinery. It has been proposed that fmnscriptionall repression
by calcsmiol umtﬂ.ndulﬂnmﬁ:]:lnhunmmplnlhﬂhmdim
n:gtierﬂ:mhﬂmdﬂnﬂi:ﬂnmrinm!:tgmu
[Eaio el 2l 2007} Most of the nWVIREs reporied are from the Ebo
the sequence CANMNTG. The VOR-EXE heisodimer,

fype oniEimng
the vitamin Dmcrptmnﬂ.uictnqr:‘pr:m:rmj.indth:

[Barmett and Erebs 201 Lundgrist = al 2301% 200 Musyama
et al Jondj

We have provemaly skewn thet calciiricl downregalates hEADT
expressinn in cells from fifferent ypes-af mncer and from normal
placental tissue {Avila etal 2000 Garda-llecerm et al 2010). Here,
we report that the BEAG] gene promoter contains a3 cis-acting
element responsible of the negative regukution by mbdiriol

Materials and methods

Heapgenis

Calotric]l was donated by Hoffmanm-1a Roche Lid. (Rasel,
Switzerland) Antibodie: against VDR, KX, VIHE [E2A), and WETF
%A L hEAG antibody was from Novos Biological (Littletown, T5A)

Cell culure=

SiHa and C33-A cervical call lines were obtained from the Ames
imn Type Crlture Colletion {Rodoville, LSA). Cellswere seeded 21
2 density of 13 10° per 10 mami cefl culiure dish in supplemented
mediam (DMEM mednm withoot phenol red, with 3% charooal-
stripped heat inactivats] fetal clf seram, 50 Uiml pemicllin, and
50 pgiml streptommy cinjand oelhured aader cell cubtore standard
coqufitions for 24 h prior o cldtbol treatment

hEAGE immunolocalization and abundance by
immumadinorescence daining

To analyre hEAGT expression. Silla cells were seeded onio ster-
ile two-well chamber shiles and incubated evernight. A frerwands
the cells were exposed o 1 pmol/L cldtriol or its vehicle during
24 h. Then, cells were washed with PES and inmubated at =20 “C for
10 mim i ice-cold acetone for fxation and ion A fier
washing, cells were hiodked with 13 bovine semam albamin [BSA)
for 1 b Skides were then inrubated overnight at 4 *Cwith a rabbit
pul\dnm]mb-hﬂ.ﬂ!lﬂﬂmﬂmhﬂ!mgmtm
cells were immubated i the absence of primary antibody. Aftera
washing step, hEAGE was hhddwﬂqm-mmhbdhﬁ
[1=2=y, Jackson bmmuneflesezrch laborataries, West Grove, LSA)
for 2 . Fnallly, a drop of Uracnzz meounting mediem (Santa T
Biotechmology), which contams 4°,6-Hizmidine-2-phenylindole
[DAPT for nuclear vismclication, was applied to air-dried shides,
which were then oowendipped. Cells wene photographed with a
comventinnal fmorescence microscope. For each field, owo single
mhriunpmarqludfwﬂmenhﬂlmdﬁr}mmmd
wﬂhmﬂbmpn[ﬂ’?!mmlﬂb‘nq:‘mﬂphﬁlﬂu lui,Inl.'_r:r
Jpan), a 100 W high-pressure mermury bumer and sitable filters
for COy3 and DAPL For mch fhsorescent marker, all images wers
acpuired during the mme amount of time and 2 ozl of 90and
1060 ceflls: were svahoiedfor the vehide and clcimal trepments,
respectively, |10 cells from each field)]. The intensity of the fusores-
cent signal depicting hEAG protein expression was amabveed with

Bochesm Cell Biol. Vol 979, 2na

the Image] sofrware (NIH, USA) on single oolor immages {Cy3-hEAGT)
obizined by comverting the colorimages to gray smbe. Then three
different background values joptical densities) were obiained for
each image The average of these values was firther suhiraced
From the measumes obtained from each cell anabyred. Whale cell
‘measures {oytoplasm and muclems opticl density | were oblaimed
by ming always the same area size. Finally, the mean optical
density, standard deviation, and standanl ermor were cloulatsd
for each treatmient. for grphical representation.

