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RESUMEN 

 

La tristetraprolina (TTP) es una proteína nucleocitoplasmática de 326 aminoácidos cuya secuencia 

se caracteriza por la presencia de dos dominios dedos de zinc del tipo CCCH. En el citoplasma, la 

función de TTP es promover la degradación de mRNAs que contienen elementos ricos en 

adenilato/uridilato (AREs). Mecanísticamente TTP promueve el reclutamiento de deadenilasas 

específicas de la cola poliA y exoribonucleasas. A través de la reducción de la vida media de 

aproximadamente 10% de todos los transcritos en la célula, TTP ha demostrado participar en 

múltiples procesos celulares que incluyen la regulación de la expresión génica, proliferación 

celular, homeostasis metabólica y control de la respuesta inflamatoria e inmune. Sin embargo, 

mas allá de su participación en la regulación del mRNA; en el núcleo, TTP actúa como un 

corregulador a través de la interacción con enzimas modificadoras de la cromatina. TTP ha 

demostrado reprimir la transactivación del receptor de estrógenos alfa (REα) sugiriendo su 

posible participación en la regulación de un gran número de genes en la célula humana y su 

posible involucramiento en la progresión del cáncer mamario. En este trabajo, mediante análisis 

de secuenciación masiva de regiones accesibles a la cromatina, identificamos diferentes genes 

que pueden estar siendo regulados por el complejo TTP-REα, como por ejemplo PAK2, PIN1 y 

FOXK1, los cuales juegan un papel importante en la progresión y resistencia a terapia hormonal 

en cáncer mamario de tipo luminal. Por otro lado, a través de análisis de bases de datos de 

tumores de pacientes con cáncer mamario positivos al receptor de estrógenos, se encontró una 

correlación positiva entre los niveles de expresión de transcrito de TTP y el tiempo libre de 

reincidencia. Estos hallazgos sugieren que TTP, a través de su función en núcleo como 

corregulador del REα está modulando diferentes mecanismos celulares que participan en la 

progresión y resistencia a terapia hormonal en cáncer mamario de tipo luminal. Adicionalmente, 

encontramos que TTP también se une al promotor de CMAS, un gen que no es regulado por el 

REα, lo cual apoya la premisa de que TTP juega un rol global en la regulación del transcriptoma 

humano a través de actuar sobre diversos factores de transcripción. Nosotros proponemos que 

TTP puede ser clasificada como una proteína “moonlighting” (subset de proteínas 

multifuncionales que exhiben dos funciones fisiológicas relevantes) que regula la expresión 
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génica a través de dos diferentes mecanismos: por la degradación de mRNAs-ARE y por su función 

como corregulador transcripcional. 
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SUMMARY 

 

Tristetraprolin (TTP) is a nucleocytoplasmic 326 amino acid protein whose sequence is 

characterized by possessing two CCCH-type zinc finger domains. In the cytoplasm, TTP function is 

to promote the degradation of mRNAs that contain adenylate/uridylate–rich elements (AREs). 

Mechanistically, TTP promotes the recruitment of poly(A)-specific deadenylases and 

exoribonucleases. By reducing the half-life of about 10% of all the transcripts in the cell, TTP has 

been shown to participate in multiple cellular processes that include regulation of gene 

expression, cell proliferation, metabolic homeostasis and control of inflammation and immune 

responses. However, beyond its role in mRNA decay, in the cell nucleus TTP acts as a 

transcriptional coregulator by interacting with chromatin modifying enzymes. TTP has been 

shown to repress the transactivation of estrogen receptor Alpha (ERα) suggesting that it 

participates in the transcriptional regulation of hundreds of genes in human cells and is possible 

involved in breast cancer progression. In this work, through next generation sequencing of 

accessible chromatin regions, we identified several genes that can be regulated by the TTP-ERα 

complex, like PAK2,PIN1 and FOXK1, which play an important role in progression and resistance 

to hormone therapy in luminal breast cancer. Furthermore, through database analysis of patients 

with  breast cancer tumors positive for the ERα, a positive correlation  between  TTP-transcript 

expression levels and relapse-free survival was found. These findings suggest that TTP through its 

function in nucleus as ERα coregulators, modulates several cell mechanisms which participate in 

progress and resistance to hormone therapy in luminal breast cancer. Additionally, we found that 

TTP also binds to the CMAS promoter, a gene that is not regulated by ERα, supporting the premise 

that TTP plays a global role in the regulation of the human transcriptome by acting on various 

transcription factors. We suggest that TTP may be classified as a moonlighting tumor suppressor 

protein (subset of multifunctional proteins that exhibit more than one physiological function) that 

regulates gene expression through two different mechanisms: the decay of ARE-mRNAs and a 

transcriptional coregulator function. 
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I. Introducción 
 

El receptor de estrógenos alfa (REα) es un factor de transcripción activado por ligando que 

pertenece a la familia de receptores de hormonas esteroides y que se ha reportado estar 

involucrado en diferentes procesos tanto fisiológicos como patológicos (Achour et al., 2015). El 

REα se caracteriza por la presencia de cuatro dominios funcionales independientes que incluyen 

un dominio de unión al DNA, un dominio de unión al ligando y dos dominios de transactivación 

denominados AF1 y AF2. Estos últimos sirven como sitios de unión para proteínas coactivadoras 

y correpresoras que regulan la actividad transcripcional del REα a través de modificar el estado 

de la cromatina, de un estado laxo y activo a un estado compacto e inactivo (Fuentes et al., 2019). 

Diferentes grupos de investigación han demostrado que cambios en los niveles de expresión de 

algunas proteínas correguladores del REα pueden ser responsables del desarrollo de algunos 

tumores mamarios (Jordan et al., 1995). Uno de estos correguladores es la tristetraprolina (TTP) 

la cual es una proteína de 326 aminoácidos que contiene un dominio doble de dedos de zinc y 

que ha sido caracterizado por su capacidad para interaccionar con secuencias específicas de 

RNAm en el citoplasma y promover su degradación (Rodriguez-Gómez et al., 2021, Ciais et al., 

2013). Sin embargo, recientemente se ha reportado que TTP, cuando está localizado en el núcleo, 

puede funcionar como correpresor de algunos factores de transcripción como el factor nuclear 

kappa beta (NF-κβ) y receptores de hormonas esteroides incluyendo el REα (Liang et al., 2009; 

Schichl et al., 2009; Barrios-García et al., 2016; Barrios-García et al., 2014). Estudios previos han 

demostrado que TTP, a través de su dominio doble de dedos de zinc, es capaz de interaccionar 

con el dominio AF1 del REα. Esta interacción reprime la actividad transcripcional del receptor a 

través de disminuir el reclutamiento de proteínas coactivadoras como SRC1 y SRC3 y favorecer el 

reclutamiento de correpresores como HDACs (Barrios-García et al., 2014). Por otro lado, estudios 

en líneas celulares MCF-7, las cuales representan un modelo de cáncer mamario positivo para el 

REα, han demostrado que la sobreexpresión de TTP es suficiente para disminuir la proliferación 

celular y su capacidad para formar tumores en ratones inmunodeprimidos (Barrios-García et al., 

2014). Más aún, estudios clínicos han reportado que los niveles de expresión de TTP se 
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correlacionan negativamente en tumores de pacientes con cáncer de mama, por lo que se ha 

propuesto que TTP pudiera estar funcionando como una proteína supresora de tumores (Brennan 

et al., 2009). En este trabajo mediante análisis de secuenciación masiva de regiones accesibles a 

la cromatina, se pudieron identificar diferentes genes posiblemente regulados por el complejo 

TTP-REα, los cuales juegan un papel importante en la progresión y resistencia a la terapia 

hormonal en cáncer mamario de tipo luminal. Por otro lado, a través de análisis de bases de datos 

de tumores de pacientes con cáncer mamario, se encontró una correlación positiva entre los 

niveles de expresión de transcrito de TTP y el tiempo libre de reincidencia en pacientes con 

tumores positivos para el REα, mientras que en pacientes con tumores negativos al REα, no se 

observó una asociación significativa entre los niveles de expresión de TTP y el tiempo libre de 

recaída. Estos hallazgos sugieren que TTP a través de su función en núcleo como corregulador del 

REα está modulando diferentes mecanismos celulares que participan en la progresión y 

resistencia a terapia hormonal en cáncer mamario de tipo luminal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

3       

II. Antecedentes 

 

2.1 Cáncer mamario 

 

El cáncer mamario es una tumoración maligna desarrollada en las células de la glándula mamaria. 

Estudios epidemiológicos indican que el cáncer mamario es la neoplasia maligna de mayor 

incidencia a nivel mundial, el de mayor mortalidad en mujeres y la primera causa de muerte en 

mujeres de edad reproductiva (Bray et al., 2018). Los carcinomas mamarios se pueden clasificar 

de acuerdo a los patrones de genes expresados en tres grandes grupos: 

➢ Luminal; Este grupo comprende aproximadamente el 70 % de los carcinomas mamarios 

y están caracterizados por la presencia de genes que normalmente son expresados en el 

epitelio mamario luminal. Comprende la mayoría de los carcinomas positivos para el 

receptor a estrógenos alfa (REα) y puede ser dividido en dos subtipos; luminal A y luminal 

B. Los tumores del tipo luminal A son comúnmente caracterizados por la alta expresión 

del REα, baja expresión del factor de crecimiento epidérmico humano 2 (HER2) y genes 

asociados a la proliferación celular. En contraste, los tumores de tipo luminal B están 

caracterizados por una baja expresión del REα, variable expresión del HER2 y altos niveles 

de expresión de genes asociados a la proliferación celular (De Vita et al., 2015).  

➢ Enriquecidos en HER2: Este grupo comprende entre el 10% y 15% de todos los carcinomas 

mamarios. Estos carcinomas sobreexpresan tanto HER2 como genes asociados a la 

proliferación celular y tienen una baja expresión de REα (De Vita et al., 2015). 

➢ Basal o negativo a RE: Este grupo comprende un grupo heterogéneo de tumores que 

clínicamente son definidos como triples negativos debido a que típicamente carecen de 

RE, HER2 y de receptores a progesterona (RP). Sin embargo, no todos los tumores del tipo 

basal son triples negativos y viceversa. Los carcinomas basales fueron primeramente 

identificados por una alta expresión de citoqueratinas basales y de genes asociados a la 

proliferación y por una pérdida de genes relacionados a la regulación del ciclo celular lo 

que les confiere un pobre pronóstico. Los carcinomas de tipo basal comprenden entre el 

15% y 20% de todos los casos de cáncer mamario (De Vita et al., 2015). 
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Uno de los primeros tratamientos desarrollados para tratar el cáncer de mama a inicios del siglo 

XX fue la ovariectomía, la cual inducia regresión del tumor primario y prevenía la recurrencia del 

tumor, lo cual indicaba que las hormonas esteroideas eran un factor determinante en el cáncer 

mamario. Los efectos de las hormonas esteroideas son mediados por sus respectivos receptores 

los cuales funcionan como factores de transcripción. Entre los receptores de hormonas 

esteroides, el REα es de especial interés en cáncer mamario, debido a que sus niveles de expresión 

se encuentran elevados en lesiones mamarias premalignas y malignas con respecto al tejido 

mamario normal. Adicionalmente, el REα ha demostrado ser de valor predictivo y pronostico en 

el manejo clínico de esta enfermedad (Sommer and Fuqua, 2001). 

 

2.2 REα 

 

El REα es un factor de transcripción activado por ligando que pertenece a la súperfamilia de 

receptores nucleares y que ha sido caracterizado por participar en diversos procesos fisiológicos 

como el desarrollo, el funcionamiento de tejidos reproductivos y la regulación de su ciclo (Achour 

et al., 2014). Por otro lado, alteraciones en la función del REα han sido asociadas al desarrollo y 

progresión de algunas patologías, como los carcinomas mamarios (Jordan et al., 1995). 

Estructuralmente, al igual que el resto de la súperfamilia de receptores nucleares, el REα está 

organizado en cinco dominios funcionales independientes que son: una bisagra,  un dominio de 

unión al DNA, un dominio de unión al ligando y dos dominios de transactivación (AF1 y AF2) los 

cuales sirven como sitios de unión para proteínas coactivadoras y correpresoras que regulan la 

actividad transcripcional del receptor a través de modificar el estado de la cromatina (Fuentes et 

al., 2019). 

El mecanismo canónico por el cual funciona el REα, es a través de su activación dada por la 

interacción del receptor con el estradiol (E2) en el citoplasma, lo cual induce cambios 

conformacionales en el receptor que permiten su dimerización y posterior translocación al 

núcleo. Una vez en el núcleo, el REα ligado interactúa con secuencias específicas de DNA  

conocidas como elementos de respuesta a estrógenos (EREs) localizadas en las regiones 

promotoras de los genes blanco de este receptor. Indirectamente, el REα ligado puede 
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interaccionar con otros factores de transcripción, para posteriormente regular la transcripción de 

diversos genes (Yasar et al., 2016). Se sabe que en el citoplasma el REα no ligado recluta complejos 

de proteínas de choque térmico que bloquean algunos péptido señal de localización nuclear 

promoviendo su localización citoplasmática (Yasar et al., 2016). Mediante el uso de técnicas de 

secuenciación masiva de nueva generación se han identificado alrededor de 10205 sitios 

putativos de unión del REα a la cromatina en respuesta a su ligando endógeno E2, y se ha 

observado que este receptor regula la transcripción de aproximadamente 596 genes (Welboren 

et al., 2009).  

En las últimas décadas se ha podido profundizar en la dinámica de la actividad transcripcional del 

REα (Metiver et al., 2003). Se ha observado que el REα actúa de una manera cíclica y se han 

descrito tres diferentes ciclos que ocurren en presencia de E2. En el primer ciclo no hay actividad 

transcripcional, pero se promueve un estado permisivo de la cromatina para su posterior 

transcripción, y los dos ciclos adicionales son transcripcionalmente productivos. Así durante el 

ciclo inicial, la unión de REα a su ERE favorece el reclutamiento del complejo remodelador de la 

cromatina SWI/SNF, el cual induce la relocalización del nucleosoma asociado con la caja TATA 

dejando expuesta esta secuencia. Adicionalmente, hay un reclutamiento de proteínas 

coactivadoras como metilasas y acetilasas de histonas que promueven un estado laxo de la 

cromatina. Durante los ciclos subsecuentes la transcripción es iniciada por el REα el cual recluta 

secuencialmente factores intermediarios de la transcripción y de la maquinaria basal de 

transcripción, como la proteína de unión a la secuencia TATA (TBP), para posteriormente reclutar 

y activar la RNA polimerasa II (RNAPOLII). La presencia de ciertos factores y modificaciones 

postraduccionales como la asociación de la proteína TBP y la dimetilación de la arginina 3 de la 

histona 4, se mantienen durante los dos ciclos activos. La activación de la RNAPOLII induce el 

reclutamiento de complejos correpresores que definen la culminación de cada ciclo. Al final de 

todos los ciclos activos, hay un reclutamiento de la desacetilasas de histonas (HDACs) y del 

complejo SWI/SNF, los cuales promueven un estado compacto de la cromatina y reprimen la 

secuencia ERE dentro del nucleosoma. Por otro lado, se recluta la proteína E3 ligasa y algunos 

componentes del proteosoma que promueven la ubiquitinación y posterior degradación del 

complejo transcripcional activo. Mientras, que al final del segundo ciclo se recluta otro complejo 
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remodelador de la cromatina dependiente de ATP, NuRD, que reposiciona el nucleosoma 

asociado con la caja TATA, resultando en su oclusión y exclusión de factores como TBP (Metiver 

et., al 2003).   

