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Resumen

RESUMEN

En este trabajo se estudi6 la influencia que las proteinas EBKARP y MAZ, que
fueron identificadas en un ensayo de doble hibrido con el dominio amino del receptor

de estrégenos alfa, tienen en la expresion de genes regulados por receptores de
estrégenos alfa, andrégenos y progesterona.

Para la caracterizacion de E3KARP y MAZ como probables correguladores de los
receptores de hormonas esteroides, se cotransfectaron los receptores de hormonas
esteroides asi como a E3KARP 6 MAZ en la linea celular CV-1. Los resultados
obtenidos muestran que E3KARP incrementa los niveles de expresién cuando es
cotransfectado con los receptores de estrogenos alfa, andrégenos y progesterona. MAZ,
por el contrario,

disminuye ligeramente la expresion de luciferasa cuando se

cotransfecta con los mismos receptores.

Para comprobar la interacciéon directa de E3KARP y MAZ con los receptores
nucleares, se hicieron construcciones con los dominios de los receptores de estrogenos
alfa y progesterona fusionados a GST. Las construcciones de los dominios amino y
carboxilo de los receptores de estrogenos alfa, progesterona y andrégenos (estos altimos
donados por la doctora Elizabeth Wilson), se utilizaron para ensayos de interaccién in
vitro, los cuales mostraron que E3KARP interacciona directamente con la region amino
de los tres receptores. Sin embargo, E3BKARP también interacciona con la region

carboxilo de los tres receptores en ausencia de hormona. La interaccion con la region

carboxilo de los tres receptores se pierde en presencia de la hormona correspondiente.

MAZ no se logré traducir in vitro, por lo que no se realiz6 ningiin ensayo de interaccion.
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Resumen

A partir de los resultados obtenidos podemos senalar que E3KARP es un
coactivador de los receptores de estrégenos alfa, progesterona y andrégenos, quedando
aun por esclarecer el mecanismo que sigue para incrementar la expresion de los genes
blanco. MAZ parece actuar como represor, sin embargo los resultados no son
concluyentes por lo que es necesario realizar nuevos ensayos que nos permitan

esclarecer el papel de MAZ en la expresion de genes regulados por los receptores de
hormonas esteroides.
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Introduccion

INTRODUCCION

El término receptor, en su acepcién mas general, se utiliza para nombrar a cualquier
componente celular que interacttia con un agente quimico, el cual puede ser exégeno o
endégeno. Sin embargo, si revisamos mas a fondo el término podremos llegar a una
definiciébn mas precisa, en donde se considera a un receptor como una macromolécula

celular capaz de interactuar con una especie quimica o ligando, generando como

consecuencia de esta interaccién una respuesta fisiologica.

Los receptores se agrupan en cuatro grandes superfamilias, cuyos integrantes tienen

en comiin el mecanismo por el cual ejercen sus efectos.

a) Receptores membranales: Esta superfamilia agrupa a los receptores de hormonas
peptidicas, las cuales se asocian a funciones tales como el crecimiento y desarrollo,
asi como algunas actividades metabélicas agudas. Las proteinas asociadas a
membranas plasmaticas actian al fosforilar a proteinas blanco, como cinasas o
proteinas estructurales.
Las principales actividades cataliticas que este tipo de receptores desarrollan son de
tipo tirosincinasa, tirosinfosfatasa y cinasa de serina y treonina. Como ejemplo de
este tipo de receptores tenemos a los que son especificos de insulina, del factor de
crecimiento epidérmico y del factor transformador del crecimiento (TGFp).

b) Receptores acoplados a un canal i6nico: En esta superfamilia los receptores se

encuentran formados por subunidades proteicas transmembranales, las cuales al

unirse el ligando forman canales que son selectivos al paso de iones, generando de

esta manera un cambio en el potencial de membrana. Como ejemplo de este tipo de

receptores tenemos al receptor colinérgico nicotinico, de GABAA y de serotonina, asf

como a los receptores de glutamato, glicina y aspartato.
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c) Receptores acoplados a Proteinas G: El mecanismo que sigue esta familia de
receptores requiere de la mediaciéon de una proteina llamada proteina G, la cual es
activada por GTP. La activacién de la proteina G va a permitir la regulacion de
diferentes efectores, entre los cuales se encuentran la adenilil ciclasa, las fosfolipasas
Az, C y D, proteinas de transporte y algunos canales ionicos especificos a calcio,

sodio y potasio. Como ejemplo de este tipo de receptores tenemos al de GABAB.

d) Receptores Nucleares: Este tipo de receptores son factores de transcripcion,
responsables de modular directamente la actividad de diversos genes. Como ejemplo
de este tipo de receptores tenemos los receptores de hormonas esteroides, los cuales

fueron objetos de estudio en este trabajo.

RECEPTORES NUCLEARES

Los receptores nucleares son factores de transcripcion que regulan la expresion
de genes involucrados en actividades reproductivas, metabélicas y del desarrollo. Es
decir, son moléculas encargadas de originar una respuesta (transcripcion de genes
especificos) como consecuencia del estimulo producido por ligandos tales como
esteroides sexuales (progesterona, estréogenos y andrégenos), esteroides adrenales

(cortisol, dexametasona y aldosterona), vitamina D3 y hormona tiroidea entre otros (fig.
1).

1. CLASIFICACION

Los receptores nucleares se han agrupado tradicionalmente en tres categorias, las
cuales comparten caracteristicas estructurales pero difieren en el reconocimiento a los

elementos de respuesta (RE) y en el ligando al cual se unen (ver tabla 1).
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Introduccion

1.1 RECEPTORES NUCLEARES TIPO I O DE HORMONAS ESTEROIDES

En esta categoria se incluyen a los receptores de progesterona (PR), andrégenos

(AR), estrégenos (ER), glucocorticoides (GR) y mineralocorticoides (MR) y el receptor
relacionado a estrogenos (ERR).

Para que los receptores puedan ejercer su actividad es necesario que sean
translocados al interior del nticleo a través de poros nucleares y sefales de
internalizacién localizadas en los receptores nucleares. Se ha propuesto que los
receptores nucleares tipo I se encuentran distribuidos preferentemente en el citoplasma
en ausencia de ligando, formmando complejos con diversas proteinas, principalmente de
choque térmico como hsp90 y hsp70 (Tsai y O’Malley, 1994; De Franco et al., 1998 ). La
unién del ligando a los receptores nucleares provoca una disociacion del complejo
formado entre los receptores nucleares y las proteinas de choque térmico. La
disociaciéon de este complejo origina que las sefiales de internalizacién del receptor se
encuentren mas expuestas, favoreciendo el reconocimiento del complejo del poro

nuclear, y esto es lo que permite la translocacién del receptor nuclear al interior del
nucleo.

A pesar de que el receptor de estrogenos es el ejemplo clasico de los receptores de
hormonas esteroides, es el unico que en realidad no se encuentra localizado
preferentemente en el citoplasma, sino en el nicleo. Apoyados en el uso de técnicas de
fluorescencia, como la asociacion del receptor de estr6genos con proteina verde
fluorescente (GFP), ha sido posible comprobar que ER se encuentra localizado en el

ntcleo tanto en ausencia como en presencia de ligando (Hager et al., 2000).
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Ligandos de Receptores de Hormonas Esteroides

OH . OH ;0
HO” : \/E 04: 5 o

17-p estradiol (ER) Testosterona (AR) Progesterona (PR)
OoH
OH o
Q
o
Cortisol (GR) Aldosterona (MR)

Ligandos de Receptores No Esteroides Tipo II

= S - COzH OH
1L
(o}

Acido trans retinoico (RAR)

TOH
NH,
HO OH
COH
1-3,5,3"-L riyodotironina Acido 9-cis retinoico (RXR) 1,25 dihidroxi
(T3) (TR) Vitamina D (VDR)
Figura 1. Ligandos naturales de los r ptores de hor esteroides (Tipo 1) y de los receptores de
hormonas no esteroides (Tipo II). Los receptores que corresponden a cada ligando se indi entre paré i




Tabla 1. Clasificacidn de los receptores nucleares

Nombre . . Tipo de elemento  Tipo de asociacién
Receptor abreviado Subtipos ligando derespuesta  a otros receptores
Androgenos AR Androgeno Pal D
Estr6genos ER of Estradiol Pal D
Receptores Progesterona PR AB Progestina Pal D
nuclearestipolo
esteroideos Glucocorticides GR o Cortisol Pl D
Mineralocorticoides MR Aldosterona Pal D
Receptor Relaconadoa ERR ofy  Estmdil  Pal Hemisto MD
Estrégenos
Receptor de la hormona Hormona
firoidea ® op foidea(ly ~ ovDR H
Vitamina D VR 15Dibidrox- gy H
vitamina D
Receptor de dcido retindico RAR apy  Acdoretinsico DR-2 DR, Pal, H
Receptores
nucleares tipo llo . c
; Receptor de &cido 9-cis- Acido 9-cis-
no estervideos P :
i retindico RXR o retinico Pal, DR H
Receptor X del Higado LXR op Oxisteroles DR4 H
Receptor proliferador del Benzotrieno B4, g
peroxisoma activado PPAR oy Wy 14.643 DR1 H




Tabla 1, Clasificacion de los receptores nucleares (Continuacién....)