Erverse franscription and realiime polymerase chain
reaction

Cellnlar RNA was isolated usng TRIzol reagent {fovitrogen,
(arlshad. (hfornia, USA) and 5 ug of total ENA were nsed for dONA
gnthesis (Roche, Gemmamyd ReaHime polymerzse chain reaction
(ETgPCH} was performed using the LightCy cler Tagman Master
System and the LightTyvcler 20 Instrament from Roche. Each
10 L reaction mixmre consisted of 2 gl Taghtan Master 5, 01 gL
of specific Univerml Probe Librasgy l'-"mhel:mp.-:i,[] l:IJp.'Lnl'nl:I:
pomer (10 jmolfL], and 3 uk i=mphie oA Pnmer sequences
were: lefi hEAG] 5 CCTGEAGGIEATOCAAGA T3, right BEAG)
SCCAAACACGTCTOCTTTIIOLY with: probe umber 43; left CfF24A0
S-CATCATGLEDCATCAAAACAA-T', mght CYP2eAl 5-G0A GCTOGEA-
CTGEAGTGAL-3" with probe number 88; left ghyceraldebyd=3
phephate debydrogenase [GAFDE 5 ALCCACATOGCTCAGACACT,
right GAPDH 5" GOCAATACGATAAATOCY with probe nomber
. Thermal cycling consisted of an inftial derstumation step at
45 “C for 10 min, followed by 43 cpcles 2t %4 °C for 80 5, 60 C for
30 5, and 72 °C for 1 & FExpresson levels were calmulated affer
mormalization to the housekesping gene GAPDH and results were
expressed relative to values from vehicletreated cells, which were
sefal L

Constroction of haciferase reporter plasmids with hEAG1

promEHer

Putzative tmrsription factos binding sites i the hEAGE promoter
[Lim e al 2007 were identified by Matinspector {Cartharius = al
2008). Taking the resalts of this o sifico analkysis into account, 3
B2 bp fragment of the hEAGI gene promoter was groerabed by
PCH using the iilowing primers reverse primer 5-TCOCTCIGGCT-
GCTACIC-3' and forward primer = CTTGGGTES
Amplification reaction was performed with homan genomic TNA
i ipheral blood monamiclear cells derived froma
resulting amplicon was
cloned imo the EcollV site of thefirefly haciferase reparter vecior
plala. 10 {Promegg, Malzon, Wisonzin, USA) to obtzin the REAG)
promcter-ncferass ronstmuct. The Ebo af the hEAG ] promoter
was mutated with the Tnsformes Site-Directed Mutagenesis Kit
{Clondech, MoantainView, (BA) The primes used for musagenesis
was 5 CAGTTAGTITITACAGCTIATCOCTGGTATACGG' and the
832 bp fagmem of hEA G1 promoter was xed x‘hﬂn_[l.i.r_ln.:ll
raves, sequences were onfirmed by ONA on an ARl
PHISM 300 Genetic Aralyzer (Applied Biosystems, Foster City, TEAL

Transient transfecion of hEAGI reporter plasmids and
Inciferase reporier assay 3

Far transfection, SiHa |5 « 10°) or C33A (7 x w0F) rells were
seeded in fwell phites in supplemented medinm. The nexe day,
cells were transfected using Fugeme HI reagent arconiing to the
mamnfacturer's instructions (Rocas] For normalization purposss,
a Renilly heciferase expression vector was wsed in transacination
shixdies After tmnsfection, the cells were treated with | pmafL
maloiriol or ethamol as vehicle. The ncfemse neporier assy was
performed 24 h after transfertion. The cefls were rsed by B pas
asays were performed ming a Tarmer TD-20/20 iminnmeter ac
cording (o the mamufacturer's gridelines {Promegal