En síntesis, se puede decir que el intercambio entre proteínas correpresoras y coactivadoras del 

REα forma las bases del sofisticado mecanismo de regulación de la actividad transcripcional del 

receptor. Es por esto, que algunos estudios han sugerido que alteraciones en los niveles de 

expresión de algunas de estas proteínas correguladoras, podrían ser las causantes de originar 

algunos tumores mamarios de tipo luminal (Jordan et al., 1995). Un ejemplo de estos 

correguladores es la proteína TTP, la cual recientemente ha sido reportado que funciona como 

un correpresor de algunos factores de transcripción como NF- κβ y otros receptores de hormonas 

esteroides como el de andrógenos, glucocorticoides y estrógenos (Liang et al., 2009; Schichl et 

al., 2009 ; Barrios-García et al., 2014; Barrios-García et al., 2016). 

 

2.3 TTP 

 

2.3.1 Estructura de TTP 

 

TTP también conocida como GOS24 es una proteína de 326 aminoácidos con un peso molecular 

de 34 KDa y que es codificada por el gen ZFP36 el cual se localiza en el cromosoma 19q13.1 (Taylor 

et al., 1991). TTP fue identificada por primera vez entre un grupo de genes inducidos por la lectina 

concanavalina A y caracterizada por estar involucrada en promover la entrada de la fase G0 a la 

fase G1 del ciclo celular de células linfocíticas (Forsdyke et al., 1985). El nombre TTP deriva de la 

presencia de tres dominios ricos en prolina localizados en las posiciones 71, 97 y 119 de su 

secuencia proteica. TTP pertenece a una pequeña familia de proteínas conocida como TTP/TIS11 

que en células humanas incluye otras dos proteínas BRF1 y BRF2 (Ciais et al., 2013; Blackshear et 

al., 2002). Estructuralmente, TTP se caracteriza por la presencia de dos dominios dedos de zinc 

del tipo CCCH localizados en tándem y separados por 13 aminoácidos. TTP también presenta un 

motivo de 14 aminoácidos en su extremo C-terminal que contiene una secuencia funcional de 

exporte nuclear (NES) y una secuencia de localización nuclear (NLS) ubicada entre los dos 
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dominios dedos de zinc (Figura 1) (Murata et al., 2002; Phillips et al., 2002; Ciais et al., 2013). Las 

secuencias NES y NLS son responsables de la localización y relocalización de TTP entre el núcleo 

celular y el citoplasma en respuesta a la activación de diferentes vías de señalización activadas 

por factores de crecimiento (Rodríguez-Gómez et al., 2021).  

 

A 

 

B 

 

 

Figura 1. Estructura de TTP. A) Secuencia de aminoácidos de TTP. Las secuencias tetra prolina son mostradas en cajas 

y los dominios de dedos de zinc se muestran subrayados. B) Representación esquemática de la estructura de TTP 

indicando la localización de la secuencia de exporte nuclear (NES), la señal de localización nuclear (NLS), los dominios 

ricos en prolina (pppp) y los dominios dedos de zinc (Zn). Imagen tomada de Rodríguez-Gómez et al., 2021. 

 

2.3.2 Localización de TTP 
 

TTP es una proteína que se puede localizar tanto en el núcleo como en citoplasma. Haciendo uso 

de inhibidores de proteínas de exportación nuclear, se ha observado que el extremo N-terminal 

puede interaccionar con el receptor de exportación nuclear CRM1 (Phillips et al., 2002; Murata et 

al., 2002), una proteína que facilita el transporte de grandes moléculas, incluyendo RNA y 

proteínas, a través de la membrana nuclear al citoplasma (Nguyen et al., 2012) y con NUP214, la 
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cual es una nucleoporina que forma parte del poro nuclear y es requerida para el transporte 

nucleocitoplasmático (Figura 2) (Carman et al., 2004).  

Por otro lado, se ha demostrado que la localización subcelular de TTP depende de su estatus de 

fosforilación. Se ha observado que la continua actividad de la vía p38 MAPK y MK2 es requerida 

para mantener el estatus de fosforilación, localización citoplasmática y estabilidad de TTP, 

mientras que al usar un inhibidor de esta vía, TTP se desfoforilaba y se relocalizaba del citoplasma 

al núcleo. Interesantemente, la fosforilación de TTP disminuye su función citoplasmática (Brook 

et al., 2006). Las vías de MAPK y MK2 fosforilan a TTP en dos residuos críticos, ser52 y ser178 lo 

cual crea un sitio funcional para la unión de proteínas adaptadoras 14-3-3 (Chrestensen et al., 

2004; Stoecklin et al., 2004), las cuales reducen la afinidad de TTP por transcritos con AREs (Hitti 

et al., 2006). TTP también puede interaccionar con la fosfatasa PP2A, la cual compite 

directamente con proteínas 14-3-3 por la unión a TTP. PP2A desfosforila a TTP lo cual activa la 

función de degradación de transcritos con AREs de TTP (Sun et al., 2007). Con todas estas 

observaciones, se ha sugerido que la fosforilación de TTP permite su acumulación en el citoplasma 

en un estado inactivo, para posteriormente ser activado por fosfatasas a través de su 

desfosforilación y llevar a cabo su función citoplasmática (Sandler & Stoecklin, 2008).  En cuanto 

a su función nuclear, no está claro cómo el estatus de fosforilación puede afectar su papel como 

proteína correpresora. 

La localización celular de TTP es un factor clave en su funcionamiento, ya que dependiendo de 

esta localización es capaz de regular diferentes procesos celulares a través de diferentes 

mecanismos. En el citoplasma, regula la expresión de diferentes proteínas a nivel 

postranscripcional a través de interaccionar con transcritos que contienen secuencias específicas 

ricas en adenina y uracilo, conocidas como elementos AREs, mientras que en el núcleo puede 

regular la expresión de diferentes proteínas a nivel transcripcional a través de promover el 

reclutamiento de correpresores de diferentes factores de transcripción.  
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2.3.3 Función citoplasmática de TTP  

 

Después de la transcripción del DNA, el mRNA generado es transportado del núcleo al citoplasma, 

en donde sufre una serie de regulaciones y modificaciones antes de la traducción, las cuales 

incluyen: adición de cap, poliadenilación y remoción de los intrones. En el citoplasma, la 

estabilidad de ciertos mRNAs depende de su degradación y esto determina sus niveles de 

expresión y almacenamiento (Guo et al., 2017). Los elementos ricos en adenina y uracilo son 

considerados un potente regulador en CIS de la degradación del mRNA citoplasmático en células 

eucariotas. Los AREs son secuencias específicas localizadas en la región 3´UTR del mRNA y 

presentes en el 8-10% del transcriptoma humano (Gruber et al., 2011).  

Se ha reportado que el mecanismo por el cual TTP ejerce sus efectos de degradación de mRNA es 

a través de la interacción con elementos AREs por medio de sus dos dominios dedos de zinc, lo 

cual favorece el reclutamiento de enzimas reguladoras del mRNA (Figura 2) (Lykke-Andersen & 

Wagner 2005). La mayor deadenilasa en células eucariotas es el complejo CCR4-NOT1, el cual está 

compuesto de dos subunidades catalíticas: CCR4 y CAF1, y la proteína de andamiaje NOT1 que 

permite el reclutamiento de otras subunidades del complejo (Nousch et al., 2013). En el 

citoplasma, NOT1 puede interaccionar con el dominio C-terminal de TTP. NOT1 provee una 

plataforma que permite que TTP reclute la deadenilasa CAF1 y así desencadenando la 

degradación de sus mRNAs blanco. (Sandler et al., 2011). Por otro lado, TTP también puede 

promover la deadenilación de mRNAs conteniendo AREs, a través del reclutamiento de la 

deadenilasa PARN (Lai et al., 2003). Sin embargo, no se ha identificado una interacción directa 

entre TTP y PARN, por lo que se ha sugerido que la unión de TTP al AREs-mRNA induce cambios 

en la conformación del transcrito favoreciendo el reclutamiento de PARN (Rodríguez-Gómez et 

al., 2021; Ciais et al., 2013). 
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2.3.4 Función nuclear de TTP  

 

Como se ha mencionado, TTP ha sido mayormente estudiada por su función en citoplasma de 

promover la degradación de mRNAs. Sin embargo, se ha reportado que TTP puede funcionar en 

el núcleo como una proteína correpresora de algunos factores de transcripción incluyendo NF-κβ 

y algunos receptores nucleares de hormonas esteroides (Figura 2) (Liang et al., 2009; Schichl et 

al., 2009; Barrios-García et al., 2014; Barrios-García et al., 2016). Estudios realizados con la línea 

celular MCF-7, la cual representa un modelo de cáncer mamario positivo para el REα, han 

mostrado que TTP y REα pueden interaccionar en el núcleo. Más aún, se ha reportado que TTP, a 

través de sus dos dominios dedos de zinc es capaz de interaccionar con el dominio AF1 del REα y 

esta interacción promueve el reclutamiento de proteínas con actividad de deacetilación de 

histonas como HDAC1,2,3 y 7, y disminuye el reclutamiento de proteínas con actividad de 

acetilación de histonas como SRC-1 y 3, reprimiendo así la actividad transcripcional del REα 

(Barrios-García et al., 2014). Consistentemente, se ha reportado que TTP puede suprimir la 

actividad transcripcional del factor de transcripción NF-κβ de una manera independiente de su 

propiedad desestabilizadora de mRNA (Schichl et al., 2009; Liang et al., 2009). En fibroblastos 

embrionarios de ratón TTP (-/-), la carencia de TTP incrementa la translocación nuclear de la 

subunidad p65 de NF- κβ, lo cual resulta en la sobrerregulación específica de genes blanco 

carentes de AREs (Schichl et al., 2009). Similarmente a la función correpresora reportada por 

Barrios-García y colaboradores (2014), TTP a través de la interacción con la subunidad p65 

favorece el reclutamiento de las deacetilasas HDAC1, 3 y 7. El tratamiento con inhibidores de 

histonas deacetilasas o el knockdown de HDAC1 y 3 inducido mediante RNA de interferencia, 

suprime la actividad inhibitoria de TTP sobre NF-κβ. Consistentemente, mediante ensayos de 

inmunoprecipitación de la cromatina se encontró una disminución en el reclutamiento de HDACs 

y un incremento en el reclutamiento de la acetilasa CBP en el promotor de MCP1, un gen regulado 

por NF-κβ, en células TTP (-/-). En contraste, la sobreexpresión de TTP bloqueó la acetilación de 

NF-κβ inducida por CBP (Liang et al., 2009). Sin embargo, en la actualidad hace falta elucidar las 

vías de señalización que están siendo reguladas por TTP a través de su función nuclear y su 
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participación en algunas patologías en donde estos receptores nucleares tienen un papel 

importante (Rodríguez-Gómez et al., 2021). 

 

 

 

Figura 2. Función citoplasmática y nuclear de TTP. TTP puede localizarse tanto en el núcleo como en el citoplasma dependiendo 

de su estatus de fosforilación, y cuyo transporte es mediado por Nup214 y CRM1. En el citoplasma, TTP interacciona con elementos 

AREs favoreciendo el reclutamiento del complejo deadenilasa Not1/Caf1/Ccr4 y PARN, lo cual promueve la degradación del mRNA. 

En el núcleo, TTP interacciona con factores de transcripción y facilita el reclutamiento de correpresores que promueven un estado 

compacto de la cromatina. TTPc: Tristetraprolina citoplasmática; TTPn: Tristetraprolina nuclear; FT factor de transcripción; E/P: 

enhancer/promotor; ARE: elemento rico en adenina y uracilo en la región 3´no traducible.  Imagen tomada de Rodríguez-Gómez 

et al 2021. 

 

2.3.5 TTP como supresor de tumores  
 

La viabilidad celular es un proceso finamente controlado por una serie de redes de señalización 

proteicas. En contraste, en la tumorigénesis ocurre una desregulación de estas vías de 

señalización proteicas, lo cual conduce al crecimiento anormal y malignidad de las células 
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cancerosas. La síntesis de estas proteínas es fuertemente regulada tanto por sus tasas de 

transcripción en núcleo, como la regulación de las concentraciones citoplasmáticas de sus 

respectivos mRNAs. Por tal motivo, se ha hipotetizado que TTP a través tanto de su función 

citoplasmática como nuclear, podría estar actuando como un supresor tumoral regulando 

múltiples vías celulares que impactan en el desarrollo de tumores (Ross et al., 2012). Apoyando 

esta premisa, se han realizado diversos estudios en donde se ha encontrado que los niveles de 

expresión de TTP en tejido tumoral se correlacionan negativamente con los niveles de expresión 

en tejido periférico no transformado para diversos tipos de cáncer como: mamario, de tiroides y 

de pulmón (Brennan et al., 2009; Fallahi et al., 2014; Barrios-García et al., 2016; Rodríguez-Gómez 

et al., 2021).  Más aún, en las últimas décadas se han reportado diversos estudios en donde se ha 

demostrado la participación de TTP en la regulación de diversos procesos importantes para la 

formación y progresión del cáncer como: proliferación celular, apoptosis, migración, invasión y 

metástasis. Cabe mencionar que en la gran mayoría de estos estudios solo se ha evaluado la 

función citoplasmática de TTP y no su función nuclear como correpresor.  
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III. Justificación 
 

En años recientes, se ha sugerido que TTP funciona como una proteína supresora de tumores, lo 

cual ha sido asociado a su capacidad de promover la degradación de ciertos mRNA; sin embargo, 

se ha demostrado que este efecto también podría estar vinculado con su función nuclear de 

correpresor del REα. Por lo tanto, en este proyecto se pretende caracterizar el efecto correpresor 

de TTP en un modelo de cáncer mamario para identificar los procesos fisiológicos en los cuales 

TTP participa mediante la represión de la transactivación del REα, así como las posibles vías de 

señalización reguladas por el complejo TTP-REα. 

 

IV. Hipótesis 

 

TTP a través de su función como correpresor del REα, regula genes/vías de señalización 

relacionadas al control de la proliferación celular que le confieren una función como supresor de 

tumores en cáncer mamario.   

 

V. Objetivos 
 

5.1 Objetivo general 

➢ Identificar los mecanismos responsables de la función como supresor tumoral del 

complejo TTP-REα en cáncer mamario. 

 

5.2 Objetivos específicos 

➢ Generar una clona de células de cáncer mamario que sobreexprese TTP.  

➢ Identificar genes regulados por el complejo TTP-REα en células de cancer mamario 

mediante la técnica de ATAC-Seq. 
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VI. Estrategia experimental y métodos 

 

6.1 Material biológico 
 

La línea celular de cáncer mamario parental T47D (REα +) se utilizó en este estudio. 