Receptor Nombre abreviado Subtipos ligando Tio de elemento Tipo de asociacién
derespuesta aotros receptores
Receptor de . ,
tesgculo TR2 af Desconoquo DR-1 2 DR"5 DH
Reverso ExbA RevErb o Desconocido DR-2, hemisitio MD
Receptores
nucleares ; ar &
huérfanos actor nuclear de .
células germirales GCNF Desconocido DR-0 D
Receptor ubicuo UR Desconocido DR-4 H

Pal = palindromo  DR= Repeticién directa (el nimero indica las bases que se encuentran entre cada secuencias repetida)

H =Heterodimero D = Homodimero M= Monémero

Basado en Arana y Pascual, 2001
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Otra caracteristica de los receptores de hormonas esteroides es la formacion de
homodimeros cuando se encuentran asociados a ligando. La formacion de dimeros de
los receptores nucleares les permite unirse a sus elementos de respuesta (RE), que en el
caso de los receptores de hormonas esteroides estin formados por secuencias

palindrémicas separadas por 3 pares de bases (Arana y Pascual, 2001).
1.2 RECEPTORES NUCLEARES TIPO 11 O NO ESTEROIDEOS

A los receptores nucleares tipo 1l pertenecen los receptores de hormona tiroidea (TR),
del aAcido trans-retinoico (RAR), del acido 9-cis-retindico (RXR) y de vitamina D3, entre
otros. A diferencia de los receptores nucleares tipo 1, los receptores tipo 11 se encuentran
localizados exclusivamente en el niacleo celular. En ausencia de ligando se asocian en
heterodimeros que se unen a sus elementos de respuesta, ejerciendo un efecto represor

sobre la actividad de los promotores, el cual se interrumpe por la unién del ligando al
receptor.

Una caracteristica importante de los receptores tipo II es la capacidad para formar
heterodimeros, participando RXR en muchos de los casos como segundo receptor. Las
secuencias de los elementos de respuesta (RE) a los cuales se unen este tipo de
receptores, a diferencia de los receptores tipo 1, pueden ser palindrémicas o repeticiones

directas separadas por un mimero variable de pares de bases (Arana y Pascual, 2001).

1.3 RECEPTORES NUCLEARES HUERFANOS

Esta categoria corresponde a aquellos receptores, probablemente de tipo II, cuyos
ligandos atn no han sido caracterizados. De un gran namero de estos receptores se
desconoce su funcién, sin embargo han sido incorporados en esta superfamilia debido a
que comparten caracterfisticas estructurales e importantes porcentajes de identidad con

el resto de los receptores nucleares, principalmente en el dominio de unién a DNA.
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2. ESTRUCTURA DE LOS RECEPTORES NUCLEARES

Los receptores nucleares poseen una estructura modular integrada por tres
dominios con funciones auténomas, definidos por regiones accesibles a proteasas
(Weatherman et al., 1999) (fig. 2).

¢ Un dominio NHa2- terminal denominado A/B
¢ Un dominio de unién a DNA (DBD) 6 dominio C
¢ Unaregion de union entre el DBD y el LBD o bisagra (region D)
¢ Undominio E/F de unién a ligando (LBD)
TUnién a hsp
Dimerizacdén
NH COOH
AF-1 Dimerizacién NLS AF-¢
.~ v FEN v =2 | Y ) —r J
NTD DBD Bisagra LBD

Figura 2. Estructura general de un receptor nuclear. Su estructura comprende tres dominios y una regién que
funciona como bisagra entre los dominios de unién a DNA y carboxilo terminal. Presenta regiones de
internalizacién, de dimerizacion y de activacién.

2.1 DOMINIO A/B

El dominio A/B es el que mayor variabilidad presenta tanto en tamafio como en
secuencia entre los receptores nucleares. En algunos casos, como en AR y PPARa,
presenta un dominio de transactivacion de gran potencia conocido como AF-1, el cual

incrementa su capacidad de transactivacion cuando es fosforiladado por MAPK (Juge-
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Aubry et al., 1999). El sitio AF-1 tiene como principal caracteristica el no depender de la

unién a ligando para ejercer su actividad de transactivacion.

Otro aspecto importante que conviene sefialar es el hecho de que este dominio es
blanco de fosforilaciones que afectan la actividad transcripcional de los receptores

(Silvio y Lazar, 1993; Rochette-Egly et al., 1999 y Rochette-Egly et al., 2000).
2.2 DOMINIO DE UNION A DNA (DBD)

El dominio de unién a DNA (DBD) es el dominio méas conservado entre los
receptores nucleares. Presenta una extensiéon carboxilo-terminal (CTE) y dos “dedos de
zinc” que se extienden a lo largo de 60 a 70 aminoacidos, cada uno de los cuales esta
formado por un atomo de zinc coordinado por cuatro residuos de cisteina. El
reconocimiento de la secuencia de unién a DNA la realizan los aminoacidos de la
denominada caja P, ubicados en la base del primer dedo de zinc, mientras que el
segundo dedo de zinc contiene a los aminoacidos encargados de la dimerizacién del
receptor, en la caja D (fig. 3) (Beato y Klug, 2000; Tsai y O’Malley, 1994).

Figura 3. Dominio de unién a DNA
(DBD) del receptor de estrégenos alfa.
En la ilustracién se muestra el DBD dec un
homodimero. En color rojo se muestra la
caja P contenida en una hélice y unida al
zurco mayor del DNA. En verde se
muestra la caja D responsable de la
dimerizacién

Tomado de Beato y Klug, 2000.
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El DBD esta constituido por dos a-hélices que forman entre si un angulo recto.

La primera es la llamada hélice de reconocimiento, la cual se une al surco mayor del
DNA, y contiene al primer dedo de zinc, asi como a la caja P. La segunda hélice se inicia

con la CTE y hasta el segundo dedo de zinc, incluyendo la caja D. (Luisi et al., 1991)

2.3 REGION D

Esta region encuentra poco conservada entre los receptores nucleares y actua
como bisagra entre los dominios LBD y DBD, lo cual permite que la proteina se pliegue
y altere su conformacion. En algunos casos como en PR, AR y GR contiene una seial de
internalizacion (NLS), asi como regiones de transactivacion (TR y GR) (Giguere et al.,

1986; Godowski et al., 1988; Hollenberg y Evans, 1988; Picard y Yamamoto, 1987;
Guiochon-Mantel et al., 1989).

2.4 DOMINIO DE UNION A LIGANDO (LBD)

La regiéon LBD esta formada por 12 a-hélices, las cuales se distribuyen de tal

forma que crean una cavidad de caracteristicas hidrofobicas, en donde se une el ligando
(Weatherman et al., 1999)

El LBD posee una gran cantidad de funciones, ya que ademas de la union del
ligando interactia con diferentes moléculas como las proteinas de civoque térmico (hsp),
interviene en la homo y heterodimerizcién de los receptores, presenta una sefal de
internalizacién nuclear (NLS) en el caso de los receptores de hormonas esteroides y

posee una potente region de transactivacién dependiente de ligando que se conoce
como AF-2 (Tsai y O’'Malley, 1994).

Cuando el ligando se une al receptor, éste sufre un cambio conformacional muy

importante que provoca que el receptor se compacte y presente una region de
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transactivacion (AF-2), originada en la hélice 11 6 12. En esta regi6én, cuando el receptor
ha sido activado por el ligando, interacttian los diferentes correguladores de la actividad
transcripcional. Considerando las estructuras tridimensionales del dominio de unién a
DNA obtenidas en presencia tanto de antagonistas como de agonistas, se ha propuesto
que el mecanismo que siguen las moléculas con actividad antagonista se basa en
impedir que la regién AF-2, y especificamente la hélice 12, adquiera la conformacion
correcta, lo cual reduce o incluso evita la interaccién con los correguladores; tal y como

se puede ver en la figura 4, en donde se muestra al receptor de estrégenos unido a
diferentes ligandos (Pike et al., 2000).

hERo-LBD + E, B hERB-LBD + GEN

Figura 4. Estructura del dominio de unién a
ligando (LBD) con diferentes hormonas. (A)
Dominio LBD del receptor de estrogenos alfa unido al
agonista estradiol. (B) LBD del receptor beta de
estrogenos unido a genisteina, un agonista parcial. (C)
Dominio LBD del receptor de estrégenos alfa unido a
raloxifen (SERM), lista en  alg |1
celulares,

La hélice 12 se marca en color verde.

Tomado de Pike et al., 2000.

hERoa-LBD + RAL
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3. MECANISMO DE ACCION DE LOS RECEPTORES DE
HORMONAS ESTEROIDES

La localizacién de los receptores de hormonas esteroides, PR, AR, GR y MR, es
primordialmente citoplasmatica, con excepcién del receptor de estrégenos cuya
localizacién es preferentemente nuclear. Los receptores de hormonas esteroides, cuando
no se encuentran unidos a su ligando, se asocian a diversas proteinas como las hsp que

los estabilizan y permiten su maduracién (De Franco et al., 1998).

Las hormonas esteroides progestinas, andrégenos, estrogenos, glucocorticoides y
mineralocorticoides (fig. 1), son producidas por células endécrinas que las secretan al
torrente sanguineo, el cual las transporta hasta las células blanco, a las cuales penetran
por difusién simple y es entonces que se unen de manera especifica a su receptor. Una
vez que los receptores se han unido a su ligando, en el caso de los receptores ubicados
en el citoplasma, estos sufren un cambio conformacional que origina la exposiciéon de las
regiones que contienen las sefiales de internalizacion al micleo (NLS), las cuales son

reconocidas por el complejo del poro nuclear (NPC) permitiendo de esta forma su paso
al interior del nucleo.

Los receptores nucleares de hormonas esteroides unidos a ligando forman
homodimeros, los cuales reconocen a sus RE, constituidos como se mencioné
anteriormente, por secuencias palindrémicas. Cuando los receptores se han unido a sus
RE reclutan a una serie de proteinas correguladoras que se encargan tanto de remodelar
la cromatina, como de reclutar y estabilizar la formacion del complejo de iniciacién de la
transcripcién. Una representacion esquematica del mecanismo general de accién de los

receptores de hormonas esteroides lo podemos ver en la figura 5.

-14-




-g1 -

proteinas de choque térmico. NLS = Regiones de internalizacién

Mecanismo General de
Accion de los Receptores
Nucleares Esteroideos

Citoplasma
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4. CORREGULADORES DE RECEPTORES NUCLEARES

Definimos un corregulador como una molécula capaz de modular el efecto de un
factor de transcripcion, como los receptores nucleares, sobre un gen blanco. En esta
categorfa incluimos a aquellas moléculas que intervienen en el proceso de transcripcién
y ademas interaccionan directa o indirectamente con los receptores nucleares. Debido a
la amplitud del término, existen una gran variedad de correguladores, entre los cuales
se establecen relaciones e interacciones que le imprimen un gran dinamismo al
mecanismo que siguen para regular la transcripciéon. Los correguladores de los

receptores nucleares se pueden agrupar en cinco grandes categorias, las cuales
mencionamos a continuacioén (fig. 6).