4 Puliliche by SEC e P
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Western blot

Kontransiered and VIR-transfected CoA oells were bpsed with
EIPA buffer (5.1 mmol/L dibasic sodiom phosphate, 17 mmal/L
monabasic sodium phosphate, B0 UL MaCl, 1% Nonidet 0,
0.1E 5005, pH 7.4} in the presence of protease inhibitors Roche)
Protein concentraton was determined by bicinchoninic acd pro-
tein as=y (Hic-Rad, Hercales, USA} with BSA a3 3 standard. Pro-
teins were separdied by SD5-PAGE on 1038 polyacrylamide gelds
and transferred by wet electroblotting overnight at 25 volis to
nitrocellnlose membranes. Membranes were inmmbated for 1 h
withhlockimg busffer (20 manal L Tris-HO pH7 5, 150 mmollL NaCl,
0% Tween 20, and 5% nonfat milky Bloes were incehated over-

(GAPDH [MATER4, 130000, Millipore (Billeric, USA).

Nuodear extracts from SiHa cells treated during 3 howith 0 gmal
ciiicsinial were prepared wing the Cellytic NoCLEAR Extraction

Kt [SipmarAldrich, S¢ Lineis, Missoard, SA) following manofac-
turer's instractions. EMSAs were performed with the Gel Shift
nqmmhmmmdmm

mixing the entides ed DNA
Technologies, Inc, Corabwille, [T8A) shown in Table 1. FMSAs were
performed with P end-labeled probes comtaining a previously
claraoterized Ebm type oV DRE (Murayama et al 2004, the puda-
tive Fheme im the hEAGI gene promoter or 3 matant form of this
nVDRE Emght mirograms of 5iHa medear extracts, 7.5 fmol of
each labeled probe, and 2 g of poly|{dHIC) were added per reac-
tion. For supenshift assays, samples were preincubated during at
beast 30 min with 3 pg of a spedfic antibody agminst VIR bedfore
the inmbation aof the hbeled probes with mdear extraces. The
DNA-protein complexes were ressived on 4% noo-denanming
pobacylmide gels and visualired by smoradiography.

EMSA wwing recombinam proteins was performed as reported
previcusly (Endo-Ufmeda =t al 2012). In brief, VIE, BEXE, and VIR
soivrms (EL: and E47) were transhied in vitro with a TNT Chrick-
Cougled TrmnscrptionTranskation System (Promega). Ninding re-
actions were performed im a bufer containing 10 mmof L Tris-HC
pH 7.6, 30 mmolL KO, 0.05 mmolL EDTA, 1.5 mmoll. Mz,
£5% ghycerol, 1 mmol/L. dithiothreitol, 05 pg'ml pele{didC),
0.1% Trston X-#00, and nonfat milk Samples were sepamted on
51 polyacylamide gels and vismlzed by aniormdicgraphy.

Chromatin immunoprecipiiation asay (ChIF)

ChiP was condhucied as previowsly described {Matsunawa et al
0L After 2 h of clctrio] or ethanal jcontrol) ereatmeent, cefhslar
components were oross-Einked by inmhbaton of 5iHa and C13-A
celks (3% ¥ each) with ¥ formabdebyde at 37 °C for 15 min. The
cells were scraped with cold PES. After centrifogation, the pellets
were resaspended m bysis buffer {11 505, 10 momol L EOTA, 30 mM
Tris-HO pH 8.1) and then somicted wsing 5 opcles of 20 s each

i Procesor model GEX 300, Geney Inc., Monireal, Camadaj.
The samples were with mlmon sperm DNA/protein
Cagarose at 4 °C for 30 min. Supsmatants were imoobated with
antibodies against VIE, VDR, EXE, and WETT {catalog nambers
se-13133 K, sc-133075 K, so774 K, and sc10636 X, respectively;
Samia Cruz Bintechmology) or nonspecfic Iz jsc-2025, Santa Cnee
hdmlwfdifm@lwﬂh:hﬂmg.h:nnﬂﬂm