 

6.2 Cultivos celulares 
 

Las células fueron cultivadas en placas Petri con medio de cultivo Dulbecco´s Modified Eagle 

Medium (DMEM) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) y 2% de 

penicilina/estreptomicina e incubados a 37°C con 5% de CO2. El medio fue renovado cada tercer 

día. 

 

6.3 Generación de una clona T47D sobreexpresante de TTP  

 

Para la sobreexpresión de TTP, el mRNA de TTP fue amplificado mediante RT-qPCR y clonado en 

el vector de expresión pCMV 3Tag-1 (Invitrogen). La secuencia de la construcción fue verificada 

mediante secuenciación de DNA en LARAGEN Inc. (Culver City, CA). La transfección fue realizada 

mediante el reactivo Transfection Superfect (Qiagen). Las células T47D fueron cultivadas en 

placas de 6 pozos hasta alcanzar un 40 - 60% de confluencia. El DNA plasmídico (1μg) fue diluido 

en 75 μL de DMEM y posteriormente se añadió el Superfect (3 μL/ μg de DNA). Después de incubar 

la mezcla durante 30 minutos a temperatura ambiente, el complejo fue diluido con 500 μL de 

DMEM suplementado con 10 % de SFB y adicionado a las células en cultivo. Después de 12 horas. 

de incubación a 37°C y 5 % CO2 el complejo fue retirado y remplazado por 1 mL de DMEM 
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suplementado con 10 % de SFB.  Las células transfectadas establemente fueron seleccionadas con 

geneticina (Gibco) y posteriormente se aislaron clonas individuales.    

 

6.4 Western blot 
 

Las células fueron lisadas con buffer RIPA (50 mM Tris-HCl pH 8, 150 mM NaCl, 1 % Triton X-100, 

0.5 % Deoxicolato de sodio, 0.1 % SDS, Inhibidor de proteasas). Posteriormente, las células fueron 

separadas por SDS-PAGE y detectadas por western blot con anticuerpo monoclonal anti-TTP, o 

anti-REα. Las proteínas fueron visualizadas por incubación con anticuerpos secundarios anti-

conejo o anti-ratón HRP (Thermo Scientific) y usando un ensayo de quimioluminiscencia (Thermo 

Scientific). 

 

6.5 Ensayo de viabilidad y proliferación celular  
 

La viabilidad celular fue determinada mediante el ensayo de PrestoBlue (Invitrogen). 1x105 células 

fueron sembradas en placas de 12 pozos, e incubadas durante 72 horas a 37°C y 5% CO2. 10 μL 

de solución de Prestoblue fue añadida a cada pozo y las placas fueron incubadas durante 4 horas. 

Posteriormente, se midió la fluorescencia en un lector de placas Synergy H1 (Biotek) con una 

longitud de onda Excitación / Emisión 560/590 nm. Para evaluar la proliferación celular las células 

fueron cuantificadas por el método de Neubauer, verificando viabilidad celular con azul de 

tripano 0.4 %.  

 

6.6 ATAC-Seq 
 

Las células fueron sembradas en DMEM con 10% SFB a 37°C y mantenidas en DMEM sin rojo fenol 

con 10% SFB tratado con carbón y dextran para eliminar los esteroides propios del SFB, por 72 

horas antes del tratamiento. Posteriormente, fueron tratadas con 10 nM de 17β-E2 durante 1 
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hora. El ensayo de ATAC-Seq se realizó mediante el protocolo descrito por Buenrostro y 

colaboradores, 2013. Los núcleos fueron extraídos a partir 50 000 células y resuspendidos en el 

mix de reacción de la transposasa (FC - 121-1020; Illumina). La reacción de transposición se realizó 

a 37°C durante 30 minutos, y las muestras fueron purificadas usando el kit Qiagen PCR MiniElute 

(28006; Quiagen). Los fragmentos de la biblioteca se amplificaron usando PCR primers Nextera 

(FC – 121-1011; Illumina) y NEBnext PCR master mix (0541; New England Lab) durante 6-8 ciclos. 

Las bibliotecas fueron purificadas y seleccionadas de acuerdo al tamaño (100-450 pb) usando 

Agencourt AMPure XP (A63880; Beckman Coulter). Las bibliotecas seleccionadas fueron 

cuantificadas usando el Agilent Bioanalizer. Posteriormente, las muestras fueron sometidas a 

secuenciación de siguiente generación.   

 

6.7 Ensayo de co-inmunoprecipitación de la cromatina (ChIP) 

 

Las células fueron sembradas en DMEM con 10 % SFB a 37 °C y mantenidas en DMEM sin rojo 

fenol con 10 % SFB deslipidado por 72 horas antes del tratamiento. Posteriormente, fueron 

tratadas con 10 nM de 17β-E2 o vehículo (etanol) durante 1 hora. Se realizó el crosslink de las 

células con 1 % de formaldehido durante 30 minutos a temperatura ambiente. La reacción se 

detuvo con 0.125 M de glicina y fueron lavadas tres veces con PBS. Las células fueron 

resuspendidas en buffer de lisis (1 % SDS, 50 mM, Tris-HCl pH 8, 10 mM EDTA, 1X complete) y la 

cromatina fue fragmentada mediante sonicación (Diagenode´s Biorruptor). La cromatina fue 

centrifugada por 5 minutos y se incubó durante toda la noche con perlas previamente acopladas 

a proteína G o anticuerpo anti TTP (SIGMA Aldrich T5452). Las perlas fueron lavadas utilizando 

cuatro buffers diferentes: Buffer bajo en sales (0.1 % SDS, 1 % Triton X-100, 2 mM EDTA, 20 mM 

Tris HCl pH 8, 150 mM NaCl), Buffer alto en sales (0.1 % SDS, 1 % Triton X-100, 2 mM EDTA, 20 

mM Tris HCl pH 8, 150 mM NaCl), Buffer LiCl (0.25 mM LiCl, 1 % NP-40, 1 % deoxicolato de sodio, 

1 mM EDTA, 10 mM Tris HCl pH 8) y Buffer TE (10 mM Tris HCl pH 8, 1 mM EDTA). Después de los 

lavados, se hicieron dos elusiones de las perlas, cada una con 185 µL de buffer de elución (1 % 

SDS, .01 M Na2HCO3) incubando a 65 °C durante 20 minutos y 1300 rpm. Las muestras eluidas se 

incubaron a 65° C durante 4 horas en presencia de 200 mM de NaCl, 10 mM EDTA y 40 mM de 
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Tris-HCl pH 6.5, para revertir el crosslink. Se realizó una extracción con fenol-cloroformo y se 

precipitó con 20 µg de glicógeno a -20°C durante toda la noche.  

6.8 Extracción de RNA y síntesis de cDNA 
  

La extracción de RNA se realizó con el método de TRIzol (Invitrogen) de acuerdo al protocolo del 

proveedor. Posteriormente el RNA fue tratado con DNAsa (Invitrogen). Se sintetizó cDNA 

mediante transcripción reversa utilizando los reactivos que se muestran en la tabla 1. La mezcla 

final se inactivo a 75 °C durante 15 minutos y las muestras fueron almacenadas a -70°C hasta su 

uso. 

Tabla 1. Reactivos utilizados para la síntesis de cDNA 

Reactivo Volumen 

Oligo dt 500 ng/µl 1 µL 

dNTPs mix 10 mM 1 µl 

RNA  2 µg 

*calentar a 65 °C durante 5 minutos  

Buffer 5x (fsb) 4 µL 

DTT 0.1 M 2 µL 

*calentar a 45 °C durante 2 minutos  

Super Script II (200u/µL) 
(Invitrogen) 1 µL 

*calentar a 45 °C durante 45 minutos  

 

6.9 PCR tiempo real 

 

La reacción de PCR en tiempo real se realizó en un termociclador LightCycler 96 de Roche, bajo 

las condiciones de 30 ciclos con una temperatura de 95 °C de fusión, 55-60 °C de alineamiento y 

72 °C de extensión y se preparó como se indica a continuación: 5 µL de SYBR Green 

(thermoscientific), 0.2 µL oligonucleótido 10 µM (sentido + antisentido), 3.8 µL de agua libre de 

nucleasas y 1 µL de cDNA (muestra). La expresión génica relativa se calculó usando el método de 

CT y se normalizó con la expresión de GAPDH. Los oligonucleótidos de las secuencias evaluadas 

se muestran en la Tabla 2. 
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Tabla 2. Secuencias de oligonucleótidos utilizados en ensayos de RTqPCR y ChIP qPCR 

Gen   Oligonucletido Tamaño (Pb) 

ZFP36 (CDS) RTqPCR 
Fw 5´ACCTTCCACTGTCACCCTCTGC 3´ 

192 
Rv 5´CGCTGCTGGCATATTCATCAGG 3´ 

PAK2 (CDS) RTqPCR 
Fw 5´ CGACTCCAACACAGTGAAGCAG 3´ 

116 
Rv 5´ TCACTACTGCGGGTGCTTCTGT 3´ 

PIN1 (CDS) RTqPCR 
Fw 5´ AGGACTTTGAGTCTCTGGCCTCAC 3´ 

111 
Rv 5´ AGGCGTCTTCAAATGGCTTCTG 3´ 

FOXK1 (CDS) RTqPCR 
Rv 5´ ACACGTCTGGAGGAGACAGC 3´ 

196 
Fw 5´ GAGAGGTTGTGCCGGATAGA 3´ 

CMAS (CDS) RTqPCR 
Fw 5´ CCTGTGCTGGAAAGAAGTGGCA 3´ 

122 
Rv 5´ ATCCAACAGCCTTCTGGGCAGT 3´ 

GAPDH (CDS) RTqPCR 
Fw 5´ ACATCAAGAAGGTGGTGAAG 3´ 

199 
Rv 5´ CTGTTGCTGTAGCCAAATTC 3´ 

PAK2 (Promotor) ChIP qPCR 
Fw 5´ TCAGGAGCAAGACTAGCCTGGC 3´ 

197 
Rv 5´ ATCTCCGCCTCCCAGGTTCAAG 3´ 

PIN1 (Promotor) ChIP qPCR 
Fw 5´ AGAGCAGAGCTTTCGGGTGTGA 3´ 

117 
Rv 5´ GCATCTCTGGGAATGGCAGCAG 3´ 

FOXK1 (Promotor) ChIP qPCR 
Fw 5´ ACCGTGCTGAAAGGTGTGCATT 3´ 

127 
Rv 5´ AATGGCCCCAAACGGAGAGAGT 3´ 

CMAS (Promotor) ChIP qPCR 
Fw 5´ AGGCGTGGGAGGAAGATGGACT 3´ 

197 
Rv 5´ TTCAGGGGGATGCCTTTGCTGC 3´ 

 

 6.10 Niveles de expresión de TTP en tumores de cáncer mamario y tejido mamario 

normal y análisis de Kaplan-Meier  
 

Para comparar los niveles de expresión de TTP en tumores de cáncer mamario y en tejido normal 

se utilizó la base de datos “Breast Cancer Gene-Expresion Miner” 

(http://bcgenex.ico.unicancer.fr/BC-GEM/GEM-Accueil.php?js=1). Los resultados son mostrados 

como una gráfica de violín del log2 de la expresión de mRNA de TTP (P=0.0001, prueba de 

Dunnett-Tukey-Kramer). Las gráficas de tiempo libre de recaída (RFS) fueron generadas utilizando 

la base de datos de mRNA de la plataforma Kaplan-Meier plotter (https://kmplot.com). Los 

análisis de supervivencia fueron restringidos al estatus de REα y tratamiento con tamoxifeno. 

P<0.05 se consideró como significancia estadística. 

 

http://bcgenex.ico.unicancer.fr/BC-GEM/GEM-Accueil.php?js=1
https://kmplot.com/
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  6.11 Análisis estadísticos 

 

Los experimentos fueron realizados por triplicado y se presentan como graficas de media ± DE. 

Los análisis estadísticos fueron realizados utilizando la prueba T-Student con el software 

GraphPad Prism 8. P<0.05 se consideró como significancia estadística. 
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VII. Resultados 
 

7.1 Sobreexpresión de TTP en células T47D 
 

Para la sobreexpresión de TTP, la región codificante de TTP fue amplificada mediante RT-qPCR y 

clonada en el vector de expresión pCMV-3Tag1 (Figura 3 A). Mediante secuenciación de DNA se 

confirmó que la secuencia correspondiente a la región codificante de TTP fue clonada en el vector 

adecuadamente (Figura 3 B). Posteriormente, tanto el vector vacío (pCMV ctl) como el vector 

conteniendo la región codificante de TTP (pCMV-TTP) fueron transfectados en las células T47D. 

Mediante la resistencia a geneticina conferida por el plásmido, se generó un pool de células 

resistentes a este antibiótico y posteriormente se corroboró que efectivamente las células 

transfectadas con el vector pCMV-TTP presentaban una sobreexpresión de TTP así como la 

etiqueta FLAG en el peso molecular correspondiente a TTP (37 Kda) conferida por el vector (Figura 

3 C).  

A partir del pool de células transfectadas con el vector pCMV-TTP se realizó una selección clonal, 

para aislar y propagar clonas individuales. Esto con el fin de obtener poblaciones con una 

sobreexpresión constante de TTP. Se lograron aislar cinco clonas de las cuales tres presentaban 

una evidente sobreexpresión de TTP con respecto al control (Figura 4 A). De ellas se seleccionó la 

clona 5, la cual era la que presentaba una mayor sobreexpresión de TTP (a partir de aquí T47D 

TTP+) (Figura 4 B). Posteriormente, evaluamos los niveles de expresión del REα, para verificar que 

la sobreexpresión de TTP no modificaba su expresión (Figura 4 B).  
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Figura 3. Sobreexpresión de TTP en células T47D. A) Para la sobreexpresión de TTP, el RNAm de TTP (999 pb) fue 

amplificado mediante RT-qPCR y clonado en el vector pCMV -3Tag-1. La secuencia de la construcción fue verificada 

mediante B) secuenciación de DNA. C)  Las células T47D con expresión estable del plásmido pCMV-ctl (vector vació) 

ó pCMV-TTP fueron seleccionadas mediante la resistencia a geneticina conferida por el plásmido. D) Western blot de 

los niveles de expresión de TTP, FLAG y Tubulina en los pools de células transfectadas con pCMV-ctl y pCMV-TTP. 
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Figura 4. Aislamiento y propagación de células T47D sobreexpresantes de TTP. A) Western Blot de TTP en las cinco 

clonas aisladas de células T47D sobreexpresantes de TTP.  B) Western blot de TTP, REα, FLAG y Actina de la clona 5 

sobreexpresante de TTP (T47DTTP+) y en las clonas aisladas de las líneas. * denota diferencias estadísticamente 

significativas (t de Student; p<0.05). 