4.1 FACTORES GENERALES DE TRANSCRIPCION (GTF)

Para que se lleve a cabo el proceso de transcripcion es necesario que los GTF
interaccionen con las secuencias ubicadas en el nicleo del promotor, las cuales
contienen la llamada caja TATA asi como a la secuencia iniciadora (Inr), las cuales se

extienden hasta el sitio de inicio de la transcripcion.

El proceso de transcripcion (fig. 7) implica la interaccion de una proteina que se
una a la caja TATA (TBP), la cual se asocia con factores conocidos como TAF para
formar el complejo TFIID. El complejo TFIID unido al promotor recluta al factor TFIIB,
el cual es capaz de unir a la RNA polimerasa II (RNAPII). El complejo
TFIID/ TFIIB/ RNAPII no es capaz de llevar a cabo la transcripcion y solo se activara con
la unién de otros GTF como TFIIE y TFIIH (Tsai y O’Malley, 1994).

El mecanismo sefialado en el parrafo anterior es muy general y no refleja la

complejidad del proceso de transcripcion. Por ello es adecuado puntualizar algunos
aspectos:

-16 -



Caracterizacidn de E3KARP y MAZ Como Comrreguladores de Receptores Nucleares

Intfroduccion

Correpresores
/ SALART y NCoR \
ctores Generales Coactivadores
Fa re i Receptores ARA70, p68, CARNM-1
de Transcripcion: Nucleares Ligasas de ubiquitina,
TBP,TFIIB TFUD, TAF's =

TRAP/DRIP, CBPp300
Familia SRC/p160, SRA

r < /

Factores de Remodeladores

Transcripcién — de Cromatina
Secuencia Especfificos HMG 1 )\ 2, SIF1/SNF,
AP-1 (Fos y Jun), SP-1 NURF

Figura 6. Clasificacién de correguladores. Los correguladores de los receptores nucleares se agrupan en cinco

categorias, las cuales interaccionan entre ellas estableciendo mecanismos de regulacién muy complejos. Basado en
Beato y Klug, 2000.

» Las secuencias de los promotores se encuentran ocultas para los factores de

transcripcién debido al empaquetamiento de la cromatina.

» Hay un numero fijo de GTF disponibles para iniciar el proceso, de tal forma que
las secuencias promotoras tendran que competir por ellos.

> Existen proteinas que bloquean tanto de manera especifica como inespecifica la
formacion de los complejos de iniciacion.

>

En las secuencias promotores pueden existir variaciones de la secuencia

consenso, las cuales provocan que los GTF se unan con diferentes afinidades.
(Zawel y Reinberg, 1995).
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!
VOO0 =

Caja TATA Caja TATA Caja TATA Caja TATA Inicio _de {a
transcripcién

Figura 7. Proceso de transcripcién. TBP reconoce y se une a la caja TATA, posteriormente recluta a TFIID y
TFIIB. El complejo formado es capaz de unir a la RNA polimerasa 11, la cual necesita de la participacién de otros
factores de transcripcion para poder iniciar el proceso de transcripcién. Basado en Zawel y Reinberg, 1995

Considerando los puntos anteriores, la presencia de una molécula que, en respuesta
a estimulos fisiologicos, facilite el reconocimiento de las secuencias del promotor al
hacerlas mas accesibles o suprima el efecto de las proteinas represoras y en consecuencia
incremente los niveles de transcripcién, nos muestra una vision mas completa del
proceso y nos brinda la posibilidad de establecer un mecanismo de regulacién. Las
proteinas encargadas de cumplir con esta funcién son los factores de transcripcion

secuencia especificos, dentro de los cuales se encuentran incluidos los receptores

nucleares.

Los receptores nucleares modifican la actividad transcripcional dirigida por la
RNAPII mediante dos mecanismos:

> La interaccién directa con los factores de transcripcién como por ejemplo TBP
(Berkenstam et al., 1992; Sadovsky et al., 1995; Shulman et al., 1995); TAFII30 (Jack
et al., 1994) y TAFII135 que estimulan transcripcién mediada por RAR, TR o VDR,
pero no asi para ER o RXR (Mengus et al., 1997). Otro GTF que es un blanco

potencial de los receptores nucleares (NR) es TFIIB, cuya interacciéon con TR y
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VDR se ha reportado (Baniahmad et al., 1993; Blanco et al., 1995; Masuyma et al.,
1997).

Mediante la participacién de proteinas correguladoras que actian como puente

entre los NR y los GTF (coactivadores y correpresores). Es importante hacer

tienen unicamente la funcién senalada

anteriormente, pues son capaces de realizar otras funciones como la acetilacion

notar que los correguladores no

(coactivadores) y desacetilacion de histonas (correpresores), entre otras (Zawel y
Reinberg, 1995).

4.2 FACTORES DE TRANSCRIPCION DE SECUENCIA ESPECIFICA

Los factores de transcripcién de este tipo, que incluyen a los receptores nucleares,
reconocen secuencias rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion y mas alejados del
nicleo del promotor en donde se unen los GTF. Estos factores, tal y como se mencioné
en el apartado anterior, no intervienen en la transcripcion basal y su funcion, en general,

es sefialar y hacer mas accesibles las secuencias promotoras a los GTF (figura 8).

En un promotor natural se observa que existen secuencias que reconocen factores
de transcripcién como AP-1 6 SP-1 cercanos a los RE de los receptores nucleares, por lo
que la interaccién directa entre estos factores de transcripciéon y los receptores nucleares

puede ejercer un efecto sinérgico o represor sobre la actividad transcripcional.

El efecto que los receptores de estrégenos a y B ejercen en conjunto con los’
factores de transcripcion Jun/Fos en los sitios AP-1 es de particular interés, ya que
ERa en presencia de estradiol, dietilestilbestrol (DES), asf como con los antiestrégenos
raloxifén, ICI164384 y tamoxifén, es capaz de activar a través de sitios AP-1; mientras
que ERp inhibe la transcripcién en presencia de estradiol y DES, pero no con 1CI164384,

raloxifén y tamoxifén (Peach et al., 1997). Para explicar el mecanismo que los receptores
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de estrégenos siguen en la activacion por sitios AP-1, se han postulado dos hipotesis, en
las cuales se plantea que Fos/Jun es capaz de reclutar un complejo de coactivadores que
incluya a miembros de la familia p160, el cual podria unirse a los receptores nucleares a
través de los coactivadores de la familia p160 y las regiones AF-1 y AF-2 del receptor de
estrégenos a, activando el complejo y permitiendo la activacién. La segunda hipétesis
sugiere que el efecto que ejerce ERf sobre los sitios AP-1 se debe a que por medio de su
dominio de unién a DNA captura complejos de desacetilasas, lo cual permite la
activacion mediada por Jun/Fos (Kushner et al., 2000).

Esta hipo6tesis explica como puede incrementar ER los niveles de activaciéon aan

cuando carece de un dominio AF-1, el cual es necesario para la activaciéon por ERo..

Factor de transcripeién
secuencia especifico Coactivador
(FTSE)

Complejo de iniclacién

€.
! ! ——

Coactivador

N/ S
—— ——— —_— S ——r
# Caja TATA M CajaTATA M Caja TATA e Caja TATA

Figura 8. Factores de transcripcién de secuencia especifica (FTSE). Los FTSE asociados a sus secuencias
reclutan diversos coactivadores que remodclan la cromatma para hacer mas accesibles secuencnas como la caja
TATA. Los FTSE y coactivadores bi 1 al > de iniciacion, [.] Sefiala la ion de la sect

de unioén para los FTSE.

4.3 TOACTIVADORES

Los coactivadores se definen como moléculas que son capaces de interaccionar
con los factores de transcripcién e incrementar los niveles de transcripcion de éstos.

Algunos de los coactivadores que actian sobre los receptores de hormonas esteroides
son:
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4.3.1 FAMILIA p160

La familia p160 esta constituida por al menos tres clases de proteinas con un peso
molecular aproximado de 160 KDa, las cuales comparten ademas del peso molecular

algunas caracteristicas estructurales (Leo y Chen, 2000).

El primer coactivador de los receptores nucleares se identific6 a través de la
técnica del doble hibrido, utilizando una biblioteca de linfocito B humano y la regién
LBD del receptor a progesterona (Oriate et al.,, 1995). El factor aislado se denominé
coactivador de receptores de hormonas esteroides 1 (SRC-1) y se observé que
interactuaba con el receptor de progesterona, glucocorticoides, hormona tiroidea,
estrogenos, RAR y PPAR. El cDNA que originalmente fue aislado codificaba para una
proteina de tiinicamente 125 kDa, sin embargo otros grupos lograron clonar y expresar
la proteina completa, con un peso molecular de 160 kDa, y demostraron que era capaz

de interactuar con el dominio LBD del TR (Takeshita et al., 1996).

El mecanismo basico de accion de SRC-1 plantea que éste interactia en forma
dependiente de ligando con la regién AF-2 de los receptores nucleares, incrementando
asi los niveles de transcripcion. Sin embargo, datos recientes muestran que SRC-1
también es capaz de incrementar la transcripcién mediante la interaccién con la regién

AF-1 de los receptores de ER (Webb et al., 1998) y de AR (Alen et al., 1999; Bevan et al.,
1999).

El segundo grupo de coactivadores de la familia p160 (se le conoce también como
SRC-2) esta constituido por el factor intermediario de la transcripciéon 1 (RIP-140), que
fue identificado como una proteina que interactaia con ER y RAR, e incrementa los
niveles de transcripcion. Utilizando el dominio de unién a ligando del receptor de

glucocorticoides como carnada y una biblioteca de rat6n en un ensayo de doble hibrido,
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se identificé la proteina de interaccién con GR (GRIP-1), la cual es la misma que la
denominada como RIP-1 (Hong et al., 1996; Voegel et al., 1996).