with salmon sperm DNA

at 4 *C for 1h. The protein Gragarose was washed with 1 mL of each
ane of the ing bafers: lnw-salt wash buffer (20 mmoldL
Tris-HO pH &.0, 550 mmalL NaCl, 1% SDE, 15 Triton X-100, and
2 mmolL. EOTA}, high-alewash boffer {20 mmiol]l. Tris-H0 pH .0,
S0 mmodL MaCl, 0.5% SDS, ¥X Tritom X-200, and 2 mumol{L EDVTA],

Table 1. Frimen msed for EMSAL The mmiatesd nscleobdes arme
umderlimed

Dunble-stramdsd

probe CompleEmentary olpoaucisotides ssquences

Camonbcal E-box 5 OCATTAACCCACT TG CCATCT RO T
FLLCACATLCCA GO TR OO TTAATCRC-T

REAL] B 5OOCTATAMCACCCCTOA COTCTAAAA T

ELTTTTTACACCTEAOODOTGETATADGE-T
E-DOCTATACCAGCCTTIA
S.GTTTTIACAGITAAA ODCTGETA TADGE-Y

hEALCL B mi

and LiTkwash buiffer (250 mmol/L 1301, 20 nomiolf]. Tris-HO pH =1,
500 KWall, 11 Nonides P40, 13 soadinm deor amad
2 mumnl{L EDTA), follmwed by two washes with TE bafer {1 mmof L
Tris ama 1 mmodfl. EOTA, pH 8.0). ONA-protein complexes a5 well
&= the mput samples were treated with 5 molfl. KO at 63 °C
memight to reverse oross-link and then inmbated with poote-
mase K at 43 °C for 1 b The DNA samples were parifisd by the
Wirard DNA Cleanip System (Promega). Uising porified DNA as 2
initial demataration at 95 °C for 2 min followed by 35 cycles each
wﬂll-lhn#m’dmnat!ﬂ'[furiﬂl,:mdngjt-'[ﬁnr]h and
extension at 72 °C for 30 5, and final extension at 72 “C for 30 5.
Primers nzed in hEAGL Bbax ChIP amalysis were: 53'-TGIGEGEA-
CATAGGCTTAGTC-Y and 5" -CTTGITCICTAAGGGOGAATEY . PCR
products were anabyz ed in 2% agarose gel.

Suatistical anaksis

Datz are expressed as mean + S0 Statistical analysis was done
using wo-tailed Smdent's ¢ test. Differences were considered sig-
mificant ae P' < 0L0G

Resulfts

To imvestigate the mechansm of repression of BEAG] gene by
caldtrial, we chose as 2 mods the SiHa cells, which are cerviml
rells containing sequences of neman papillomanirus rpe 16. These
cells express high levels of hEAGL, as depicied in red im Fig. 1A
[left]. After incubating the cells in the presence of cldiriol, m-
mumoreactive hEA Glwas sigmificantly le=s abnmdam compared with
wehicle treated cells (Figs. 1A and B} Negative comtrol did not show
any imone=soent sigral |data not shown|. Acrording to imemunooy-
tochemiral resulis < ing that mlditriol redoces KEAGT immn-
moreactiviry, Fig. 10 shows that hEAGI mENA was also reduced in
midirioHreated 5iHa cells, which agree with 3 previows report
From this abomtory {Avila et al 20004