 

Diversos estudios han demostrado que el REα, en células cancerosas mamarias, juega un rol 

importante en promover la proliferación celular (Jordan et al., 1995); por lo cual, se evaluó si la 

línea T47D TTP+ presentaba este fenotipo. Los resultados mostraron que la sobreexpresión de 

TTP fue acompañada por una disminución en la proliferación (Figura 5 A) y viabilidad celular 

(Figura 5 B) con respecto a T47D wt y T47D ctl. Por otro lado, no se observaron diferencias 

significativas entre las líneas T47D wt y T47D ctl. En la Figura 5 B se muestran las microfotografías 

de cada línea celular, en donde se puede observar la evidente disminución en la densidad celular 

cuando las células sobreexpresan a TTP. 
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Figura 5. La sobreexpresión de TTP disminuye la proliferación y viabilidad celular. A) Ensayo de proliferación celular 

y B) viabilidad celular de las líneas T47D wt, T47D ctl y T47D TTP+ a los 8 días de cultivo. C) Micrografías (4x) de las 

líneas T47D wt, T47D ctl y T47D TTP+. * denota diferencias estadísticamente significativas (t de Student; p<0.05). ns 

denota diferencias estadísticamente no significativas (t de Student; p<0.05). 

 

7.2 Análisis de la accesibilidad a la cromatina mediante ATAC-Seq 
 

El ensayo de cromatina accesible a la transposasa seguido por secuenciación de alta resolución 

(ATAC-Seq) es un ensayo que permite evaluar la accesibilidad a la cromatina en todo el genoma 

e inferir las posibles regiones de la cromatina que están siendo reguladas por una proteína. Se 

basa en utilizar una transposasa hiperactiva conocida como Tn5 que puede interaccionar con las 

regiones de cromatina en estado accesible y generar cortes en el DNA, y al mismo tiempo ligar 

adaptadores de la secuenciación, los cuales permiten generar bibliotecas de todas las regiones 

con cromatina accesible para posteriormente secuenciarlas (Buenrostro et al 2013). Se realizó 

ATAC-Seq en células T47D control y sobreexpresante de TTP tratadas con E2 para identificar las 

posibles regiones que están siendo reguladas por TTP.    
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7.2.1 Calidad de las secuencia y mapeo con el genoma de referencia  

 

Los datos crudos de la secuenciación fueron filtrados para obtener datos de secuenciación de alta 

calidad para su posterior análisis. En la Tabla 3 se muestran las estadísticas de las lecturas crudas. 

Posteriormente usando el software Bowtie2 se mapearon las lecturas de alta calidad 

secuenciadas de cada muestra al genoma de referencia y se calculó la tasa de mapeo, la cual es 

el porcentaje de lectura limpias que pueden ser mapeadas al genoma de referencia con respecto 

al número total de lecturas limpias. Los resultados del mapeo se muestran en la Tabla 4, donde 

se puede observar que se obtuvo una tasa de mapeo de 51.84 % y 51.97 % en células control y 

sobreexpresantes de TTP respectivamente, así como 24 y 35 millones de lecturas únicas 

mapeadas respectivamente. Después del alineamiento, las lecturas que se parearon 

incorrectamente o con baja calidad de mapeo fueron eliminadas. De igual manera las lecturas 

mitocondriales, las cuales son más accesibles debido a la carencia de empaquetamiento, y las 

lecturas duplicadas, las cuales son artefactos de la amplificación por PCR, fueron removidas para 

mejorar la detección de regiones con cromatina abierta y reducir el número de falsos positivos 

(Yan et al 2020).    

Tabla 3. Estadísticas de las lecturas crudas 

Muestra Lecturas crudas 
Bases 
crudas GC(%) Q20 Q30 Calidad promedio 

CTL.E2 80669784 12.181 37.855 96.155 90.605 35.335 

TTP.E2 72231536 10.907 34.7 96.395 90.82 35.395 

 

Tabla 4. Estadísticas de las lecturas mapeadas 

Muestra Lecturas totales Lecturas mapeadas 
Lecturas únicas 

mapeadas DNA mitocondrial Duplicaciones 

CTL.E2 73414676 38055221 (51.84%) 24315014 (33.12%) 10549081.0 (14.37%) 51282 (0.07%) 

TTP.E2 107885650 56066791 (51.97%) 35612416 (33.01%) 15137419.0 (14.03%) 51909 (0.05%) 

 

 

Posteriormente, se calculó el grado de dispersión de longitud del inserto, el cual puede reflejar 

directamente la purificación durante la preparación de la biblioteca. La longitud del inserto es 
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A B 

calculada a través de la distancia entre el inicio y el final de la lectura en ambos extremos del 

inserto en el genoma de referencia. En la Figura 6 A y B se muestran las gráficas de dispersión de 

longitud del inserto para ambas muestras en donde se pueden observar picos decrecientes y 

periódicos correspondientes a las regiones libres de nucleosomas (NFR) (<100pb) y mono-, di- y 

trinucleosomas (~200, 400 y 600 respectivamente). Posteriormente, usando el software 

deepTools v2.07 se graficó la distribución de las lecturas secuenciadas en una ventana de 3 kb río-

arriba y río abajo del sitio de inicio de la transcripción (TSS) de cada gen (Figura 7 A). Se puede 

observar que los datos se encuentran enriquecidos cerca del TSS probando que los datos son 

buena calidad. 

Utilizamos el método de “sliding window “para contar el enriquecimiento de lecturas en todo el 

genoma. Este método consiste en dividir los cromosomas en pequeñas ventanas de 10 kb de 

longitud y posteriormente contar las lecturas mapeadas en cada ventana y calcular el coeficiente 

de correlación de Pearson del valor normalizado de lecturas mapeadas. En la Figura 7 B se 

muestra el heatmap de correlación entre las muestras en donde se puede observar que no hay 

correlación entre las células control y las células sobreexpresantes de TTP. 

 

 

 

     

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Distribución del tamaño del inserto. Graficas de dispersión del inserto de las A) células control 

y B) células sobreexpresantes de TTP. 
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Figura7. Enriquecimiento de las lecturas cercas del sitio de inicio de la transcripción (TSS). A) Gráficas y 

heatmap de la distribución de las lecturas secuenciadas en una ventana de 3kb río arriba y río abajo del 

TSS de cada gen. B) Heatmap de correlación de las lecturas secuenciadas entre las células control y las 

células sobreexpresantes de TTP. 

 

7.2.2 Identificación de regiones accesibles 
 

Una vez que se han mapeado las lecturas con el genoma de referencia, el siguiente paso es 

identificar las regiones accesibles (también referidas como picos), lo cual es la base para los 

análisis subsiguientes (Yan et al., 2020). En nuestro proceso de análisis se utilizó el software 

MACS2 v2.1.1 para el llamado de picos. MACS2 incluye cuatro pasos: remover las lecturas 

redundantes, ajustar la posición de las lecturas, calcular el enriquecimiento de los picos y estimar 

el FDR (false discovery rate, que se define como la relación entre número de picos control con 

respecto al número de picos del ATAC-Seq). Finalmente, se seleccionaron los picos con FDR < 0.05 
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como picos identificados. En la Tabla 5 se muestra la estadística de los picos identificados para 

las células control y sobreexpresantes de TTP. 

 

Tabla 5. Estadísticas de las regiones accesibles 

Sample Number Min_lenght 1st quarter lenght Median Mean 3rd quarter lenght Max lenght 

Ctl E2 87540 314 375 455 517.141615 588 3149 

TTP E2 69960 303 358 429 473.289837 541 3271 

 

Por otro lado, en la Figura 8 se muestran las gráficas de “fold enrichment” y de “FDR distribution 

que nos indican el grado de confiabilidad de los picos. El “fold enrichment” nos indica cuántas 

veces más sucedió algo de lo que cabría esperar por casualidad aleatoria, entre más grande el 

valor, mayor el número de lecturas que caen en ese pico. En la Figura 8 A y C se observa que todos 

los picos presentan un “fold enrichment” de por lo menos 2. Así mismo, la distribución FDR nos 

indica el grado de confiabilidad de cada pico, entre más grande el valor de -log 10 (FDR) más 

significativo el pico y menor probabilidad de que sea un falso positivo. En las Figuras 8 B y D se 

puede observar que solo se consideraron picos con un FDR > a 0.05 para ambas líneas celulares. 
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Figura 8. Grado de confiabilidad del llamado de picos. A) Graficas de fold enrichment y B) FDR distribución 

en células control y células sobreexpresantes de TTP. 

 

7.2.3 Análisis diferencial de picos 
 

Para el análisis diferencial de picos, también conocido como análisis diferencial de regiones 

accesibles (DAR), utilizamos el “Diffbind package”, el cual nos permite encontrar los picos que se 

han incrementado o disminuido entre nuestras células que sobreexpresan a TTP con respecto a 

las células control. En la Figura 9 A y B se muestran los resultados del análisis diferencial de picos 

en donde se puede observar que al sobreexpresar a TTP hay un cambio en 7782 regiones de 

cromatina accesibles, de los cuales 4327 y 3455 disminuyeron y aumentaron su accesibilidad, 

respectivamente. Al analizar las regiones correspondientes a estos picos, podemos observar que 

la mayor parte de estos picos cayeron en regiones distales intergénicas (31.47 %). 

Interesantemente, un gran número de regiones cayeron en regiones promotoras (< = 1 kb; 

14.57%) (Figura 9C).  Así mismo, se calculó la frecuencia de picos que caen en una venta de 3000 

Ctll E2 

TTP E2 

Ctll E2 

TTP E2 
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pb rio arriba y rio abajo del TSS, encontrando que el enriquecimiento de picos se encuentra en el 

TSS (Figura 9D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Análisis diferencial de picos entre células control y células sobreexpresantes de TTP. A) 

Estadísticas de las regiones diferencialmente accesibles identificadas (DARs). B) Grafica de volcán 

indicando las DARs (rojo: disminución de accesibilidad; verde: aumento de accesibilidad). C) Anotación de 

los picos diferenciales de acuerdo con cada elemento funcional del genoma. D) Frecuencia de lecturas de 

los picos diferenciales en una ventana de 3 kb río arriba y río abajo del TSS.  

 

 

Grupo Total DARs DARs incrementados DARs disminuidos

Ctl E2 vs TTP E2 7782 3455 4327
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7.2.4 Análisis de enriquecimiento GO de los genes asociado a los picos 

diferencialmente disminuidos en la región promotora. 
 

Gene Ontology (GO) es un sistema de clasificación internacional estandarizado de la función 

génica. El sistema de GO es dividido en tres principales categorías: 1) Componentes celulares, 

describe la localización de estructuras subcelulares y complejos macromoleculares. 2) Función 

molecular, describe funciones como actividad catalítica o de unión. 3) Procesos biológicos, 

describe los productos codificados por genes involucrados en procesos biológicos como mitosis o 

metabolismo de purinas (Gene ontology consortium 2004). En la Figura 10 se muestra la 

distribución de la anotación del GO de los genes asociados a los picos diferencialmente 

disminuidos en la región promotora. Se puede observar que la sobreexpresión de TTP disminuye 

principalmente, la accesibilidad de promotores de genes relacionados a componentes celulares 

del citoplasma, del citosol y de los organelos unidos a membrana intracelular y proteínas de 

unión. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Análisis GO de enriquecimiento de genes asociados a picos diferenciales enriquecidos en la 

región promotora. BP denota proteínas relacionadas a Procesos biológicos, CC a componentes celulares y 

MF a función molecular. 
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7.2.5 Genes regulados por el complejo TTP-REα 
 

Utilizando bases de datos de ChIP seq del REα y de diferentes marcas de histonas asociadas a 

promotores y “enhancers” activos (H3K27ac, H3K4me3) y reprimidos (H3K27me3), analizamos 

los picos diferencialmente expresados entre las células control y las células sobreexpresantes de 

TTP. Los resultados mostraron regiones de cromatina que disminuyeron al sobreexpresar a TTP y 

que caen dentro del locus de genes como cinasa 2 activada por (PAK2), peptidil-prolil cis-trans 

isomerasa que interactua con NIMA (PIN1) y el represor transcripcional de la unión a GATA 1 

(FOXK1), las cuales coinciden con sitios de unión del REα y de las marcas histonas H3K27ac y 

H3K4me3 (Figura 11 A), lo cual los sugiere como genes posiblemente regulados por el complejo 

TTP-REα.  

Para verificar que efectivamente estos genes están siendo regulados por el complejo TTP-REα, 

realizamos ChIP-qPCR, evaluando si TTP se está reclutando en el promotor de estos genes. Para 

esto, la cromatina de las células T47D TTP+ tratadas con vehículo o E2, fue inmunoprecipitada 

utilizando el anticuerpo contra TTP. Posteriormente, mediante qPCR se amplificaron fragmentos 

de la región promotora de los genes PAK2, PIN1 y FOXK1 (Figura 11 B). Los resultados mostraron 

un enriquecimiento de TTP en la región promotora de los tres genes con respecto al control (IgG) 

cuando las células fueron tratadas con vehículo y este enriquecimiento se incrementó cuando las 

células fueron tratadas con E2.  

Posteriormente se evaluó si este reclutamiento de TTP estaba asociado a una disminución en la 

expresión de transcrito de estos genes (Figura 11 C). Los resultados mostraron una disminución 

significativa en los niveles de mRNA de los genes PAK2 y PIN1 al sobreexpresar a TTP con respecto 

a las células control, tanto en células tratadas con vehículo como con E2, mientras que en el gen 

FOXK1 no se encontraron diferencias significativas. Estos resultados nos sugieren que los genes 

PAK2 y PIN1 están siendo regulados por el complejo TTP-REα. 
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Figura 11. Genes candidatos regulados por el complejo TTP-REα. A) Tracks representativos de los genes PAK2, PIN1 

y FOXK1 (se indica los picos de ChIP-Seq de H3K27AC, H3K4me3, H3K27me3 y REα, así como los picos de ATAC-Seq 

de células control (CTLE2) y células sobreexpresantes de TTP (TTPE2). B) Enriquecimiento de TTP en regiones 

promotoras en células sobreexpresantes de TTP evaluado mediante ChIP-qPCR. C) Niveles de transcrito de los genes 

PAK2, PIN1 y FOXK1 en células control (CTL) y sobreexpresantes de TTP (TTP+) tratadas con vehículo (V) o con 

estradiol (E2). 