Los integrantes de la tercera clase de coactivadores, a los cuales también se les
conoce genéricamente como SRC-3, se identificaron y reportaron de forma casi
simultanea. Hasta la fecha los coactivadores pertenecientes a esta clase son p/CIP
(proteina que interacciona con CBP), el cual se identifico por su interacciéon con la regién
carboxilo de CBP (Torchia et al., 1997), ACTR (proteina estimulante de hRARDb) (Chen et
al., 1997), RAC3 (Proteina que interactia con RAR) (Li et al., 1997), AIB-1 (gen
amplificado en cancer de mama-1l) (Anzick et al., 1997) y TRAM-1 (proteina que
interactia con TR) (Takeshita et al., 1997). De estas proteinas ACTR, RAC3, AIB-1 y
TRAM-1 corresponden a isoformas de un mismo coactivador en humano, mientras que
p/CIP es su homologo en ratén. AIB-1 es de importancia médica ya que se ha reportado
que se encuentra sobreexpresado en la mayoria de las lineas celulares de canceres de

mama, asi como en biopsias de cancer de mama y ovario ER-positivos (Anzick et al.,
1997).

Estructuralmente los coactivadores de la familia pl60 comparten caracteristicas
estructurales en comun (fig. 9). La regioén amino esta muy conservada pues poseen un
dominio bHLH (basic helix-loop-helix) el cual funciona como dominio de unién a DNA o
bien de dimerizacién en algunos factores de transcripcién; un dominio PAS el cual
también interviene en procesos de dimerizacién y de interaccién proteina-proteina, sin
embargo, la funcion de estos dominios en los coactivadores atin no ha sido esclarecida.
Localizada en la region central del coactivador se encuentra la region de interaccion con
el receptor (DIR) a través de la cual se une a la regién AF-2 de los receptores nucleares, y
que se encuentra constituida por tres motivos LXXLL en donde L corresponde a la
leucina y X a cualquier aminoacido. En el caso de SRC-1 encontramos en la regié6n distal
del dominio carboxilo otro motivo LXXLL el cual es importante para la activacién
completa de RAR, TR y ER (MclInerney et al., 1998).
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Figura 9. Representacion de la estructura de la familia de coactivadores p160. Se muestran los dominios bHLH
(azul), PAS-A y PAS-B (rojo). Las secuencias LXXLL (I -VII) que constituyen los dominios de unién a receptores
nucleares (DIR) y de activacién (DA) se muestran en color negro. La region rica en glutamina se muestra en verde.
Basados en Leo y Chen, 2000.

Finalmente, en la region carboxilo encontramos una region con actividad de
acetiltransferasa (HAT), la cual interviene en la remodelacién de cromatina al acetilar
histonas y disminuir la afinidad entre el complejo formado por las histonas y el DNA;
asi como tres dominios LXXLL de unién para otros coactivadores como CARM-1 y

CBP/p300, y que constituye el dominio de activacion (DA) de la familia p160 (Leo y
Chen, 2000).

4.4 COINTEGRADORES

4.4.1 CBP/p300

CBP y p300 han sido caracterizados como coactivadores generales de numerosos
factores de transcripcién en una gran variedad de tejidos. Originalmente, CBP fue
identificada por su interaccién con CREB en respuesta a la fosforilacién inducida por

AMPc ( Kwok et al.,, 1994); mientras que p300 fue aislada por su interaccién con la
proteina viral E1A (Eckner et al., 1994).

TESIS COM
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CBP/p300 son coactivadores de un numero importante de factores de
transcripcién, entre los que destacan CREB, p53, AP-1, STATS, Jun, Fos y los receptores
nucleares, entre otros (Shikama et al., 1998; Chakravarti et al., 1996). CBP/p300, al ser
coactivadores para una gran cantidad de factores de transcripcién de secuencia
especifica, se les ha considerado como cointegradores de los mecanismos de
comunicacién extracelular e intracelular (sefializacion hormonal) y la respuesta celular,
ya que constituyen el enlace entre los factores de transcripcién (receptores nucleares,
AP1, etc.) y el complejo de iniciacion.

Los receptores nucleares interaccionan de forma dependiente de ligando con la
regiéon amino de CBP (Kamei et al., 1996), mediante la region de transactivacion AF-2.
Se ha logrado comprobar el caracter de coactivador de CBP en los receptores nucleares,
ya que su expresién incrementa los niveles de transcripcion (Chakravarti et al., 1996;
Kamei et al., 1996). La interaccién entre los receptores nucleares y CBP/p300 no es
exclusivamente directa, ya que CBP/p300 es capaz de establecer interacciones con otros
coactivadores de los receptores nucleares, como es el caso de la familia de coactivadores
pPl60 (ver figura 7), la cual ocurre en la region carboxilo de CBP. De acuerdo con lo
expuesto anteriormente, es correcto suponer que los receptores nucleares son capaces de
formar complejos ternarios con CBP/p300, lo cual ya habia sido propuesto como un

mecanismo que explica el sinergismo que producen SRC-1 y CBP en los niveles de
transcripcion inducidos por ER y PR (Smith et al., 1996).

El ejemplo mas tipico de interaccion entre los miembros de la familia p160 y CBP
es p/CIP, quien es miembro de la familia p160 y fue aislado a partir de un ensayo de
doble hibrido utilizando CBP como carnada. Posteriormente se establece que los

miembros de que la familia p160 interaccionan con los primeros 100 aminoacidos de la
regién carboxilo de CBP (Torchia et al., 1997).
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Otro aspecto que es importante considerar es el hecho de que CBP, al igual que la
familia pl60, posee actividad de acetiltransferasa (HAT) (Bannister y Kouzarides, 1996)
lo que sugiere que estos coactivadores, ademas de servir como enlace entre los
receptores nucleares y algunos de los factores del complejo de iniciacién, intervienen en

el proceso de remodelacién de cromatina previo al reclutamiento de la maquinaria basal
de transcripcion.

4.4.2 COMPLEJO TRAP/DRIP

TRAP/DRIP pertenecen a la serie de complejos que se han denominado como
mediadores, los cuales se han asociado al reclutamiento de la RNA polimerasa II. Se ha
reportado que los complejos TRAP y DRIP interacttian directamente con los receptores

nucleares en forma dependiente de ligando (Fondell et al., 1996; Fondell et al., 1999;
Rachez et al., 1998; Rachez et al., 1999).

TRAP y DRIP son complejos constituidos por 14 a 16 subunidades, de las cuales
se han identificado a las subunidades TRAP220 y DRIP 205 como las responsables de la
unién con los receptores nucleares, a través de dos regiones que presentan las
secuencias LXXLL, que son caracteristicas de los coactivadores que se unen a la regién

de transactivacién AF-2 de los receptores nucleares (Yuan et al., 1998).

4.5 OTROS COACTIVADORES

Debido a la gran cantidad de coactivadores que en afios recientes han sido
reportados es dificil mantener una lista actualizada, lo cual nos obliga a mencionar solo
a algunos de los que resultan mas representativos. Es importante tener en mente que los
coactivadores ademas de participar en el proceso de transcripcién, es probable que

desemperfien otras funciones que no necesariamente deben estar relacionadas con
procesos transcripcionales,
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PGC-1 (coactivador del PPARYy 1) fue identificado a partir de un ensayo de doble
hibrido utilizando al receptor PPARy como carnada. Se le atribuye a PGC-1 un papel
importante en el control de la temperatura, ya que se ha observado un incremento en la
expresion del mRNA en adipositos y en tejido muscular, los cuales son tejidos que

intervienen en el control de la termogénesis (Puigserver et al., 1998).

Un caso particular es SRA, que es un coactivador que se aislé utilizando como
carnada el dominio amino terminal del receptor de progesterona. Este coactivador esta
constituido por una molécula de RNA que es capaz de incrementar los niveles de

transcripcion de los receptores esteroides en niveles que van de 5 a 10 veces (Lanz et al.,
1999).

Siguiendo con la linea de los coactivadores que incrementan los niveles de
transactivacion mediante la interacciéon con la regién amino terminal de los receptores
nucleares, nos encontramos con la p68 RNA helicasa. Este coactivador se identifico
mediante la interaccién in vitro de la regiéon amino de ERa fusionada a GST con un
extracto celular marcado con [?5S], proveniente de la linea celular MCF-7. p68 es un
coactivador especifico del receptor de estrégenos alfa, el cual ve potenciada su actividad

cuando el receptor es fosforilado en la serina 118 via MAPK (Endoh et al., 1999).

A las ligasas de ubiquitina tipo E3, E6-AP y RPF-1, ademas de ubiquitinar a las
proteinas para que sean degradadas mediante la via de la ubiquitina, también se les ha
identificado como coactivadores capaces de interactuar con estos receptores a través de

la secuencia LXXLL localizada en la region carboxilo terminal (Nawaz et al., 1999).
Las proteinas HMG-1 y HMG-2 han sido reportadas como coactivadores que

actuan selectivamente sobre los receptores nucleares del tipo esteroideo. Se ha

observado que las protefnas HMG-1 y 2 son capaces de interaccionar temporalmente
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con los receptores esteroides, lo que nos hace suponer que esta interaccién favorezca la
estabilizacion de los receptores con sus elementos de respuesta. A las proteinas HMG-1

y 2 también se les ha asociado con efectos remodeladores de cromatina
(Boonyaratanakornkit et al., 1998).

CARM-1 (coactivador asociado a arginina metiltransferasa 1) se identific6
utilizando la regi6én carboxilo terminal de GRIP-1 en un ensayo de doble hibrido (Chen
et al., 1999). CARM-1 presenta actividad de metiltransferasa y posee regiones de unién
con la familia de coactivadores p160, lo cual nos permite suponer que va a actuar en la

remodelacién de cromatina para incrementar los niveles de transactivacion.