To investigate the participation of VI on abdiriol mhibstion
af hEAG] gene expression, we tsed L334 cervical cells, which do
mol express the VIR (Fg. 28, lanes 1and 7). The relative expression
of hEAGT mENA was similar in nom-tmnsfected C20A cells o
bated in the presence or absence of 1 pmollL clcitricd (g 2A). Far
thermore, the well-lmown ndisction of CYP24A1 gene sxpression
by @icitriol was not observed in these cells: [Fig. 24) in contrast to
those (O3-A VDB-tmmsfected cedls, in which the clciriol repres-
sive effect on hEAG] mENA was evident (Fig. ZAL It & noteworily
o mention that VIE ectopic ecpression did mot affect hEAGI
mANA levels in VIB-Amnsfected C33-A cells inmubated with =tha-
mal as comtrol (Fg 24) These results indicate that the VIR @
required in the mechamism fior hEAG repression by lcitrinl

To investigate if mlctriol afects the stability of hEAGT mENA,
we performed ET-gPCR analysis in SiHa cells treated with cala-
tricd or its vehicle in the presence of the ENA
actinomyoin [ The resubts in Fg 3A depict thar CYP2441 mENA
levels in @lctrickstimulated and nonstimoulaied celis did not in-
rrease in the first 4 b, and that the effect of clctriol moeased
progressively thereafter, the difference heing sgnificant (' < 005
The resuliz in Fig. 38 depict that hEAG] mENA kevels had the same

i TPubliched by KR Resranch Fres
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g L. Calcitriol dowmrerniales both REACT mEMNA and protein expresshon in Si53 cells. (6 STHa rells were seededl onko glass chamber slides
and imcubzted im the abeence [l2dE) or the presence of 1 pmollL @icitriol [migh't) dering 24 o Lakeded wikh Oy ] {red) REAC] is showm
Represniatve mergsd paoimres by visualie ing MEAGC] [med) together with DA P (hloe) for oockar vismlea ton are shunen. [B) Demsiimme i
analsis of BEAG] Immmumoreactivity is shown in graphic Kol Rars represent the mean 2 55 of S0 and 300 c=lls evainated forvehicle |omtml)
and cicitriol treatment, respertively. () ET-gPCR anakvsis in 5185 cells treated in e presence of 1| umoL ciclirol or etienod as vehice
|comeruly. Fesults are preented a5 mENA sxpression of BEAG] relatie o the CAFLEH mENA . Bars represent he mean = 50 of 3 ndependent
experiments. "F« 005 v comirol. [Flease se onlize version e onloer)

A

Contral Caletriol

{ wnirol 1 alcitrel Lombrw L akifrl

=
™

hEAL] 1-|:m'¢'u| :h-lnin

Fg T The VDR i requied Sor doenregoiaton of REACT mENA by @iciimod i) VIE-frasiscied or non-irnsdfecied T34 celis were grown
= supplemented DMEM ind then incubabed in the presence of T pmolfl cbciriod or sthans as vehicle jroamlj deming 24 b RNAwas
ertracted and analyzed by ET-gPCR for boils hEA G isolid bars) and CYPFZ4AL (open Bam) 2ars represent the mean + 50 of 3 indepemdent
experimenis. Resulis ane presenied o mRRA expression melathe fo CAPDE mENA. T < 05 vo respeciive conirl (8) Wesiern blob analysis of
VIOE and CAFDGH In non-iensfecied 53094 Incobatsd sfiber wiih vehicls flane ) or | pmoll. cilciiriol {lane 3 or s CO0A cells mnsfecied

with an expreschm vector for VIR and freated with 1 pmolfl calcitriol {lane 3}
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Ry T ool does not 3ffect the REAGT mEMNA stahility in Sida
cervical cancer cells. SiES oells wers grmsem in [IEM
and then (noebaied wikh 15 pgiml of actinoaycin D After 3 b ikme
zero), cElls were Incobaled in ibe presence of 1 pmoll cicitriod or
ethanod a5 vehicle jromiroly Then, cells from oonired and treabed
prmeps wers harvested at the indlcibed times, amd BNA was
extractzd and anahred by ET-GPCE. Each point represents the

meEam 450 of CYP2441 (4 ) or BEAG] () mENA relative i GAPOEH
mENA Resuliy are expressed refaive io valoes from vehiclsfreaied
cedls, whichwrere g2t 2l L"P « 0.05 v=. comirod at the sme Hme.