 



 

 

 

33       

Por otro lado, los análisis también arrojaron un gran número de regiones de la cromatina que 

caen dentro del locus de genes como CMAS, WNT5b, ATM, lnc0090, las cuales disminuyen su 

accesibilidad en región promotora al sobreexpresar a TTP, pero que no están asociadas a sitios de 

unión del REα, pero si sobrelapan con sitios de unión de marcas de histonas asociados a 

promotores y enhancers (Figura 12A). Al evaluar uno de estos genes, la sintetasa de ácido N-

Acetilneuramínico Citidina Monofosfato (CMAS), se encontró un reclutamiento de TTP en su 

región promotora y diminución en la expresión de su transcrito al sobreexpresar a TTP. (Figura 12 

A y B). Estos resultados sugieren que TTP, no solo tienen efecto correpresor sobre el REα, si no 

que, como se ha reportado previamente (Schichl et al., 2009; Liang et al., 2009; Barrios-García et 

al., 2016), también está reprimiendo la actividad transcripcional de otros factores de 

transcripción.     
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Figura 12. Genes candidatos regulados por TTP pero no por el REα. A) Tracks representativos de los genes CMAS, 

WNT5 y LINC00909 (se indica los picos de ChIP-Seq de H3K27AC, H3K4me3, H3K27me3 y REα, así como los picos de 

ATAC-Seq de células control (CTLE2) y células sobreexpresantes de TTP (TTPE2). B) Enriquecimiento de TTP en región 

promotora del gen CMAS en células T47D sobreexpresantes de TTP, evaluado mediante ChIP-qPCR. C) Niveles de 

transcrito del gen CMAS en células T47D control (CTL) y sobreexpresantes de TTP (TTP+) tratadas con vehículo (V) o 

con estradiol (E2). 
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  7.2.5 Análisis de motivos 
 

Los picos identificados en el ATAC-Seq, son regiones de cromatina abierta que pueden contener 

sitios de unión de factores de transcripción, conocidos como motivos. Estos motivos juegan un 

papel importante en la regulación de la expresión génica mediada por factores de transcripción 

(Yan et al 2020). Por lo anterior, identificamos los motivos enriquecidos en los picos 

diferencialmente expresados entre células control y sobreexpresantes de TTP. Para esto, 

utilizamos el software MEME -ChIP 4.11.2 el cual utiliza dos herramientas, MEME y Dreme, para 

la identificación de motivos y posteriormente utiliza la herramienta Tomtom para alinearlos con 

la base de datos JASPAR (http://jaspar.genereg.net/). Finalmente utiliza la herramienta FIMO 

para anotar los motivos identificados. En la Tabla 6 se muestran los motivos identificados en 

donde se puede observar que los motivos más representados en las regiones que disminuyen su 

accesibilidad a la cromatina al sobreexpresar a TTP fueron los motivos reconocidos por los 

factores de transcripción: transductor de señales y activador de la transcripción (STAT2) y 

proteína 1 del dedo de zinc del dominio PR (PRDM1). 

 

Tabla 6. Motivos enriquecidos en los picos diferencialmente expresado entre células control y 

sobreexpresantes de TTP 

 

http://jaspar.genereg.net/
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7.3 Correlación entre los niveles de expresión de mRNA de TTP y el tiempo libre de 

recaída 
 

El análisis de bases de datos de proteínas y mRNA de tumores mamarios nos permite estudiar el 

impacto de los niveles de expresión de TTP en los niveles de progresión tumoral, enfermedad 

metastásica y respuesta al tratamiento. Por tal motivo, los niveles de mRNA de TTP en tumores, 

tejido tumoral adyacente y tejido normal de pacientes se compararon utilizando la base de datos 

“Breast Cancer Gene-Expression Miner”. Los resultados confirman que en promedio los tumores 

de cáncer mamario exhiben una reducción de 6 veces los niveles de mRNA comparado con tejido 

tumoral adyacente o tejido saludable (p=0.0001, Dunnett-Tukey-Kramer´s test) (Figura 13 A). 

Para explorar el efecto de la reducción en los niveles de expresión de TTP en el pronóstico de los 

pacientes con cáncer mamario utilizamos el estimador de Kaplan-Meier para comparar el tiempo 

de libre de recaída (RFS) entre pacientes con tumores con baja y alta expresión de mRNA de TTP. 

Los resultados mostraron que los pacientes con tumores positivos para el REα y con baja 

expresión de transcrito de TTP tienen significativamente menor RFS que los pacientes con altos 

niveles de expresión de TTP (Figura 13 B). Adicionalmente, se puede observar que, en pacientes 

con tumores negativos para el REα, la RFS no mostró una asociación significativa con los niveles 

de expresión de TTP (Figura 13 C). 

Interesantemente, al comparar los datos de RFS de pacientes con cáncer mamario que recibieron 

el modulador selectivo del REα tamoxifeno como parte de su tratamiento, reveló que los 

individuos con bajos niveles de expresión de mRNA de TTP tienen significativamente menor RFS 

que pacientes con tumores con altos niveles de TTP (Figura 13 D).  
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Figura 13. Expresión de TTP en tumores de cáncer mamario y análisis de Kaplan-Meier de la asociación 

entre la expresión de TTP y el tiempo libre de recaída (RFS) en pacientes de cáncer mamario. A) Grafica 

de violín del log2 de los niveles de expresión de TTP usando la base de datos “Breast Cancer Gene-

Expression Miner Data Base” (p=0.0001, prueba de Dunnet-Tukey-Kramer). Graficas de tiempo libre de 

recaída con relación a los niveles de expresión de TTP en B) pacientes con cáncer mamario REα+, C) 

pacientes con cáncer mamario REα y D) pacientes con cáncer mamario REα+ y que fueron tratadas con 

tamoxifeno (p<0.05). 
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VIII. Discusión 
 

La caracterización inicial de la secuencia de aminoácidos de TTP, reveló la presencia de un 

dominio doble de dedos de zinc en su estructura proteica; esta característica, aunado a su 

localización nuclear y habilidad para promover la transcripción de un gen reportero en células 

humanas (Murata et al., 2000), llevaron a proponer que TTP era un factor de transcripción. La 

función de TTP como factor regulador de la transcripción, fue reportado por primera vez por 

Dudziak y colaboradores (Dudziak et al., 2008) cuando encontraron que TTP se une a la proteína 

HNF1b (hepatocyte nuclear factor 1b), un factor de transcripción tejido-específico asociado a la 

diabetes tipo MODY5 y anormalidades congénitas del riñón y el tracto urinario. En cultivos 

celulares la unión de TTP a HNF1b redujo su actividad transcripcional mientras que la 

sobreexpresión de TTP dañó la nefrogénesis en embriones de Xenopus (Dudziak et al 2008). Ellos 

concluyeron que TTP regula a HNF1b de una manera independiente de su función 

desestabilizadora de mRNA. Sin embargo, el mecanismo responsable permaneció desconocido.  

Posteriormente, en 2009, Liang y colaboradores, mientras reexaminaban el rol de TNF-α en el 

síndrome inflamatorio desarrollado por ratones TTP-KO, encontraron que la expresión de TTP 

inhibe la actividad promotora de TNFα (Liang et al 2009). Mientras exploraban el mecanismo 

responsable, ellos transfectaron a TTP en células embriónicas de riñón humano HEK293 y 

encontraron que se reprimía la activación génica de TNF-α dependiente de NF-κB. 

Mecanísticamente, TTP mostró interactuar con la subunidad p65 del factor de transcripción NF-

κB en la región promotora de sus genes blanco. La unión de TTP promovió el reclutamiento de las 

histonas deacetilasas HDAC1, HDAC3 y HDAC7 (Liang et al., 2009; Chen et al., 2004; Pejanovic et 

al 2012), sugiriendo que TTP controla la respuesta inflamatoria a través de actuar como 

correpresor transcripcional de NF-κB. Más recientemente, Barrios García y colaboradores 

demostraron que TTP reduce la transactivación del REα a través de interactuar con su dominio 

AF1 y su dominio de unión al DNA y promoviendo el reclutamiento de deacetilasas de histonas, 

particularmente de HDAC1 (Barrios-García et al., 2014).  

TTP es una proteína que ha sido reportada como un supresor de tumores cuya expresión es 

reducida en cáncer mamario, la forma más frecuente de neoplasia y la segunda causa de muerte 
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relacionada a cáncer en mujeres en todo el mundo (Bray et al., 2018). Hasta recientemente, se 

pensaba que el efecto anti-proliferativo de TTP en células de cáncer mamario REα positivas, era 

mediado por la desestabilización y degradación de mRNAs codificando factores celulares 

involucrados en la proliferación celular, metástasis e invasión (Milke et al., 2013). Sin embargo, el 

descubrimiento de que TTP en el núcleo de las células actúa como un corregulador transcripcional 

sugiere que TTP puede afectar el desarrollo tumoral no solo por su función citoplasmática, sino 

también por la nuclear.  

En este trabajo, mediante ensayos de secuenciación masiva de accesibilidad a la cromatina, se 

identificaron algunos genes que pueden estar siendo regulados a través de la función nuclear de 

TTP en células de cáncer mamario. Los resultados de ATAC-Seq permitieron identificar diferentes 

regiones de la cromatina cuya accesibilidad disminuye al sobreexpresar a TTP y de las cuales un 

gran número corresponden a regiones reguladoras como promotores y enhancers, demostrando 

la relevancia que tiene TTP en la regulación de la transcripción génica en células de cáncer 

mamario positivo al REα. Mediante análisis de GO pudimos observar que la sobreexpresión de 

TTP afecta la accesibilidad a la cromatina principalmente de genes relacionados a componentes 

celulares del citoplasma, del citosol y de organelos unidos a la membrana intracelular y a 

proteínas de unión. Interesantemente, también se encontró un gran número de regiones de la 

cromatina cuya accesibilidad se incrementó al sobreexpresar a TTP. Sin embargo, es importante 

señalar que estos cambios en la accesibilidad a la cromatina pueden deberse tanto a la función 

citoplasmática como nuclear de TTP. 

Al analizar los diferentes picos que caían en regiones promotoras al sobreexpresar a TTP, se 

encontraron algunos picos que se sobrelapaban con picos de unión del REα, lo cual sugiere que 

estos locus podrían ser sitios de unión del complejo TTP-REα. Dentro de estos locus se encuentran 

promotores de diferentes genes que previamente han sido reportados estar sobreexpresados en 

modelos celulares y tumores de pacientes con cáncer mamario, como por ejemplo PAK2, PIN1 y 

FOXK1 (Xiao et al., 2018, Rajbhandari et al., 2012, Garry et al., 2020). Consistentemente con la 

disminución en la accesibilidad a la cromatina en los promotores de PAK2, PIN1, encontramos 

una diminución en la expresión de transcrito de estos genes al sobreexpresar a TTP, mientras que 

en FOXK1 no encontramos ninguna diferencia. Para asegurarnos de que esta disminución tanto 



 

 

 

40       

en la accesibilidad de la región promotora como en los niveles de transcrito de estos genes se 

debía a la función nuclear de TTP como correpresor y no a su función citoplasmática, realizamos 

ChIP qPCR, inmunoprecipitando a TTP y evaluando las regiones promotoras. Interesantemente, 

encontramos un enriquecimiento de TTP en el promotor de los tres genes. Los resultados 

observados con los genes PAK2 y PIN1, aunados al sobrelape con los picos observados en los 

resultados del ATA-Seq con picos de unión del REα, nos permiten inferir que estos genes están 

siendo regulados por el complejo TTP-ERα. Por otro lado, el hecho de que en FOXK1 observamos 

un reclutamiento de TTP y del REα en su región promotora, pero no observamos cambios en la 

transcripción nos sugieren que bajo esas condiciones el complejo TTP se está uniendo a esa región 

genómica, pero no está teniendo efectos sobre la actividad transcripcional de receptor.  

Tanto PAK2 como PIN1 son proteínas que han sido asociadas a la progresión del cáncer mamario 

u otros tipos de carcinomas (Liu et al., 2021; Xiao et al., 2018; Rajbhandari et al., 2012).  La familia 

de proteínas cinasas activadas por p21 (PAKs) son cinasas de serina treonina que participan en 

diversos procesos celulares como crecimiento, apoptosis, mitosis, respuesta inmune, motilidad, 

inflamación y expresión génica y la mayoría de los miembros de esta familia de cinasas tienen 

efectos oncogénicos en el desarrollo de diversos cánceres (Liu et al 2021). En células de cáncer 

gástrico se ha observado que PAK2 puede interaccionar con la cinasa dependiente de ciclina 12 

(CDK12) para activar la vía de señalización MAPK resultando en una desregulación de la fase G2 

del ciclo células (Liu et al 2020). Mientras que, en cánceres mamarios resistentes a la terapia 

endocrina, se ha visto una sobreexpresión de PAK2 que favorece el crecimiento independiente 

de estrógenos (Xiao et al., 2018). PIN1 es una proteína que regula al REα, a través de isomerizar 

la enlace serina 118-prolina 119 del dominio AF1 del REα de una conformación cis a trans, lo cual 

resulta en un aumento en la actividad transcripcional del receptor. Mientras que la 

sobreexpresión de PIN1 la actividad del REα independiente de estrógenos (Rajbhandari et al., 

2012). Por lo que, los resultados obtenidos en este trabajo, aunado a la disminución en los niveles 

de TTP reportada previamente en cáncer mamario y otros tipos de carcinomas (Barrios-García et 

al., 2016; Brennan et al., 2009; Rodríguez-Gómez et al 2021) sugieren que TTP, a través de su 

función como correpresor del REα, representan un mecanismo adicional en su función como 

supresor de tumores.   
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El análisis de bases de datos de proteínas y mRNA de tumores mamarios nos permite estudiar el 

impacto de los niveles de expresión de TTP en los niveles de progresión tumoral, enfermedad 

metastásica y respuesta al tratamiento. Los análisis de la base de datos “Breast Cancer Gene-

Expression Miner” realizados aquí, demostraron una disminución en los niveles de transcrito de 

TTP en tejido tumoral con respecto a los niveles observados en tejido tumoral adyacente o tejido 

mamario no transformado, lo cual coincide con resultados previamente reportados por otros 

trabajos (Barrios-García et al 2016; Brennan et al 2009; Rodríguez-Gómez et al., 2021). 

Interesantemente, los análisis de Kaplan-Meier de pacientes con cáncer mamario demostraron 

una correlación positiva entre los niveles de expresión de transcrito de TTP y el tiempo libre de 

recaída en pacientes que presentaban tumores positivos para el REα mientras que en pacientes 

con tumores negativos para el REα no se encontró ninguna asociación significativa entre los 

niveles de transcrito de TTP y el tiempo libre de recaída. Esto es interesante, debido a que, aunque 

no es posible excluir la contribución de la decaída de mRNA dependiente de TTP, estos resultados 

sugieren que la función nuclear de TTP como correpresor transcripcional juega un rol importante 

en el desarrollo y progresión de tumores de pacientes de cáncer mamario REα positivo. 

En este trabajo, identificamos un gran número de regiones promotoras cuya accesibilidad 

disminuye al sobreexpresar a TTP, pero que carecen de la presencia de sitios de unión del REα. 

Un ejemplo es CMAS, cuya accesibilidad y niveles de mRNA disminuyen al sobreexpresar a TTP, y 

TTP se recluta en su región promotora, pero no es regulado por el REα. Debido a que TTP no 

interacciona directamente con moléculas de DNA, esto sugiere que TTP está actuando sobre otros 

factores de transcripción. Estos resultados, son consistentes con estudios previos en donde se ha 

reportado que TTP ejerce una función correpresora en otros factores de transcripción como NF-

Kβ, TNF-α, receptor de glucocorticoides (RG), receptor de progesterona (RP) y receptor de 

andrógenos (RA) (Barrios García et al 2014; Barrios García et al., 2016; Liang et al., 2009; Schichl 

et al., 2009). Los resultados del análisis de motivos arrojaron el enriquecimiento de secuencias 

reconocidas por las proteínas STAT2 y PRMD1 en las regiones promotoras que disminuyeron su 

accesibilidad al sobreexpresar a TTP. El descubrimiento de que la forma nuclear de TTP reprime 

la actividad transcripcional de otros factores de transcripción sugiere a TTP como parte de un 

mecanismo regulador de la transcripción en todo el genoma. Adicionalmente, este nuevo rol de 
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TTP abre la posibilidad de investigar su participación en otras neoplasias dependientes de 

hormonas como próstata, cáncer colonorrectal y pulmón. Son necesarios más estudios para 

explorar el potencial de TTP nuclear y sus blancos transcripcionales como marcadores tumorales 

o como herramientas en el desarrollo de nuevas estrategias diagnósticas y terapéuticas para el 

cáncer mamario y otras neoplasias.  