4.6 REMODELADORES DE CROMATINA

Para que activadores, como los receptores nucleares, lleven a cabo Ila
transcripcién en organismos superiores es necesario que el DNA, que se encuentra
compactado en forma de cromatina, se vuelva mas accesible para los diferentes factores
de transcripcion. Esto se consigue mediante la intervencién de diferentes proteinas
capaces de modificar a las proteinas asociadas al DNA, constituidas principalmente por
histonas. En parte, este proceso lo llevan a cabo, como hemos mencionado en apartados
anteriores, coactivadores de la familia p160, CBP/p300 y algunos otros coactivadores
como CARM-1 a través de la actividad de acetiltransferasas y metiltransferasas que les
son caracteristicas. La incorporacion de grupos acetilo y metilo en las proteinas
histénicas genera una reduccion en la basicidad de dichas proteinas, 1o que produce una

disminucién de la afinidad de las histonas por el DNA.

Existe otro grupo de proteinas con actividades enzimaticas diferentes, pero que al
igual que la familia p160 o CBP/p300, son capaces de remodelar a la cromatina. Un
ejemplo de este tipo de proteinas lo tenemos en los componentes del complejo

SWI/SNF, el cual fue identificado originalmente en levaduras y es capaz de incrementar
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los niveles de transcripcién por receptores de hormona esteroides (Yoshinaga et al.,
1992). La contraparte humana la tenemos en el homoélogo de SWI2, la proteina hBrm
que al igual que los complejos SWI1/SNF es capaz de remodelar a la cromatina de forma
dependiente de ATP e incrementar los niveles de transcripcién mediados por el receptor
a glucocorticoides (Muchard y Yaniv, 1993). Otro ejemplo de remodeladores de
cromatina capaces de interactuar con los receptores esteroides es el factor remodelante
de nucleosomas (NURF), el cual se ha reportado que se encuentra involucrado en la

activacién mediada por el promotor MMTV (DiCroce et al., 1999).

En la figura 10 se esboza un posible mecanismo de accién de los coactivadores de
los receptores nucleares, sin embargo es importante hacer notar que tan solo es una

aproximacioén y aun quedan grandes lagunas para elaborar un mecanismo exacto.
4.7 CORREPRESORES

Los correpresores los podemos definir como moléculas que al interactuar con los

factores de transcripcion son capaces de silenciar la expresion de sus genes blanco.

Tal y como hemos mencionado, los receptores nucleares de tipo Il en ausencia de
ligando se unen a sus secuencias consenso, estableciendo de esta manera un efecto
represor sobre sus genes blanco. Sin embargo, quedaba sin contestar la cuestién de si
estos receptores eran capaces de reprimir la transcripcién solo por impedimento
estérico, el cual evitaba que los factores del complejo de iniciacién se unieran a sus
secuencias consenso, o bien, si existian otras moléculas que funcionaran como

correpresores de los receptores nucleares y colaboraran para silenciar a sus genes
blanco.
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de los coactivadores de los receptores nucleares.

Uno de los factores que ha sido caracterizado como correpresor corresponde a
una proteina de 270 kDa y a la cual se le denominé como correpresor de los receptores
nucleares (NCoR). NCoR fue identificado por su asociacién con el receptor de la
hormona tiroidea y del receptor de acido retinéico en ausencia de ligando (Horlein et al.,
1995). NCoR fue identificado de forma independiente como RIP-13 por su interaccién

directa en experimentos de doble hibrido en levaduras utilizando a RXR como carnada
(Seol et al ., 1996).

NCoR o RIP-13 posee dos regiones que son indispensables para su interaccién
con los receptores nucleares, las cuales se encuentran ubicadas en la regiéon carboxilo

terminal de NCoR. En el dominio amino terminal se han identificado tres regiones
asociadas a la represion de la transcripcion.

Utilizando como carnada a RXR se aislé un factor conocido como SMART, el cual

se encuentra relacionado con NCoR (Chen y Evans, 1995). SMART también posee dos
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regiones de interaccién con receptores en su porcién carboxilo terminal, asi como las

regiones de represiéon en el dominio amino terminal.

Los dominios de represién presentes en la regién amino terminal de NCoR y
SMART son capaces de interactuar con la proteina mSin3 que a su vez recluta a

complejos de desacetilasas, provocando que el complejo histonas-DINA se compacte
(Nagy et al., 1997).

Los receptores de hormonas esteroides, en ausencia de ligando, se encuentran
secuestrados por proteinas hsp90 y hsp70, las cuales evitan que la proteina adquiera la
conformacién adecuada para que los receptores se asocien a sus elementos de respuesta.
Sin embargo, cuando los receptores se unen a antagonistas como tamoxifén o RU486 la
asociacién con las proteinas de choque térmico se pierde y los receptores se unen a sus
elementos de respuesta, pero no existe activacion debido a la distorsién de la region AF-
2 de los receptores y probablemente a la asociacién con correpresores, como ocurre con
el receptor de progesterona que se asocia con NCoR y SMART en presencia de RU486
(Jackson et al., 1997; Wagner et al., 1998), y del receptor de estrégenos que se asocia a
SMART en presencia de tamoxifén en algunas lineas celulares (Smith et al.,1997). Es
importante sefialar que estas asociaciones no ocurren normalmente, ya que solo se han
observado en presencia de antagonistas sintéticos como lo son RU486 y tamoxifén, por
lo que su papel en condiciones fisiologicas normales se debe tomar con ciertas reservas.

Es claro que los niveles de activacién mediados por factores de transcripcion,
como los receptores nucleares, van a estar regulados en parte por la expresion tejido-
especifica y las concentraciones de correguladores, de tal forma que un desequilibrio en
las cantidades de coactivadores o correpresores disponibles, puede ser responsable de

algunos efectos fisiolégicos severos, como la resistencia a tamoxifén en el tratamiento de
cancer de mama.
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4.8 MECANISMOS DE REGULACION DE LOS CORREGULADORES DE LOS
RECEPTORES NUCLEARES

Los mecanismos de transcripcion y en general todos los fenémenos fisiolégicos
requieren de un alto grado de precision, lo que origina que todos los procesos se
encuentren altamente regulados. Hasta ahora hemos visto cémo los receptores
nucleares se encargan de regular los niveles de transcripcién, y cé6mo los mismos
receptores son sujetos de regulacién a través de los diferentes grupos de coactivadores.
La actividad de los coactivadores es crucial para el correcto control de las actividades de

los receptores nucleares, 1o que origina la necesidad de que éstos también se encuentren

fuertemente regulados.

Una de las formas de regulacién mas extendida es la fosforilaciéon, y a la fecha
encontramos que muchos de los coactivadores son blanco de diferentes cinasas, como es
el caso de CBP, p300 y la familia p160 (Rowan et al., 2000; Font De Mora y Brown, 2000;
Ait-Si-Ali et al., 1998). Los correpresores son también objeto de fosforilaciones, como es
el caso de SMART, cuya fosforilacion se ha asociado a su exportacién hacia el citoplasma
(Hong y Privalsky, 2000). Mediante fosforilaciones es probable que se den las sefiales
que determinan la localizaciéon celular de los correguladores y asimismo definan la

especificidad observada en algunos de los correguladores de los receptores de hormonas
esteroides.

Otra de las formas de regulacién es la cantidad de correguladores disponibles, ya
sea porque se encuentran en un numero reducido o bien porque se encuentran
localizados en citoplasma y por lo tanto no son accesibles para llevar a cabo el proceso
de transcripcion. Un ejemplo de este tltimo caso lo tenemos con la cinasa CASK/LIN2
que se encuentra localizada en el citoplasma, sin embargo, bajo ciertas condiciones se
transloca al interior del nucleo y funciona como un coactivador del factor de
transcripcion Tbr-1 (Hsueh et al., 2000).
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Otro mecanismo de regulacion es la protedlisis de los receptores nucleares y de
los coactivadores. Es importante recordar que algunas de las ligasas de ubiquitina
adernas de su intervencion en procesos de proteélisis, también son capaces de
interactuar con los receptores nucleares y ejercer funciones de coactivadores, por lo que
no es absurdo suponer que intervienen en procesos de regulacion de receptores
nucleares y coactivadores. Otro ejemplo lo tenemos con la proteina mSiah2, la cual
presenta actividad proteolitica e interactia con el correpresor NCoR. De esta forma
mSiah2 es capaz de incrementar los niveles de transcripcion al degradar a un

correpresor de los receptores nucleares (Zhang y Bieker, 1998).
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5. ANTECEDENTES

En estudios previos se identificaron y aislaron diversos factores que interaccionan
con la regi6on amino terminal del receptor de estrégenos alfa. La identificacion se realizo
a partir de un ensayo de doble hibrido en levaduras, utilizando como carnada el
dominio amino terminal del receptor de estréogenos alfa (del aminoécido 1 al 180) y una

genoteca de glandula mamaria (Le6n del Rio, sin publicar).

Uno de los factores aislados corresponde al fragmento de un dominio de
interaccién proteina-proteina conocido como PDZ. La secuencia del fragmento aislado
es compartida por dos proteinas diferentes. La primera de ellas corresponde a una
proteina regulatoria del intercambiador de Na*/H*, NHE3. Esta proteina, conocida
como E3KARP, esta constituida por 451 aminoacidos y ;1n peso molecular estimado de
50 kDa. Posee dos dominios PDZ de interaccion proteina-proteina ubicados de los
aminoécidos 10 a 87 y 149 a 227 (Yun et al., 1997).

Adicionalmente, existe una proteina que comparte con E3KARFP el mismo
fragmento aislado por nuestro grupo. Esta proteina, llamada SIP-1, fue reportada como
una proteina que interacciona con la regién carboxilo del factor determinante de
testiculo (SRY) a través de sus dominios PDZ. SIP-1 esta constituida por 326
aminoacidos y tiene un peso molecular estimado de 34 kDa. Al igual que E3KARP, SIP-1
presenta dos dominios PDZ de interaccién protefna-protefna, los cuales van del

aminodcido 10 al 88 y del aminodacido 150 al 228 (Poulat et al., 1997).