A

T 51l

5 = Conirol &

= 4iH - Caleitriol

= _

< 300 * /

E wd{  * =

- J

7 1iHE

o

E o &
mI4a 4 48

Time {hours)
B

jam] 20 -5 Control

e * Calcitriol

. 1.5

= -

‘:7: 10 *

P +

- :

E | [ — t 1
B2in 24 4K

Timee (hoorsp

itern reggrdies the presence of @lcinal between 0 and & h
after the addition of actinomydn [V, a time frame o which the
transcripiion machinery was inhsbiled These results that
hEAGT mANA stability was not afected by clcitrial at keast in this
time frame In accondance to our results in Fig. 2, signifcantly
lower levels of hEAGT mEMNA were observed in midtriol-oreated
cells comipared with sthanokreated cells when tmnscription ma-
chinery resumed its function afier the inhibition elicted by aci-

) [Fis. 18).

To explore the regulatory mechanism of calcitmiol oo BEAGL
transcripison, entification of functional negative vitzmio O re-
sponse elements (oVDREs) in the hEAG] promoter was imvesti-
gAted, taking imio account the previmsly eponied sequence of
hEAGT promoter [Lin ef 2l 2011} The in sifico anabysis of 2 4 kb
sequence upstrem from the REAGT ipison siart site showed 2
polential oWVIHE Ebox type, lomted at-771 to-777 (Ag. 4AL
A fagment of 832 bp comprising this oV DRE was amplified and
clomed in a lnciferase reporter vedor, and the resulting comstroc

Fg 4. The hEAG] promoter comiains a cis-anting element responsible
of the repression by calcitriol (4] Schemathc represen Siion of (ke
hEAC] gene depicting the negative vilamis [ espoase slemeni
E-hax fype as an open square. (8] Lociferass meporisr 200y 5 wens
performed in S cells transfecied with efiher reporier constnct
wiilh the wild frpe E-bon or 2 plasmbd bearing 3 mmtation |n this
E-bax. Transferted cells were incubated duering 14 b in ke preence
af | pmnkL malcitriol or ethanol 2s velicks joontrmd). Resubs are
expremed as ihe @ik of doal ociEmse activites. Ears represent the

mean = 50 al 1 mdependeni experimends. *P < 0.05 vs. condrod
A "

«TPT 5 =TT

E<hin

B 1 Comrd
B Caleisinl
|
=
3L ] —D Il *
i
Iy —
K32 by wit

(L] LR ik
Reluthve cdernse acenity (fnkd chaneed

wat iTarsiently transferted imeo 5iHa o=lls to evalaate the effect of
maldirial on hEAG] promoter activity. Figure 48 shows a signifi-
cant 3 reduction of ncferase activity in SiHa tansfecied cells
inmubated in the presence of 1 pmolL @ldiriol. In addition, the
effect of mlcitriol on a hediferase reporter plasmid bearing a
oVIRE mustant, as described onder mmaterial and methods, was
alzo stolied. When this mmtant reporter was transfectsd in Sila
cells, calcirriol bast its represive effect on hsciferase activity, com-
pared with wikiHype reporter {Fig. 4H). These resubts indicated

In addition, the binding activity of mackear proteins to this oVEDRE
was sindied by electropharetic mobility shift assays (EMSA ). For
this, muclear extracts from Sila cells treated during 3 h with
ralcitrial (100 mmol/l] were incuhated with a rmdiolabeled DMA
probe conizining the putative oWDRE. Figure 54 shows a protein-
DA complex formed only in the presence of BEAGFaVDEE, sim-
ilar to that observed in the presence of 2 Gnonicl Fbox [lapes 2
and 3. Since it has been reporied that oVIEEs are able to physi-
mally interact with the vitamin [ receptor-interacting repressor
{VDIE} ama et al 2004), we stosdied if this tansoription
Eucine binds to the hEAGFoVDRE. The addition of 3 VIHE specific
antibody resuited in redeced complex formation, while a noo-
specific did not modify the anmdance of this complex
{Fig. 54, lanes 4 and 5). Furthermore, inoubation in the presence of
mustated hEAGF-VTIRE reduced the Sormation of OMA-probein
complex (e 5B lanes 1 and 2}