Los estudios sobre TTP nuclear han ampliado su espectro de funciones desde su bien 

caracterizado papel como proteína reguladora de mRNAs conteniendo AREs, hasta su función 

como correpresor transcripcional. Las diferentes funciones de TTP en el citoplasma y núcleo 

parecen estar reguladas por su estatus de fosforilación y transporte nucleocitoplasmático en la 

célula. Esta versatilidad en su función, coloca a TTP en un grupo factores celulares colectivamente 

referidos como proteínas “moonlighting” que son caracterizadas por exhibir dos o más funciones 

biológicas en la célula (Jeffery et al., 1999; Jeffery et al., 2014; Copley et al., 2014). Las proteínas 

moonlighting incluyen enzimas, receptores, canales transmembranales, chaperonas y proteínas 

ribosomales (Jeffery et al., 2020) y proteínas asociadas al proteosoma (Jeffery et al., 2014). Los 

mecanismos que les permiten, a las proteínas moonlighting, oscilar entre sus diferentes funciones 

incluyen relocalización celular, expresión tejido-especifica, unión de substratos o ligandos, 

cambios en su estructura oligomérica y estatus de fosforilación (Jeffery et al., 1999; Jeffery et al., 

2004; Sriram et al., 2005). La actividad moonlighting de TTP parece depender en primer lugar de 

su transporte nucleocitoplasmático y en segundo lugar en su habilidad para actuar como una 

proteína de andamiaje que interactúa con mRNAs citoplasmáticos conteniendo AREs y enzimas 

deacetilasas o con factores transcripcionales nucleares y enzimas modificadoras de la cromatina.  

Las proteínas que exhiben diferentes funciones biológicas probablemente fueron seleccionadas 

durante la evolución como un mecanismo para generar complejidad biológica y funcional sin 

requerir la expansión del genoma (Copley et al., 2014) Inicialmente, las proteínas moonlighting 

fueron consideradas raras coincidencias en biología, pero ahora su relevancia y amplia 

participación en numerosos procesos celulares, incluyendo la regulación transcripcional, son bien 

aceptadas. El impacto de proteínas moonlighting en la biología de células eucariotas es mejor 

ejemplificado por el descubrimiento de que la mayoría de las enzimas que participan en la 
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glucolisis y ciclo de Krebs o ácidos tricarboxílicos tienen actividad moonlighting (Siriam et al., 

2005). 

Los estudios funcionales y moleculares descritos en este trabajo sugieren que TTP posee 

actividades moonlighting. En el citoplasma TTP forma complejos con diferentes mRNA-

desadenilasas para promover la degradación de mRNA. Este mecanismo parece tener como 

objetivo reducir o restablecer las vías de transducción de señales que participan en procesos 

celulares como la regulación de la inflamación y la proliferación celular (Ciais et al., 2013; Lai et 

al., 2003; Tiedje et al., 2016, Saini et al., 2020; Park et al., 2018; Milke et al., 2013). En el núcleo, 

TTP parece tener una función directa en la regulación transcripcional de la expresión génica a 

través de participar en diferentes complejos conteniendo HDACs y actuando como un correpresor 

de diferentes factores transcripcionales como NF-κB y receptores hormonales nucleares como 

REα, RA, RP y RG. 
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IX. Conclusiones 
 

TTP también conocida como GOS24/ZFP36, es una proteína nucleocitoplasmática que se une, 

desestabiliza y promueve la degradación de mRNAs conteniendo elementos AREs. La 

desregulación de la expresión de TTP en cáncer mamario ha sugerido que en células normales 

TTP funciona como un factor supresor de tumores limitando la vida media y expresión de mRNAs 

involucrados en la inflamación, tumorigénesis, metástasis y resistencia a la quimioterapia. Sin 

embargo, en los últimos años se ha se ha acumulado evidencia de que TTP, cuando se localiza en 

el núcleo, tiene un rol diferente en la regulación de la expresión génica actuando como un 

correpresor de diferentes factores de transcripción incluyendo el REα. Los resultados obtenidos 

en este trabajo sugieren un mecanismo complementario de TTP, a través de su función en núcleo 

como corregulador del REα y otros factores de transcripción, en la regulación de diferentes 

procesos celulares que participan en la progresión y resistencia a terapia hormonal en cáncer 

mamario de tipo luminal.  Nosotros proponemos que TTP puede ser clasificada como una proteína 

“moonlighting” que regula la expresión génica a través de dos diferentes mecanismos: por la 

degradación de mRNAs-ARE y por su función como corregulador transcripcional.  
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Tristetraprolin (TTP) is a nucleocytoplasmic 326 amino acid protein whose sequence is characterized by
possessing two CCCH-type zinc finger domains. In the cytoplasm TTP function is to promote the degradation of
mRNAs that contain adenylate/uridylate–rich elements (AREs). Mechanistically, TTP promotes the recruitment
of poly(A)-specific deadenylases and exoribonucleases. By reducing the half-life of about 10% of all the transcripts
in the cell TTP has been shown to participate inmultiple cell processes that include regulation of gene expression,
cell proliferation, metabolic homeostasis and control of inflammation and immune responses. However, beyond
its role inmRNA decay, in the cell nucleus TTP acts as a transcriptional coregulator by interactingwith chromatin
modifying enzymes. TTP has been shown to repress the transactivation of NF-κB and estrogen receptor suggest-
ing the possibility that it participates in the transcriptional regulation of hundreds of genes in human cells and its
possible involvement in breast cancer progression. In this review, we discuss the cytoplasmic and nuclear func-
tions of TTP and the effect of the dysregulation of its protein levels in the development of human diseases. We
suggest that TTP be classified as a moonlighting tumor supressor protein that regulates gene expression through
two different mechanims; the decay of ARE-mRNAs and a transcriptional coregulatory function.

© 2021 Elsevier Inc. All rights reserved.
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1. Introduction

TTP, also known as G0S24/ZFP36/TTP (hereafter TTP), is a
nucleocytoplasmic protein that binds, destabilizes and promotes the
degradation of ARE-containingmRNAs in the cytoplasm. The dysregula-
tion of TTP expression in different types of cancer has suggested that in
normal cells TTP functions as a tumor suppressor factor by limiting the
lifespan and expression of mRNAs involved in inflammation, tumori-
genesis, metastasis and resistance to chemotherapy (1). However, in re-
cent years, evidence has mounted that TTP located in the cell nucleus
has a different role in regulation of gene expression acting as a tran-
scriptional corepressor of different transcription factors including NF-
κB and steroid nuclear hormone receptors. This review summarizes
the cytoplasmic function of TTP on mRNA turnover and its role as a co-
repressor in the nuclear regulation of gene expression, whichmay offer
a complementary mechanistic background on the relevance of TTP in
cell metabolism, gene expression, inflammation, cancer and other
human disorders.

2. Human TTP sequence and molecular structure

In human cells, TTP is a protein of 326 amino acids in length with a
predicted molecular weight of 34 kDa which is encoded by the ZFP36
gene located on chromosome 19q13.1 (Fig. 1 A) [2]. TTP was first iden-
tified among a group of concanavalin-A-induced genes involved in the
entry of cultured G0 lymphocytes into the G1-phase of the cell cycle
[3]. The name tristetraprolin derives from the presence of three
proline-rich domains (PPPP) located at positions 71, 198 and 219 in
the human amino acid protein sequence (Fig. 1 A and B). TTP belongs
to a small family of proteins known as the TTP/TIS11 family that in
human cells includes two other proteins, ZFP36L1 and ZFP36L2 [4,5].
Although most eukaryotic organisms, except for birds [6], express
TTP/TIS11 proteins, its number varies between species. For example,
mouse cells express four different members of the TTP/TIS11 protein
family [7,8]. Structurally, TTP/TIS11 proteins are characterized by
containing two CCCH-type zinc finger domains (CX8 CX5 CX3 H) sepa-
rated by 18 amino acid residues [9,10]. TTP also exhibits a 14 amino acid
motif at its N-terminus that contains a functional nuclear export se-
quence (NES) and a potential nuclear localization sequence (NLS), that

in rat TTP has been localized within a 66 amino acid region containing
the two zinc fingers domains (Fig. 1 B and C) [4,7,11,12]. The NES and
NLS sequences are responsible for TTP localization and relocalization
between the cell nucleus and cytoplasm in response to different growth
factor activated signaling transduction pathways.

Early cellular and biochemical analysis suggested that TTP and the
other members of the TIS11 protein family regulate cell growth rate be-
causemutations in their genes increased cell divisionwhile overexpres-
sion of these proteins reduces cellular proliferation [13–18]. However,
when researchers developed KO-mice models of TIS11 proteins to in-
vestigate their physiological functions, their results suggested that the
functions of the TIS11 proteins might not be redundant. For example,
TTP-KOmice develop a syndrome that is characterized by growth retar-
dation, cachexia, arthritis and inflammation resulting from the increase
in tumor necrosis factor alpha (TNF-α) protein levels [19]. In contrast,
ZFP36L-KO mice exhibit angiogenesis defects [20], and disruption of
ZFP36L2 expression in mice results in hematopoiesis defects [21].
These results suggest that TTP and the other two members of the
TIS11 proteins may have cell and tissue specific functions.

3. Cytoplasmic TTP mediates the destabilization and degradation of
ARE-containing mRNAs

The association between TTP and mRNA destabilization in eukary-
otic cells was reported for first time by the group of Blackshear and col-
laborators [19]. While characterizing the inflammatory syndrome
developed by a TTP-KO mouse model they found that low TTP animals
exhibited augmented levels of TNF-α protein as a result of an increase
in the stability of its mRNA. These investigators demonstrated that TTP
uses its two tandem CCCH class zinc finger domains to bind to AU-rich
elements (AREs) in the TNF-α mRNA promoting its deadenylation and
degradation [22].

In eukaryotic cells themRNAs that are exported from the nucleus to
the cytoplasm exhibit on average a 60–80 nucleotide poly-A tail, which
increases their stability, prevents their degradation, and enhances their
translation into a protein by the ribosomes [23–25]. Under normal cir-
cumstances cytoplasmic TTP and the two other members of its family
of RNA-binding proteins recognize sequences of 50–150 nucleotides
that contain AUUUA rich motifs (AREs) located at the 3′-UTRs of some

Fig. 1. Sequence and molecular structure of human TTP. (A) Amino acid sequence of human TTP. Proline-rich sequences are shown in gray boxes, the two CCCH type zinc fingers are
underlined and their Cys and His amino acids are shown in white boxes. (B) Schematic representation of TTP structure depicting localization of proline-rich domains (PPPP), CCCH-
type zinc-fingers (Zn) and nuclear export signal (NES). The nuclear location signal (NLS) in human TTP has not been characterized. However, in rat TTP a potential NLS has been
localized within a highly conserved 66 amino acid region containing the two zinc finger domains and it is shown in the corresponding region of human TTP.
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mRNAs (Fig. 2) [26–31]. Mechanistically, the binding of TTP to ARE-
containingmRNAs promotes the recruitment of the CCR4-NOT complex
which is composed of two exonucleases designated CCR4 and CAF1, and
the scaffold non-enzymatic proteins NOT1, NOT2, NOT3, and CAF40
(Fig. 2B). While NOT1 is an essential component of the CCR4-NOT-TTP
complex, CAF40 and NOT2/3 function as docking platforms for other
RNA-binding proteins [32–34]. The CCR4-NOT-TTP complex is responsi-
ble for the 3′- 5′ deadenylation of the poly(A) tail, which is considered
the first step in the ARE-containing mRNA decay [25,35,36] (Fig. 2B).
Further, in vitro mRNA deadenylation experiments have shown that
TTP potentiates the effect of the poly(A) specific ribonuclease (PARN)
in the deadenylation of ARE-containing target transcripts [37]. Although
TTP does not physically interact with PARN, TTP has been shown to in-
teract with mRNA-decapping enzymes (DCP1 and DCP2). Once the
transcript is decapped it is degraded by the 5′-3′ exoribonuclease 1
(Xrn1) which is also recruited by TTP (Fig. 2C) [4,38–41].

In the last 20 years the accumulation of experimental evidence has
shown that TTP affects the levels of more than 50 different mRNA's
including those that encode c-myc, inducible nitric oxide synthase, plas-
minogen activator inhibitor type 2, Leukemia inhibitory factor, Polo-like
kinase 3, Ubiquitin–protein ligase E3A isoform 1, Toll-like receptor 4,
Endothelial cell surface expressed chemotaxis and apoptosis regulator,
cyclin-dependent kinase inhibitor 1, Granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor, and Tristetraprolin itself [19,34,42–44]. More
recently Tiedje and collaborators, while analyzing LPS-stimulated
macrophages by individual-nucleotide resolution Cross-Linking and

Immuno-precipitation (iCLIP), identified more than 1100 ARE-
containing mRNA targets for TTP [45]. These results in combination
with the observation that ARE sequences are present in 7–10% of all
transcripts expressed in human cells suggest that TTP plays a global
role in the regulation of the human transcriptome [30,31,46].

4. TTP phosphorylation regulates its cellular localization andmRNA
decay activity

One of themost interesting characteristics of TTP is its localization in
both the cell cytoplasm and nucleus. TTP traffic into and out of the nu-
cleus is regulated bymitogen-stimulated phosphorylation and by its in-
teraction with other proteins. The nuclear translocation of TTP depends
on the integrity of the nuclear localization sequence (NLS) and its two
zinc-finger domains (Fig. 1) [11,12]. Under normal circumstances TTP
exhibits a predominantly nuclear localization, but after the cells are
stimulated by serumcontainingmitogens, such as phorbolmyristate ac-
etate, (PMA), TTP is phosphorylated at different serine amino acids and
it is rapidly exported to the cytoplasm [47]. Biochemical and molecular
analysis have shown that TTP phosphorylation and cell localization can
be regulated by the activation of multiple signal transduction pathways
that include ERK/MAPK, PKB/AKT, JNK and p38 MAPK [48–53]. The nu-
clear export of TTP is mediated by the interaction of its amino-terminal
nuclear export sequence (NES) with the nuclear exportin protein chro-
mosomal maintenance 1 (CRM1/XPO1) and with the nucleoporin
NUP214 (Fig. 2A) [11,12,54].