SIP-1 tiene un 99% de identidad en su secuencia de nucleé6tidos cuando se
compara con E3KARP, sin embargo hay una regién ubicada entre las bases 855 y 886 de
E3KARP que SIP-1 no posee. Por otra parte, E3BKARP no posee una citosina en la

posicién 925, lo que origina que el marco de lectura se recorra una base y por lo tanto a
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partir de este sitio la secuencia de aminoacidos de E3KARP y SIP-1 es diferente. Lo
anterior nos permite suponer que E3KARP y SIP-1 son proteinas homélogas. En la

figura 11 podemos observar la secuencia de aminoacidos.

MAZ fue el segundo de los factores identificados por su interaccién con la region
amino terminal del receptor de estrégenos alfa. Es una proteina que se une a las
secuencias responsables de la regulacién del inicio y terminacién de la transcripcién del
proto-oncogen c-myc (Bossone et al., 1992), lo que permite considerarlo como un factor
de transcripcion. MAZ se encuentra constituida por 477 aminoacidos y posee un peso
molecular de 52.5 kDa. Estructuralmente posee seis dedos de zinc, que permiten su
unién al DNA a través de secuencias especificas. En la regién amino terminal presenta
una regién rica en prolinas las cuales pueden funcionar como dominios de

transactivacién en algunos factores de transcripcion.

LEIRKARE MANAPERPLKY 'I(IA('IQI.\'R(;I-‘,Q(ZY( SFHLHGERKGRRGOEIRRVEPGSPALAAAL- :\('.I)RI.Vl:\'N(i\’N\’l;'GL"I‘IlIl()\’VQRIkA\vl GQ
AR AR A A R N N A AR N A NN RN AR
SIP-1 M,\I\PEPLRPRLCRL\.’RGEOGYGFHLIlGEKGRRGQFIRRVI‘l’GbPACAAALRAGDRLVEVNGVNVEGETIlHQVVQRIKAVEG
EIRARE TRLLVYIDOEIDEELRRROLTC TEEMAQRGLPPANDPWEPK PDWAHTGSHSSEAGKKDVSGPLRELHPRECHLRKGPOGYGENL
RN AN I R N R R A LR AR s NI RN RS RN
Stp-1 TRLLVIDQETDEELRRRQLTCTEEMAQRGLPPAHDPWEPKPDWAHTGSHSSEAGKKDVSGPLRELHPRLCHLRKGPQGYGFNL
L EIKARP Il\l)k\l{)’(.())li{\\ DPGSPAARSGLRADDRLIEVNGONVEGLRIAEVVASIKAREDEARLLVVOIPETDENIFKRLRVIFITELNUVE
IR AR R A N A N A R AR NI R R NI NI NI NN RN
Sir-1 IIQDKQRI‘GO\ IRSVDPGSPAARSGLRAQDRLIEVNGONVEGLRHAEVVASIKAREDEARLLVVDPETDEHFKRLRVTPTEEHVE
EIRARE GELPSEPVTIUNGESPAQLUNGUS ACSSRADLPGSDRD NEDGSAWRODPFQESGLINSP FAABEARRRLEPCES T SARHRW TG GSVKSS
ELLEL LT Lttt L ARULE R U]
Ste-t GPLPSPVITNGTSPAQLNGGSACSSRSDLPGSDKDTE ESGLHLSPTAAEAKEKARAMRVNKRAPQMDWNRKR
HEAKAREP ATSEPE PACLGTLGPLPHGPW ASACPELPQPQW TGGWSCHOPEISPSPGEPPSCPCPPGTGGLWOQOIMGRE TORCEREST iR
Sip-y EIFSNF
LE2AKARE FRERNRERORESLRARGSRGARAFAALDPGIAD
Figura 11. Alineaciéon de la ia de inoacid de E3KARP y SIP-1. Las i d

corresponden a los dominios PDZ de E3KARP y SlP-l Alineacion basada en las secuencias reportadas por Yun et
al., 1997 y Poulat ez al., 1997.

MAZ es un factor de transcripcion que se une a una caja GA (GGGAGGG) en los
sitios MElal ubicados en el promotor de c-mye, asf como a las secuencias CT del gen.

También se asocia a secuencias ricas en GC, similares a las que utiliza el factor de
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transcripcion SP-1. Se ha reportado que MAZ actua al reclutar diferentes factores, entre
ellos desacetilasas de histonas a través de su dominio de represion, lo que permite

suponer que este es el mecanismo que sigue para ejercer su efecto represor (Sung et al.,
2001).

_35-




Caracterizacion de E3KARP y MAZ Como Correguladores de Receptores Nucleares
Objetivos

6. OBJETIVO GENERAL

» Caracterizacion de MAZ y E3BKARP como correguladores de los receptores de

hormonas esteroides

7. OBJETIVOS PARTICULARES

> Evaluar el efecto que E3KARP y MAZ tienen en la expresién de un gen reportero
mediada por los receptores ERa, AR y PR en la linea celular CV-1,

» Clonacién de los dominios amino y carboxilo terminal de los receptores ERa, y

PR para obtener las proteinas recombinadas con GST.

» Comprobar la interacciéon in vitro de E3BKARP y MAZ con el dominio amino

terminal de los receptores ERa, PRy AR.

> Verificar si existen interacciones entre los dominios carboxilo de los receptores
ERa, PR y AR con MAZ y EBKARP.
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8. METODOLOGIA

8.1 TRANSFECCION DE MAZ Y E3KARP EN LA LINEA CELULAR CV-1,

Para evaluar el efecto de las protefnas aisladas en la expresién de genes
controlados por los receptores de hormonas esteroides, se realizaron transfecciones
transitorias. Las transfecciones se realizaron en la linea celular CV-1 (deriva de rifién de
mono verde), la cual carece de receptores endégenos de hormonas esteroides, lo que
permite evaluar de manera individual y sin interferencias a los receptores transfectados.
Para evaluar el efecto se utilizaron plasmidos que poseen un gen reportero de luciferasa
regulado a través de promotores que son dirigidos por receptores nucleares de
hormonas esteroides. Los reporteros utilizados fueron 3X ERE TATA-LUC (donado por
Donald MacDonell), cuyo promotor estd conformado por tres repeticiones de un

elemento de respuesta a estrégenos (ERE) y una caja TATA localizados rio arriba del

sitio de inicio del gen de luciferasa. El promotor del reportero PRE TATA-LUC

(donado por Elizabeth Wilson) contiene un elemento de respuesta del receptor de
progesterona (PRE) y una caja TATA rio arriba del sitio de inicio de la transcripcién de
la luciferasa. Para evaluar al receptor de andré6genos se utilizé6 el promotor MMTV

(mouse mammary tumor virus) donado por Ron Evans, que contiene elementos de
respuesta a andrégenos.

Debido a que la linea celular CV-1 carece de receptores endoégenos, se
transfectaron los plasmidos pSG-HEGO, pSG-hPR (donados por Pierre Chambon) asf
como pCMV-hAR (donado por Elizabeth Wilson), que contienen al receptor de
estrégenos alfa, progesterona y andrégenos respectivamente.

Para determinar la eficiencia de transfecciéon se transfect6 el gen de -

galactosidasa, el cual se expresa de forma constitutiva, lo que permite la normalizacién
de la transfeccién.
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Se cotransfectaron los diferentes plasmidos de acuerdo a la tabla 2 que se muestra

a continuacion:

Tabla 2. Diseiio de las transfecciones transitorias con MAZ y E3KARP

pPSG5-HEGO pcDNA3.1-E3KARP 3AXERE TATA-LUC P-galactosidasa
pPSG5-HEGO pcDNA1-MAZ 3XERE TATA-LUC PB-galactosidasa
PSGS5-hPR PcDNA3B.1-E3KARP PRE TATA-LUC B-galactosidasa
pSG5-hPR pcDNA1-MAZ PRE TATA-LUC B-galactosidasa
pSG5-hPR PSG5-SRC-1 PRE TATA-LUC B-galactosidasa
pCMV-hAR pcDNA3.1-E3KARP MMTV-LUC pB-galactosidasa
PCMV-hAR pcDNA1-MAZ MMTV-LUC pB-galactosidasa
pPCMV-hAR PSG5-SRC-1 MMTV-LUC B-galactosidasa

Las transfecciones de pSG-hPR y pCMV-hAR fueron hechas con fosfato de calcio.
Para determinar las cantidades 6ptimas de DNA que se utilizaron en los ensayos, se
realizaron experimentos con cantidades de coactivadores que van de 60 a 200 ng por
pozo, hasta obtener las utilizadas en el protocolo utilizado (Langley et al., 1998).
El dia anterior a la transfeccién se colectaron las células, y se sembraron 7X104
células/pozo en cajas de 12 pozos (4 cm?). Se dejan incubando toda la noche en medio
D-MEM suplementado con 10% de suero fetal bovino y rojo de fenol.
El dia que se realiz6 la transfeccién se prepararon las soluciones de Na:HPO4 0.1 M,
CaClz2 0.25 M y HBS 2X (NacCl 0.28M, HEPES 0.05 M y Na-HPO4 1.5 x 103 M, pH 7.12)
Se hicieron las diluciones adecuadas para agregar por cada pozo:
50 ng de receptor
1500 ng de reportero de luciferasa
500 ng de reportero de pB-galactosidasa
120 ng de coactivador SRC-1, E3KARP 6 MAZ,

En un tubo estéril de 5 ml se colocaron los volumenes adecuados de cada

plasmido, se agregaron 50 uL de la solucién de HBS 2X y se agité suavemente. A la
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mezcla anterior se le agregaron gota a gota y con agitacién 50 uL de la solucién de CaClz
0.25 M. La mezcla se incubé a temperatura ambiente durante 20 minutos. Se lavaron las
células con PBS 1X dos veces. Se agregaron 100 pL de la mezcla a las células y se
adicioné 1 mL de D-MEM suplementado con suero fetal bovino al 10%. Se incubaron las
células a 37°C durante cinco horas, y posteriormente se lavaron dos veces con PBS 1X. Se
agreg6 1 mL de D-MEM sin rojo de fenol y suplementado con suero fetal bovino al 0.2%.
En este paso se aplic6 el tratamiento hormonal, de acuerdo al cual se agregaron 1 nM
de progesterona y dihidrotestosterona, asi como 10 nM de estradiol cuando se transfecté
con los receptores de progesterona, androgenos y estrégenos, respectivamente (Langley
et al., 1995). Por cada coactivador o factor evaluado se manejé un control negativo al cual
no se le aplicé el tratamiento hormonal. Todos los tratamientos se hicieron por
duplicado. El tratamiento hormonal se repiti6 después de 24 horas y a las 48 horas se

cosecharon las células para realizar los ensayos de luciferasa y B-galactosidasa.