Figare 50 shows the EMSA resulits of moebations in the pres-
ence of hEAGFnVIRE and in vitrs translated VOR, KR, and the
E12 and E47 isaforms of VDIE. As shown, 2 DNA-protein complex
was formed in the presence of VIR, E¥{Ro, and VIR isoforms in
the absence of micitriod [Fig 5 lanes 5 and 6} The complex was
alsn formed in the presence of VDR and EXE (e 2), F12 (lane 3),
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Fig. 5 The Eidm (o the hEACT promoter intemacts with VDIE, VOR, BXR, amnd WETF. (A Nuclear & iracts OF SiHa rells tregted with 81 pmolfL
cabritriod were incniated with the indicaied mdsolabeled probes for 3 canomical E-box or the wikl-type E-box i (e hEA Gl prmmoter. A VIDIE

antibody or 2 umspertic TG was used. B} SEHa nuclear extracts wens Zso inrubated with

g i

b fype
EmutamE fiom ol ths F-o {REAGT-mut Bbax ). (5] KXE, VDS, and EL and E47 isoforms of VIR were obizined by i vibm tansdation. The
whale lysabes weTe Incubabed with radiolshelsd probes ContinEng the E-box of hEAG pmamkiker in the absence o the presence o 1 gmofL
rabcieriol In ganels A and B, repressmiate ebectrophonetic mobilky shift 2ssays are shown. (0} Chiomatin mmemoprecipitation anatyss wens

perimed on Sk cell inmubsisd in the ahsemie or e presence of | pmafL cickriol dering 2 he Sohible cheoemalin W Enmm

antibodiss against VDR, VINE, BXE, and WETF and subjectad 1o PCE analysis with appropriate st of primers fanking the E-box iz the hEAGE

Promeder. A non-Epscific g0 was meed 22 negive momiml
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anil B47 (lane 4], but the signal was very weak In this cise, we
expecied thar if 3 protein-DNA complex incheding VDR, KXE, and
VIR was formed, then s migration shoald be retarded com-
pared with that of a2 complex contaiming onky VDR and ENE jor
ondy VIHE isoformsl. However, one limitation of EMEA iz that the
mohbility of a protein-—DNA complex d=pends on many Goors be
sides the size of the prot=ins, and for this reazon EMEA does not
necessarily provide a direct measure of the molemlar weights
of proteins that ars present in the complex (Adams and Fried
2007 ). Interestingly, the inmbation of EMSA reastions with
mbatriod resulied in a redoction in the intensity of DNA-pro-
tein complex formed in the presence af VDR, E{Bw and VIR
moforms compared with the respective vehicletreated controls
[Fig. 5, kanes 7-12).

g _-“

I (e ViR VIR RX]

Fimalty, we snsdied by ChiP assays i the binding of VIIE, VIIE,
EXRE, amd W5TF o the idendified hEAGHoVIEE oomars in viva;
ther=fore, 3ifla cells were incubated in the presence or absence of
1 pmol L bcitriol. Figure 50 shows a 232 bp PCR prodont in the
immamoprecipitates with VDR, VIHE, EXE, and W5TF antibodies
in the absensce of mbatricl. However, in cells incsbated with @l
citrinl, oo PCR product was detected with the DNA purified from
antiVDR, amti-E{E, and antiWSTF immunopredpitales. Only in
the mse of VIME-immunoprecipitates, the PCR prodct was evi-
dent in clctrinHreded cells {Fig. 5.

Discussion
The irmnscriptiomal repression of target genes by clidirol s mach
less well undersiood than its tramscriptonall activation mecha-
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