Fig. 2. Cytoplasmic and nuclear functions of TTP. (A) TTP nucleocytoplasmic shuttling. TTP exhibits a predominantly nuclear localization but its phosphorylation by different signal
transduction pathways promotes its export to the cytoplasm by the nuclear exportin protein chromosomal maintenance 1 (CRM1/XPO1) and the nucleoporin NUP214 complex.
(B) TTP-mediated mRNA deadenylation. The binding of TTP to ARE-containing mRNAs promotes the exonucleolytic degradation of their poly(A) tails by recruiting a deadenylase
complex formed by the exonucleases CCR4 and CAF1, the scaffold protein NOT1 and poly(A)-specific 3′ → 5′ ribonuclease (PARN). (C) TTP bound to ARE-containing mRNAs also
interacts with the mRNA-decapping complex DCP1/DCP2 and the enzyme 5′-3′ exoribonuclease 1 (Xrn1). (D) The binding of the estrogen receptor to its ligand (17β-estradiol, E2)
stimulates its binding to the promoter region of its target genes. ERα-dependent transcriptional activation is mediated by recruitment of a transcription activation complex formed by
coactivators possessing histone acetyl transferase activity such as SRC-1 and CBP/p300 that relax the chromatin structure. (E) The binding of TTP to ERα represses its transactivation
activity by promoting the recruitment of histone deacetylases (HDACs) whose enzymatic activity tincrease the condensation status of the chromatin.
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In human cells the CRM1/XPO1 protein complex is essential to regu-
late the nuclear levels of multiple cellular factors including RNA mole-
cules and proteins such as hormone nuclear receptors, transcription
factors, oncoproteins and tumor suppressor proteins. The CRM1/
XPO1-mediated nuclear export plays a key function in the cell by regu-
lating the nuclear levels of different cellular factors and by preventing
the nuclear accumulation of transcriptionally inactive transcription fac-
tors that are exported to the cytoplasm to be degraded by the protea-
some [55–57].

The phosphorylation of TTP promotes its binding to 14-3-3 proteins
which are molecular chaperones that interact with a large number of
proteins involved in cell signaling pathways [58]. The binding to 14-3-
3 increases TTP stability and promotes its cytoplasmic localization in
the cell [59–61]. The interaction between TTP and 14-3-3 proteins has
been suggested to regulate the decay of ARE-containing mRNA by
preventing the recruitment of the deadenylase Caf1a [62] or reducing
its affinity for ARE-mRNAs [62]. However, other studies have shown
that TTP phosphorylation by MAPKAP kinase 2 can also block mRNA
decay by inhibiting CAF1 deadenylase recruitment independent of 14-
3-3 binding to TTP [63,64]. Finally, dephosphorylation of TTP by the pro-
tein phosphatase 2A (PP2A) impairs its interaction with 14-3-3 and ac-
tivates its function in the degradation of ARE-containingmRNAs [65,66].
These results suggest phosphorylation and dephosphorylation of TTP in
response to different signal transduction pathways and its interaction
with 14-3-3 proteins regulate both TTP cell localization and modulate
its function in the turnover of ARE-containing mRNAs [67].

Given that TTP-mediated mRNA degradation occurs in the cyto-
plasm the contribution of the nucleocytoplasmic shuttling of TTP to
this process is not yet completely understood [10]. It has been suggested
that in some cases TTPmay interactwith targetmRNAs in the nucleus to
deliver them into mRNA processing bodies in the cytoplasm that con-
tain decapping and 5´to 3′ degradation enzymes and deadenylases for
degradation [68]. However, the number of mRNAs that have been
shown to interact with nuclear TTP is low. Alternatively, evidence gath-
ered by different research groups in the last twenty years suggests that
in the nucleus TTP participates in transcriptional regulation of gene ex-
pression through a mechanism that involves its interaction with chro-
matin modifying enzymes.

5. Nuclear TTP functions as a transcriptional corepressor

TTP was initially thought to be a transcription factor based on the
presence of two zinc-finger domains on its protein sequence, its nuclear
localization, and its ability to promote the transcription of a luciferase
reporter gene in human cells when fused downstream of the heterolo-
gous GAL4 DNA-binding domain [10]. The role of TTP as a nuclear tran-
scriptional regulatory factor seemed to be confirmed by Ryfell and
collaborators when they found TTP binds to the hepatocyte nuclear fac-
tor (HNF)1b, a tissue specific transcription factor linked tomature onset
diabetes (MODY5) and to congenital abnormalities of the kidney and
urinary tract. In cells in culture the binding of TTP to HNF1b reduced
its transactivation activity, and overexpression of TTP impaired
nephrogenesis in Xenopus embryos [69]. They concluded that TTP reg-
ulates HNF1b transcriptional activity in an mRNA destabilization inde-
pendent manner. However, the mechanism responsible remained
unknown.

In 2009, Liang and coworkers, while reexamining the role of TNF-α
in the inflammatory syndrome developed by TTP-KO mice, found that
TTP expression inhibits TNF-α promoter activity in a dose dependent
manner [70]. While exploring the mechanism responsible they
transfected TTP into embryonic human kidney HEK293 cells and
found it represses the NF-κB-dependent TNFα gene activation. Mecha-
nistically, TTP was shown to interact with the p65 subunit of the tran-
scription factor NF-κB in the promoter region of its target genes. TTP-
binding promoted the recruitment of histone deacetylases HDAC1,

HDAC3 and HDAC7 [70–72]. These findings led the investigators to pro-
pose that TTP controls the inflammatory response by acting as a tran-
scriptional corepressor of NF-κB.

More recently Barrios-Garcia and collaborators using a yeast two-
hybrid screen, protein co-immunoprecipitation and GST-pulldown as-
says described that nuclear TTP interacts with the estrogen receptor
alpha (ERα) in breast cancer cells [18]. ERα is a ligand–activated tran-
scription factor that in mammary gland mediates the effects of the hor-
mone estrogen (17β-estradiol; E2) on cell proliferation and
differentiation and it is also associated with the development, progres-
sion and metastasis of 70–80% of all breast cancer tumors [73]. ERα be-
longs to the family of transcription factors known as nuclear hormone
receptors, and its structure is characterized by possessing functionally
independent domains that include a DNA-binding domain, ligand-
binding domain and two transactivation domains designated AF1 and
AF2 [74,75]. ERα canmediate both the transcriptional activation and re-
pression of its target genes through the binding of its ligand and by the
interaction of its two-transactivation domains with numerous structur-
ally diverse coactivators and corepressor proteins. Some nuclear recep-
tor coactivators, including SRC-1, SRC-2/GRIP1/TIF2/NCoA2, SRC3/
RAC3/p/CIP/ACTR/AIB1, CREB binding protein (CBP)/p300, and CBP-
associated factor (P/CAF) possess acetyl-transferase activity that in-
creases ERα-dependent transcription by relaxing the chromatin struc-
ture (Fig. 2 D) [76,77]. In the absence of E2 or in the presence of ERα
antagonists, such as tamoxifen (TOT), theAF2domain recruits corepres-
sor proteins including NCoR, SMRT, and histone deacetylases (HDACs)
that increase the condensation status of chromatin (Fig. 2D) [78,79].

Barrios-Garcia and collaborators demonstrated that TTP reduces
ERα-transactivation by interacting with its AF1 and DNA-binding do-
mains and promoting the recruitment of histone deacetylases, in partic-
ular HDAC1 (Fig. 2D). Functionally, TTP interaction with ERα reduced
the proliferation rate of MCF7 cells and their ability to promote tumor
formation in nude mice. These results led the authors to propose that
the role of TTP as a tumor suppressor in breast cancer cells is mediated
by the downregulation of ERα transactivation. Further, they also sug-
gested that dysregulation in TTP nuclear protein levels may contribute
to the development of breast cancer tumors [18].

In 2016 Barrios-Garcia and coworkers showed that the activity of
TTP as a corepressor goes beyond the regulation of NF-κB and ERα.
These researchers showed that TTP is physically associated with other
nuclear receptors, including the progesterone receptor (PR), glucocorti-
coid receptor (GC) and androgen receptor (AR) in the nucleus of breast
cancer MCF-7 cells in vivo [80]. The interaction with TTP attenuated
ERα, PR, GR and AR transactivation activity without affecting their pro-
tein levels in MCF-7 cells. These results suggest that nuclear TTP forms
part of a general transcription repressor mechanism that regulates the
activity of different transcription factors and allowsmultiple steroid nu-
clear receptors to oscillate between their function as activators and re-
pressors of gene expression [18–80].

6. The role of TTP inmetabolism and development of human disease

Since its cloning and characterization TTP has been associated with
the degradation of an increasing number of mRNAs, which may be as
high as 10% of all transcripts of the cell. This has led to the finding that
TTP plays a significant role in the control of different cellular processes
such as metabolic homeostasis, immune response and inflammation.
Further, the dysregulation of TTP expression in the cell, which affects
both its cytoplasmic and nuclear functions, has been recently associated
with the development of multiple human disorders. In this section we
review someof the cell processes andhumandisorders linked to TTP ex-
pression in the cell. For more detailed reviews on the relation between
TTP and human disease see [1,4,81–83].

G. Rodríguez-Gómez, A. Paredes-Villa, M.G. Cervantes-Badillo et al. Molecular Genetics and Metabolism 133 (2021) 137–147

140



6.1. TTP in regulation of metabolism, diabetes and metabolic syndrome

The participation of TTP in metabolic processes is supported by sev-
eral findings. First, TTP is an insulin responsive gene [84–86]. Second,
genetic studies have shown a correlation between reduced TTP expres-
sion levels with metabolic syndrome and insulin resistance in humans
[87]. Further, expression profiling of omental adipose tissue of non-
diabetic obese men with and without metabolic syndrome showed a
correlation between two TTP polymorphisms with an increase in body
mass index, diastolic blood pressure and LDL-cholesterol levels [84]. A
clinical study confirmed the link between TTP and insulin resistance
by demonstrating that higher TTP mRNA levels in omental adipose tis-
sue were associated with a lower fasting insulin level and lower insulin
resistance in women. These results led the authors to propose that TTP
expression in omental adipose tissue, but not in abdominal fat, may
offer partial protection against the development of insulin resistance
and diabetes [85]. The relation between TTP expression levels and dia-
betes was confirmed using a mouse model for diabetes. This study
showed that TTP mRNA levels are reduced in the liver of diabetic mice
compared to normal animals. Interestingly, mice in which TTP expres-
sion in the liver was eliminated via tissue-specific KO exhibited an im-
provement in glucose tolerance and peripheral insulin sensitivity
compared with littermate control mice when challenged with a high-
fat diet [87]. The authors suggested that hepatic TTP regulates systemic
insulin sensitivity in diabetes through the degradation of mRNAs
encoding cell factors that control hepatic energymetabolism, such as fi-
broblast growth factor 21 (FGF21) [87]. FGF21 is a hormone that is im-
portant to modulate insulin sensitivity in the liver and skeletal muscle
[88] and to increase glucose uptake in skeletal muscle, and brown and
beige adipose tissue [89,90]. In response to nutrient uptake TTP pro-
motes the CCR4/NOTmediated degradation of AU-rich mRNAs that en-
code metabolic regulators such as FGF21. Hepatic regulation of FGF21
expression depends on the CCR4–NOT/FGF21 axis which has been pro-
posed to act as a systemic regulator of metabolism that may one day act
as a target of new therapeutic strategies to treat metabolic syndrome
and its related morbidities [91].

However, themechanism responsible for the protective effect of TTP
against insulin resistance andmetabolic syndrome could bemuchmore
complex given the large number of cell factors that are regulated by TTP.
Other research groups have suggested that TTP expression may coun-
teract the systemic inflammation associated with chronic renal failure,
known as diabetic nephropathy, and which is one of the major compli-
cations of type 2 diabetes, through the down regulation of TNFα activity
and reduction of cytokine production [28,92–94]. Diabetic nephropathy
is characterized by the accumulation of inflammatory cells in the kid-
ney, where they secrete pro-inflammatory cytokines IL-1, IL-6, IL-18,
and TNF-α damaging the kidney architecture [95]. A clinical study per-
formed in diabetic patients found that serum levels of TTP correlate in-
versely with the levels of IL-6 and IL-18 and that reduced serum and
urine TTP might precede the elevation of IL-6 and IL-18, which exacer-
bate kidney injury. These results suggested TTP might be used as an
early molecular marker, and potential therapeutic target, for renal dys-
function in diabetic patients [94].

More recently it has been suggested that TTP may contribute to the
regulation of metabolic homeostasis through diverse pathways. For ex-
ample, Park and collaborators found that TTP is a negative regulator of
glycolysis by downregulating the expression of the enzyme hexokinase
2 (HK2) in cancer cells [96]. In mammalian cells there are four hexoki-
nases that catalyze the first committed step in glycolysis, in which glu-
cose is phosphorylated to glucose-6-phosphate. Besides its role in
glycolysis HK2 is of oncological interest because it is upregulated in
multiple human cancers where it plays an important role in tumor pro-
gression and metastasis [97,98]. All these results indicate that the func-
tion of TTP in metabolism is far from being completely understood and
suggest it is necessary to identify all the genes that are regulated by TTP

to understand the impact of this mRNA-binding protein in cell
physiology.

6.2. Tristetraprolin and the regulation of immune homeostasis and
inflammation

TTP has been shown to play an important role in the synthesis of cy-
tokines and the control of themagnitude and duration of the inflamma-
tory and immune responses by promoting the degradation of multiple
ARE-containing mRNAs encoding regulatory proteins [82]. The first ev-
idence of the involvement of TTP in the immune response and disease
was described by Taylor and colleagues [19]. They showed that a TTP-
KO mouse model developed a severe inflammatory syndrome charac-
terized by arthritis, dermatitis, cachexia, autoimmunity andmyeloid hy-
perplasia [17–19]. This syndromewas caused by the stabilization of the
TNF-α mRNA and the accumulation of its protein [27,28,99]. TNF-α
plays a critical role in the regulation of the synthesis of inflammatory cy-
tokines. In the last 20 years it has been shown that besides TNF-α, TTP
regulates the stability of mRNAs encoding cyclooxygenase 2 (COX2)
[100] and multiple proinflammatory cytokines including granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) [27], cyclooxygenase
2 (COX2) [100], IL-2 [101], chemokine CXCL1 [42], CXCL2 [102],
Interleukin-3 (IL-3) [103] and leukemia inhibitor factor (Lif) [42].
More recently it has been shown that TTP is an important participant
in the development and function of T-cells and in particular helper
TH17 lymphocytes [104] which have a central role in the development
of autoimmune arthritis [105], multiple sclerosis [106], and inflamma-
tory bowel disease (IBD) [107].

Interestingly, TTP not only targets the stability of mRNAs encoding
pro-inflammatory cytokines but it also promotes the degradation of
the anti-inflammatory cytokine IL-10 mRNA [108] and IL-22 mRNA
[109] which are involved in tissue antimicrobial protection in intestine,
lung and liver [110–112].

One of the most important characteristics of TTP expression is its
anti-proliferative effect, which is best exemplified in leukemia and lym-
phoma cells [14,113–115]. Interestingly, TTP overexpression in lym-
phoma impairs the Myc-induced lymphomagenesis and abolishes the
malignant state [44]. In leukemia TTP also acts as a tumor suppressor
that targets the expression levels of IL-23, Bcl-2, Bcl-6 and c-Myc
mRNAs. The loss of TTP expression in leukemia cells coincides with a
significant increase in the expression of all these proteins and has an on-
cogenic effect [44–116]. These results have led some researchers to sug-
gest that the dysregulation of TTP expression may impair immune
system homeostasis and promote the development of leukemia [117].