En la transfeccién de pSG5-HEGO se utiliz6 Lipofectamine con Reagent Plus™
de Invitrogen. Las cantidades de DNA utilizadas en el ensayo son las siguientes:

20 ng de receptor

100 ng de reportero de luciferasa

40 ng de reportero de B-galactosidasa

50 ng de coactivador SRC-1, EBKARP 6 MAZ

La transfeccién se estandariz6 con base en las instrucciones del fabricante (Invitrogen)
Por cada grupo de 4 pozos se utilizaron 2 uL de lipofectamine y 3 uL de Reagent Plus™.
A las cinco horas de realizada la transfeccion se trat6 a las células con las hormonas
adecuadas, siguiendo un procedimiento similar al observado con las transfecciones por
fosfato de calcio. El tratamiento se repitié a las 24 horas y a las 48 horas se cosecharon

las células para realizar los ensayos correspondientes.
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8.2 ENSAYO DE LUCIFERASA Y B—-GALACTOSIDASA

Para evaluar el efecto de los receptores de hormonas esteroides sobre el gen
reportero se determinaron los niveles de la enzima luciferasa, mediante la reaccion de
oxidacion del sustrato luciferina, la cual emite luz que es detectada en un luminémetro.
Para normalizar la transfeccién se determinan los niveles de la enzima B-galactosidasa
mediante una reaccién de oxidacién en la cual se emite luz que es detectada en un

luminémetro y en donde el sustrato es Galacton™.

Después de 48 horas del tratamiento con la hormona correspondiente se aspiré el
medio de las células y se lavaron dos veces con PBS 1X, se aspiré a sequedad el PBS y se
agregaron 100 ul de solucién de lisis por pozo (amortiguador de fosfatos de potasio 100
mM, DTT 1mM, Tritén X-100 0.2%, pH 7.8). El extracto se utiliz6 para el ensayo de

luciferasa y -galactosidasa.

8.2.1 ENSAYO DE LUICIFERASA

Se tomaron 50 pL del extracto celular y se colocaron en una cubeta para
luminémetro. Se agregaron 50 ul de luciferina 1 mM y 200 pL de solucién de reacciéon
(glicilglicina 25 mM, MgCl2 15 mM, ATP 5 mM, BSA 0.5 mg/mL, pH 7.8), utilizando los
inyectores del luminémetro. El luminémetro se configuré para que la lectura de la

muestra se realice durante 20 segundos (Langley et al., 1995).

8.2.2 ENSAYO DE BGALACTOSIDASA

Se tomaron 20 pL de lisado y se agregaron 100 uL del solucién de reaccion
(amortiguador de fosfatos 100 mM, MgCl2 1 mM, Galacton 1X, pH 8). Se incubé6
durante una hora a temperatura ambiente. Se ajusté el luminémetro para leer la

muestra durante 5 segundos. Se agregaron 150 uL de la solucién de acelerador (NaOH

_40 -



Caracterizacidon de E3KARP Y. MAZ Como Correguk:dores de Receetores Nucleares
Metodologia

0.2 M, solucién aceleradora TROPIX® 10%) con el inyector del luminémetro. Se
configuré el luminémetro para que la lectura se haga 3 segundos después de que se ha

agregado la solucién aceleradora. El protocolo se modific6 del sugerido por el

fabricante.

Para normalizar los resultados se obtuvo la relacion URL luciferasa/URL -
galactosidasa. Para determinar la induccién se calcul6é la relacién entre los valores

registrados en presencia de hormona y aquellos en los que no se aplicé el tratamiento.

8.3 AMPLIFICACION DE LA SECUENCIA DE LOS DOMINIOS AMINO Y
CARBOXILO TERMINAL DE PR y ERa.

Para comprobar la interaccién de los dominios carboxilo y amino de los
receptores de hormonas esteroides con los factores en estudio, se recurri6 al disefio de
proteinas de fusién de glutation-S-transferasa (GST) con los dominios amino y carboxilo
de ERa y PR (ver tabla 4).

Para amplificar la secuencia de los dominios amino y carboxilo de los receptores
nucleares se disefiaron oligonucleétidos (para mayor detalle ver la tabla 3), que
mantuvieran el marco de lectura de los receptores y de GST. Al disefar los

oligonucleétidos, se agregaron las secuencias de recombinacién attBl y attB2 utilizadas

por el sistema de clonacién Gateway de Invitrogen.

Los dominios amino de ERa y carboxilo de PR se amplificaron utilizando una
concentracion de 2 mM de magnesio, el amortiguador de reaccion proporcionado por el
fabricante de la enzima Taq polimerasa, 5% de DMSO, 100 ng de templado, dNTPs 0.2
mM, 0.4 uM de cada uno de los oligos y una mezcla de Tag polimerasa (1.25 U) y Pfu (0.4
U) én un volumen de 50 pL. La reaccién se realizé durante 25 ciclos, en los cuales la

temperatura de desnaturalizacion fue de 94 °C durante 1 minuto, alineamiento 50°C
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por 1 minuto y de extensién 72 °C durante 1:30 minutos. La enzima Pfu se utilizé para
disminuir la posibilidad de mutaciones durante la amplificacion de los fragmentos

debido a su actividad de exonucleasa.

Tabla 3. Olig ledtidos utilizados en la amplifi i6n de los d ini ino y carboxilo de los receptores

Secuencias de recombinacién para clonacién en el sistema Gateway

attBl (5" a 3")
Secuencia sentido G GGG ACA AGTTTG TAC AAA AAAGCAGGCT.

AtB2 (5’ a 3°)

Secuencia antisentido

GGG GAC CAC TIT GTA CAA GAA AGC TGG GT.

Secuencia sentido Secuencia antisentido
Receptor | Dominio : e

(5°a3) : Ll 5as)

Amino CC CAT ATG ACC ATG ACC CTC CAC ACC ccrr GGC AGATICCAT AGCC. :

ERa

Carboxilo | GG CAT ATG TTG AAA CAC AAG CGC CAG G AAT TCA GAC TGT GGC AGG GAA AC

Amino | CCCAT ATG ACT GAG CTG AAGGCA A
PR ’ BN D e

Carboxilo | CT CAT ATG GTCCTT GGA GGTC T | TTCA CTTTIT ATG AAA GAG AAG GGG

Para establecer las condiciones necesarias para la amplificacion de los dominios
amino de progesterona y carboxilo del receptor de estrégenos alfa, se utiliz6 un
termociclador de gradiente, en el cual se probaron las temperaturas de alineamiento
comprendidas en el intervalo de 40 °C a 60 °C. En la reaccion se utiliz6 una
concentracién de 2 mM de magnesio, 5% de DMSO, el amortiguador de reaccion 1X
proporcionado por el fabricante de la Tag polimerasa,100 ng de templado, dNTPs 0.2
mM, 0.4 uM de cada uno de los oligos y una mezcla de Tag polimerasa (1.25 U) y Pfu (0.4
U) en un volumen de 50 pL. La reaccién se realizé durante 25 ciclos. Los tiempos de

desnaturalizacion fueron de 1 minuto a 94 °C, de alineamiento 1 minuto en el intervalo
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de 40 °C a 60 °C y de extensién 3 minutos a 72 °C. La temperatura 6ptima para la
amplificacién fue de 58 °C para el receptor amino de progesterona y 60 °C para el

dominio carboxilo del receptor de estrégenos alfa.

8.4 CLONACION DE LOS DOMINIOS AMINO Y CARBOXILO TERMINAL DE

PR Y ERa EN pDEST15 (GATEWAY, INVITROGEN) PARA OBTENER LOS
DOMINIOS FUSIONADOS A GST.

Para clonar los productos de PCR y obtener las proteinas fusionadas, se utilizé el
sistema Gateway de Invitrogen. El sistema de clonacién Gateway se basa en la
recombinacién entre las secuencias attBl y attB2, que se agregan a los productos que se
desea clonar mediante la técnica de PCR, y las secuencias de recombinacién que posee
un plasmido receptor. Los sitios de recombinacién corresponden a los que utiliza el
virus lambda para integrarse al genoma del hospedero. El sistema utiliza un plasmido
primario o receptor (pPDONR™) en el cual se clona inicialmente el fragmento de interés.
El plasmido primario conserva secuencias de recombinacién, lo que permite que el
fragmento se pueda transferir a plasmidos que también posean las secuencias de
recombinacién. Del plasmido primario se puede transferir fragmentos a plasmidos de
expresién en procariontes, insectos o mamiferos, asi como en vectores para expresar

proteinas de fusion, como GST.

Tabla 4. Caracteristicas de los vectores de fusion y los fragmentos clonados.