6.3. TTP mediated mRNA decay in cancer development and progression

In 2003 Moroni and collaborators injected control and TTP-
expressing v-H-ras-dependent PB-3c derived mast cells into nude
mice to test the effect of TTP on tumor development. Their results
showed that TTP expression delayed tumor growth compared to tumors
derived from control PB-3c cells. More importantly, they demonstrated
that the tumors developed by the animals from the experimental group
had lost the expression of TTP. This study showed that the suppression
of tumor progression was mediated by the TTP-induced degradation of
interleukin-3 mRNA [118]. Since Moroni and coworkers described TTP
as a tumor suppressor other researchers have shown that TTP
downregulates the expression of numerous genes of clinical and onco-
logical significance. The targets of TTP include oncogenes, cell factors in-
volved in tumor development and progression, cell cycle control,
metastasis, chemotherapy response, apoptosis control, angiogenesis
and chemotherapy response [34,83,119–121]. The recent findings that
show that TTP expression is suppressed or reduced in different types
of tumors of breast, prostate, pancreas, liver, cervical and lung epithe-
lium, underscores the importance of TTP in cancer development and
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progression [83–122]. In this section we describe some of the mecha-
nisms responsible for the function of TTP as a tumor suppressor and
the physiological and cellular consequences of the reduction or loss of
expression of TTP. The role of TTP in cancer has been previously
reviewed [83,113,122].

6.3.1. TTP expression regulates cell proliferation and apoptosis
Under normal circumstances tissue development, architecture and

function are a result of a delicate balance between cell proliferation
and apoptosis. In cancer, tumor growth and progression could result
from an increase in cell proliferation, an inhibition of apoptosis, or a
combination of both. Functional and cellular studies have shown that
the loss of TTP expression promotes cell proliferation and invasion in
head, neck, breast, pancreas, colon and liver cancer [123–125]. The pro-
liferation effect of TTP depends on its ability to bind to ARE sequences in
the mRNA of cell cycle regulators such as c-Myc and cyclin D1 [126]. c-
Myc is a transcription factor that regulates around 15% of the human
transcriptome [127] including several genes involved in cell prolifera-
tion and tumor development [1]. TTP has been shown to regulate the
stability of the c-Myc transcript in hepatocellular carcinoma cell lines,
malignant gliomas [126], lymphoma [44] and breast cancer cells
[113,128].

An alternative mechanism to explain the role of TTP in cancer cell
proliferation involves the downregulation of Cyclin D expression. This
protein belongs to the highly conserved cyclin family that function as
regulators of cyclin-dependent kinases (CDKs). Cyclin D1 is a key regu-
lator of cell cycle G1/S transition, and it is often over-expressed in differ-
ent types of cancers [129,130]. Under normal circumstances, cyclin D1
expression is induced by Ras and it forms a protein complex with
CDK4/CDK6 to phosphorylate the retinoblastoma (Rb) tumor suppres-
sor protein. The resulting release of the E2F1 transcription factor acti-
vates the transcription of multiple genes that promote cell entry into S
phase [131]. At this point cyclin D1 levels are quickly dowregulated
until the cell enters the G2 phase. At this stage, the cell produces high
levels of cyclin D1 again to promote cell cycle progression. The suppres-
sion or reduction in TTP expression is thought to promote the accumu-
lation of cyclin D1, which has been associated with the progression and
metastasis of different tumors, including prostate, breast and non-small
cell lung cancer [132–134].

TTP has also been shown to affect cell proliferation by regulating the
expression of the transcription factor AP-1. AP-1 is formedby thedimer-
ization of its ZIP domain connecting Jun and Fos subunits. The AP-1 fac-
tor is involved in the control of cell proliferation, differentiation, and
survival, through regulating the expression and function of different
cell cycle regulators [135,136]. AP-1 is an important modulator of the
cell cycle in several carcinomas, and it has been found to be dysregu-
lated in breast cancer cells, endometrial carcinomas, colorectal cancer,
acute myeloid leukemia (AML), Hodgkin's lymphoma, anaplastic large
cell lymphoma (ALCL), ovarian and gastric carcinomas and chronic my-
elogenous leukemia (CML) [136].Molecular and functional studies have
shown that TTP regulates the expression of both c-Fos and c-Jun
through different mechanisms in breast cancer cells. While TTP reduces
c-Fos expression by destabilizing its mRNA [137], TTP reduces c-Jun
transcription by blocking the nuclear translocation of NF-κB p65 [138].
It has been proposed that reduction in TTP expression may result in an
increase of AP-1 protein levels leading to the uncontrolled cell prolifer-
ation that characterizes cancerous tumors.

In 2000 Johnson and collaborators showed that TTP overexpression
increased apoptosis in several cell lines [139]. Themechanism responsi-
ble was later shown to depend on the ability of TTP to bind to and de-
grade mRNAs encoding proteins that inhibit apoptosis such as c-IAP2
and XIAP [140]. cIAP2 and XIAP belong to a family of proteins that in
mammals inhibit the activity of caspases, which are the executors of ap-
optosis [141], and the ubiquitin dependent pathways that modulate in-
nate immune signaling via activation of NF-κB [141].

More recently TTP has been proposed to regulate apoptosis through
the assembly of the “ripoptosome”, a cell death inducing multiprotein
platform that contains as core elements RIP1, FADD, and caspase-8
[142]. RIP1 is a kinase that plays a key role in stress-induced signaling
pathways [143]. FAS-associated death domain protein (FADD) is a key
adaptor protein that transmits apoptotic signals by recruiting apoptotic
pro-caspases to form the death-inducing signal complex [144]. The
ripoptosome is assembled in response to genotoxic stress-induced
depletion of XIAP, cIAP1 and cIAP2. Therefore TTP-mediated degrada-
tion of cIAP2 and XIAP mRNAs results in the stabilization of the
riposptosome and enables this cell apoptosis pathway [140,145,146].

The combination of all these results suggests that loss of its expres-
sion in cancer cells may promote cell proliferation and tumor develop-
ment by increasing the half-life of mRNAs encoding protein factors
involved in cell cycle progression, cell proliferation, and inhibition of
apoptosis.

6.3.2. Downregulation of TTP enhances cell migration and invasion
Epithelial-mesenchymal transition (EMT) is a process by which epi-

thelial cells are transcriptionally reprogrammed and transformed into
motile mesenchymal cells. Cells that go through EMT show reduced ad-
hesion and enhanced migration or invasion [147]. EMT is characterized
by a reduction in the expression of the epithelial markers E-cadherin
and catenin. Transcriptional regulation of E-cadherin is regulated by
the transcription factors Snail1, ZEB, Twist1, MACC1 and SOX9, which
in turn are regulated by the TTP-mediated mRNA degradation pathway
[148,149]. It has been suggested that loss of TTP expression in cancer
cells may affect E-cadherin expression and EMT programming. This hy-
pothesis is supported by the finding that overexpression of TTP in differ-
ent colorectal cancer cell lines impairs EMT [148].

Another key feature of cancer cells is the increased expression of extra-
cellular proteases such as MMP1, MMP2, MMP9 and MMP13 that, by
breaking down the extracellular matrix, allow the invasion of tumor
cells into the underlying tissue [150]. Different research groups have
shown that expression of metalloproteinase and urokinase plasminogen
activator (uPA) and its receptor uPAR are negatively regulated by TTP
[124,151,152]. Inactivation or loss of expression of TTP promotes an in-
crease in secretion ofMMP9andMMP2and invasion in squamous cell car-
cinoma of the head and neck [124], whereas TTP overexpression reduces
MMP1, MMP13, uPA and uPAR expression levels inhibiting the growth
and invasion of breast cancer cells [151] and human glioma cells [152].

6.3.3. Breast cancer: Revisiting the role of TTP as a tumor suppressor
TTP is a tumor suppressor whose expression is reduced or lost in

breast cancer, the most frequent form of neoplasia and the second
cause of cancer-related death in women in the world [153]. Until re-
cently the anti-proliferative effect of TTP in breast cancer cells was
thought to be mediated by its ability to promote the destabilization
and degradation of mRNAs encoding cell factors involved in cell prolif-
eration, metastasis and invasion [123]. However, the finding that TTP
in the cell nucleus acts as a transcriptional coregulator suggests it may
affect tumor development through different mechanisms.

TTP expression has been shown to downregulate the transactivation
of ERα, which is the principal driver of cell proliferation, tumor progres-
sion and metastasis in 70–80% of all breast cancer tumors [153]. The
mechanism responsible involves the binding of TTP to the nuclear hor-
mone receptor and its ability to promote the recruitment of HDAC's to
the promoter region of ERα target genes [18]. At thismoment is not pos-
sible to assess to what extent the nuclear and cytoplasmic functions of
TTP cooperate to promote breast cancer development. However, the
analysis of public tumor protein and mRNA databases help researchers
to study the impact of TTP expression levels on tumor progression,met-
astatic disease and response to treatment.

For example, comparison of TTP mRNA levels in tumors, adjacent-
tumor tissue and normal tissue of patients can be performed using the
Breast Cancer Gene-Expression Miner database [154]. The results
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confirm that on average breast cancer tumors exhibit a 6.0-fold reduc-
tion in TTP mRNA levels compared to tumor-adjacent tissue or healthy
tissue (p= 0.0001, Dunnett-Tukey-Kramer's test) (Fig. 3A). To explore
the effect of the reduction in TTP expression levels on the prognosis of
breast cancer patientswe have used the generatedKaplan-Meier plotter
to compare relapse-free survival times (RFS) between patients with tu-
mors exhibiting low and high TTP mRNA expression [155]. The results
showed that patients with ERα positive and low TTP mRNA expression
tumors had significantly shorter RFS times than patients with high TTP
expression levels (Fig. 3B). Further, in patients with ERα negative tu-
mors the RFS rate did not show a significant association with TTP ex-
pression levels (Fig. 3C).

Interestingly, comparison of RFS data of patients with ERα positive
breast cancer patients that received the selective estrogen receptor
modulator tamoxifen as part of their treatment reveals that individuals
with low TTP mRNA expression levels had a significantly worse RFS
times than patientswith high TTP expressing tumors (Fig. 3D). These re-
sults suggest that the tumor repressor function of TTP on ERα activity
and on the RFS of breast cancer patients depends on the expression of
ERα. This is interesting because the expression of TTP in breast cancer
cells was shown to repress ERα transactivation without affecting its

mRNA or protein expression levels [18]. Although it is not possible to
exclude the contribution of TTP-dependent mRNA decay, these results
suggest that the nuclear function of TTP as a transcriptional corepressor
plays an important role in tumor development and progression in ERα
positive breast cancer patients.

The finding that the nuclear form of TTP represses the transactivation
activity of other transcription factors including progesterone, androgen
and glucocorticoid nuclear hormone receptors suggests TTP is part of a
genome-wide transcriptional regulatory mechanism. Further, this new
role of TTP opens the possibility to investigate its participation in other
hormone–dependent neoplasias such as prostate, lung and colon cancer.
More studies will be necessary to explore the potential of nuclear TTP
and its transcriptional targets as tumor molecular markers or as tools in
the development of new diagnostic and therapeutic strategies for breast
cancer and other neoplasias.

7. TTP is a moonlighting tumor supressor with different gene ex-
pression regulatory activities

The studies on nuclear TTP have broadened its function spectrum
from its well characterized role as an RNA-binding and deadenylase-

Fig. 3.TTP expression in breast cancer tumors andKaplan-Meier analysis of the association between TTP expression and relapse-free survival (RFS) in breast cancer patients. (A) TTPmRNA
expression levels were determined using the Breast Cancer Gene-Expression Miner database [154]. The results show a significant reduction in TTP mRNA levels in tumors compared to
adjacent-tumor tissue and normal tissue in breast cancer patients. Results are shown as a violin plot of the log2 of TTP mRNA expression (p = 0.0001, Dunnett-Tukey-Kramer's test).
To explore the relationship between TTP and patient outcome the mRNA levels in tumors from breast cancer patients were ranked from low to high based on TTP mRNA median
values. Relapse free survival (RFS) plots were generated using the gene chip database Kaplan-Meier Plotter [155]. The survival analysis was restricted to ERα status and tamoxifen vs.
other endocrine treatments. Logrank P < 0.05 was considered as statistically significant. (B) Patients with ERα-positive breast cancer tumors and low TTP expression levels had worse
RFS times than patients with high TTP expressing tumors. (C) Patients with ERα-negative breast cancer tumors had no significant association between TTP expression and RFS.
(D) Patients with ERα-positive breast cancer tumors and low TTP expression levels that received tamoxifen as part of their treatment had worse RFS times than tamoxifen treated
patients with high TTP expressing tumors.
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recruiting factor in ARE-containing mRNA turnover, to that of a nuclear
HDAC-interacting transcriptional corepressor. The different functions of
TTP in the cytoplasm and nucleus seem to be regulated by its phosphor-
ylation status and its nucleocytoplasmic shuttling in the cell. The func-
tional versatility of TTP places it in a group of cell factors collectively
referred to as moonlighting proteins that are characterized by
exhibiting two or more different biological functions in the cell
[156–158]. Moonlighting proteins include enzymes, receptors, trans-
membrane channels, chaperones, ribosomal proteins [159], pre-
mRNA-splicing factors and proteasome associated proteins [160]. The
mechanisms that allow moonlighting proteins to oscillate between
their different functions include subcellular relocalization, tissue-
specific expression, substrate or ligand binding, and changes in
their oligomeric structure and phosphorylation status [156,160,161].
The moonlighting activity of TTP seems to depend first on its nucleo-
cytoplasmic shuttling and second on its ability to act as a scaffold
protein that interacts with cytoplasmic ARE-containing mRNAs and
deacetylase enzymes or with nuclear transcription factors and chroma-
tin modifying enzymes.

Proteins exhibiting different biological functions most likely were
selected during evolution as a mechanism to generate biological and
functional complexity without requiring expansion of the genome
[157]. Initially, moonlighting proteinswere considered rare occurrences
in biology but now their relevance and widespread participation in nu-
merous cellular processes, including transcriptional regulation, are well
accepted. The impact ofmoonlighting proteins in eukaryotic cell biology
is best exemplified by the finding that most enzymes participating in
glycolysis and in the Krebs cycle of tricarboxylic acids have moonlight-
ing activities [161].

The functional and molecular studies described in this review sug-
gest that TTP possesses moonlighting activities. In the cytoplasm TTP
forms complexes with different mRNA-deadenylases to promote ARE-
containing mRNAs turnover. This mechanism seems to be aimed at re-
ducing or resetting signal transduction pathways that participate
among others in the regulation of inflammation and cell proliferation
[4,7,45,83,113,123]. In the nucleus, TTP seems to have a direct role in
the transcriptional regulation of gene expression by participating in dif-
ferent HDAC-containing protein complexes and acting as a transcrip-
tional corepressor of transcription factors like NF-κB and the nuclear
hormone receptors ER, AR, PG and GR.

Changes in TTP expression levels in the cell have been associated
with different human pathologies and diseases including inflammation,
arthritis, and different types of cancer. The identification of the genes
whose tissue-specific expression is regulated at the transcriptional or
post-transcriptional levels by TTP has been slow and difficult. However,
the development of highly efficient CRISPR/Cas9-based genome-wide
screens, gene editing in animal models and other genome-wide molec-
ular tools like Cross-Linking and ImmunoPrecipitation (iCLIP) may
prove helpful in exploring the different roles of TTP in gene expression
in cells and tissues and in understanding its involvement inmetabolism,
transcriptional regulation, and human disease.
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