PDEST PR-N Progesterona amino 1-555 1665 555 548 788 84.55

PDEST PR-C Progesterona | carboxilo 632-933 903 301 32.3 534 57.3
PDEST ERA-N Estrégenos a amino 1-180 540 180 19.3 413 44.3
PDEST ERA-C Estrégenos a | carboxilo 264-594 990 330 354 563 60.4

TESIS COV __
FALLA DE ORIGEN
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Los productos amplificados se purificaron a partir de un gel de agarosa al 0.1%.
Los productos purificados se clonaron en el plasmido pDONR™ del sistema Gateway de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Se transformaron por choque térmico (30
segundos a 42 °C), 20 pL de células competentes DH5a con 1 pL. de la mezcla de
reaccion. Las células se sembraron en cajas con agar Luria (LB) adicionado con
kanamicina (50 pg/mL) y se incubaron a 37°C durante toda la noche. Del cultivo
obtenido se tomaron 12 colonias y se hizo una minipreparacién de DNA plasmidico.
Para verificar la clonacién de los fragmentos se realizé un PCR a la minipreparacion en
las mismas condiciones que se sefialan para la amplificacion. Los detalles de las

proteinas obtenidas se pueden consultar en la tabla 4.

Para obtener los dominios de los receptores fusionados a GST, los dominios
clonados en el vector pDONR™ se subclonaron por recombinacién homéloga en el
vector pDEST15™. Para hacer la transferencia de los dominios se tom6 1 puL de la
minipreparacién y se preparé la mezcla de reaccion de acuerdo a las instrucciones del
fabricante (ver manual de productos GATEWAY de invitrogen). De la mezcla anterior
se tomo 1 uL y con él se transformaron 20 pL de células DHS5a. Se sembraron en cajas de
agar LB adicionado con ampicilina (100 ptg/mL) y se incubaron a 37 °C durante toda la
noche. Del cultivo se tomaron 12 colonias y se realizé una minipreparacién de DNA
plasmidico. Para confirmar la clonacién y correcta expresion de las proteinas fusionadas,
las células BL21-Al fueron transformaron con 1 pl. de las mini-preparaciones, y se
indujo la expresion de la proteina. La expresion de las proteinas se verificé a través de

una transferencia tipo western, utilizando un anticuerpo anti-GST (Invitrogen).
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8.5 EXPRESION DE LOS DOMINIOS AMINO Y CARBOXILO TERMINAL DE
ERa, PRY AR EN LA CEPA BL21-Al DEE. coli.

Se tom6 1 pL de las mini-preparaciones obtenidas en el punto anterior y se
transformé por choque térmico (30 segundos a 42 °C), 20 uL de células BL21-Al. Las
células se sembraron en cajas con agar LB adicionado con ampicilina (100 pg/mL) y se
incubaron a 37 °C durante toda la noche. Para expresar los dominios amino y carboxilo
de AR, se utilizaron las construcciones pGEX hAR ABC y pGEX hAR LBD, donadas por
la Dra. Elizabeth Wilson, las cuales expresan a los dominio amino y carboxilo,
respectivamente, de AR fusionados a GST. Se tomaron 50 ng de cada una de las

construcciones y se transformaron 20 puL de células BL21-Al

De los cultivos obtenidos se tomé una colonia y se sembré en 5 mL de medio LB
adicionado con ampicilina (100 pg/mkL). Se incub6 a 37 °C durante toda la noche. Se
tomaron 2 mL del cultivo anterior para inocular 200 mL de medio LB con ampicilina
(100 pg/mL), y se crecio el cultivo con agitacion a 37 °C, hasta que se alcanzé una
densidad 6ptica (DO) de 0.4, medida a 600 nm. Para inducir la expresién de los
dominios de ERa y PR fusionados a GST, se adicioné a los cultivos L-arabinosa a una
concentracién final de 0.2% e IPTG a una concentracion final de 1 mM. Para inducir la
expresion de los dominios de AR fusionados a GST se utilizé IPTG a una concentracion

final de 1 mM. Se continua con la incubacién durante 4 horas a 30 °C.

8.6 PURIFICACION DE LOS DOMINIOS AMINO Y CARBOXILO TERMINAL
DE LOS RECEPTORES, FUSIONADOS A GST E INTERACCION IN VITRO
CON E3KARP Y MAZ MARCADOS CON [35S].

Para verificar la interaccion entre los dominios de los receptores nucleares y las
protefnas en estudio se purificaron los dominios fusionados a GST utilizando perlas de

Glutathione Sepharose 4B® (Pharmacia Biotech), a las cuales se une de manera
especifica a GST.
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El cultivo utilizado para la expresion de proteinas se centrifugé durante 10
minutos a 3000 rpm y 4 °C. El botén se resuspende en 4 mL del amortiguador de
sonicaciéon frio (Nonidet P-40 0.5%,EDTA 1 mM, NaCl 0.1 M, Tris-HC1 0.02 M, pHS), y se
sonican en hielo al maximo nivel durante 15 segundos tres veces. El lisado se centrifugo
a 12000 rpm durante 10 minutos a 4 °C. Se colect6 el sobrenadante y se determinaron las

proteinas totales por el método de Lowry (Lowry et al., 1951).

Para comprobar que la interaccién entre los factores aislados y los receptores de
hormonas esteroides ocurre en el dominio amino, y verificar si esta interaccién también
sucede en el dominio carboxilo (LBD) de dichos receptores, se realizé el ensayo con el
dominio carboxilo en ausencia y presencia de hormona, mientras que con el dominio
amino solo se realizé6 el ensayo en ausencia de hormona. Se aplicaron las tres

condiciones sefaladas para los receptores de estrégenos alfa, progesterona y
androgenos.

Para cada una de las condiciones sefialadas se tom6é un volumen de lisado
equivalente a 300 ng de proteina total y se agreg6é a 30 uL de una mezcla al 50% de
perlas de Glutathione Sepharose 4B® (Pharmacia Biotech). La mezcla se incub6 durante
1 hora con agitaciéon, a 4 °C. Posteriormente se centrifugé a 3000 rpm durante 2

minutos, se aspir6 el sobrenadante y se lavé con el amortiguador de sonicacién frio. El
lavado se repiti6 2 veces.

El bot6n se resuspendié en amortiguador de sonicacién frio. En el caso del
dominio carboxilo de los receptores de hormonas esteroides, en donde tenemos dos
muestras por cada receptor, una de las muestras se resuspendi6é en amortiguador de
sonicacién adicionado con la hormona correspondiente (dihidrotestosterona, estradiol o

progesterona) a una concentracién de 100 mM.
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A cada una de las muestras se les agreg6é 10 uL de la proteina correspondiente
marcada con una mezcla de [3*S]-metionina/cisteina y traducida in vitro por el sistema
TNT® Quick Coupled Transcription/Traslation System de Promega, de acuerdo a las
indicaciones del fabricante. La mezcla se incub6 a 4 °C durante dos horas con agitacion.
Posteriormente, se lavé 3 veces con buffer de sonicacién con o sin hormona, segun
corresponda. Después del tercer lavado la muestra se resuspendio en 40 upuL de

amortiguador de carga 1X (SDS 2%, glicerol 10% y Tris 10 mM, pH 6.8) para geles de
acrilamida.

8.7 VISUALIZACION DE LA INTERACCION: AUTORRADIOGRAFIA Y

WESTERN BLOT.

La muestra obtenida en el procedimiento anterior se calenté a 90 °C durante 5
minutos. Se corrieron 20 pL de cada una de las muestras en un gel de acrilamida al 10%,
a 100 mV durante 1 hora. El gel se transfirié a una membrana de PVDF, durante toda la
noche a 20 mV y a 4 °C. Para visualizar la interaccion se expuso una pelicula de rayos X

a la membrana, durante tres dias. La pelicula se revel6 en un equipo automatizado.

Para verificar la expresion de los dominios amino y carboxilo de los receptores
fusionados a GST, se realizé una transferencia tipo western utilizando un anticuerpo

anti-GST. Se purific6 el equivalente a 300 pg de proteinas totales siguiendo el

procedimiento sefialado en el punto anterior. Se corrieron 20 uL de cada una de las

muestras y se transfirieron a una membrana de PVDF. La membrana se incubé con
agitacion durante 1 hora en una solucion de leche en polvo al 5% disuelta en PBST ( PBS
1X, Tween™ 20 0.1%). Se lav6 la membrana tres veces con PBST. Posteriormente, la
membrana se incubé durante 1 hora con una dilucién 1:5000 hecha en PBST del
anticuerpo anti-GST-HRP. El anticuerpo anti-GST-HRP tiene fusionada la peroxidasa
de raiz fuerte, la cual es capaz de oxidar diacilhidrazidas y como consecuencia de la

oxidacién hay una emision de luz, la cual es detectada por peliculas para rayos X o las
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peliculas ECL para quimioluminiscencia. La fusién de la peroxidasa al anticuerpo evita
la utilizacién de un segundo anticuerpo. Para realizar la deteccion se incubé la
membrana con la mezcla de reactivos ECL y se expone a una pelicula Hyperfilm™ ECL

(Kodak) durante 15 segundos. La pelicul}:\ se revela en un equipo convencional para el
revelado de peliculas para rayos X.
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9. RESULTADOS

9.1 INFLUENCIA DE E3KARP SOBRE LA EXPRESION DEL GEN REPORTERO
DE LUCIFERASA REGULADO POR LOS RECEPTORES DE ANDROGENOS,
ESTROGENOS ALFA Y PROGESTERONA.

Para evaluar el efecto de E3KARP, éste se transfecté con cada uno de los
receptores estudiados en la linea celular CV-1. Para medir los niveles de activacion se
transfecté como reportero al gen de luciferasa. La expresion de luciferasa se encuentra
regulada por un promotor cuya actividad es dependiente de los receptores de hormonas
esteroides. Para monitorear la eficiencia de transfeccién y normalizar los resultados se
transfecto el reportero B-galactosidasa, el cual es expresado en forma constitutiva en
células de mamifero. Los resultados mostrados son un experimento tipo, ya que todos

los ensayos se repitieron al menos en tres ocasiones.

9.1.1 TRANSFECCION DE AR Y E3KARP EN LA LINEA CELULAR CV-1: INFLUENCIA
DE E3KARP SOBRE LA EXPRESION DE LUCIFERASA REGULADA POR AR.

La transfeccién se realizé por el método de fosfato de calcio. Se utilizé como
reportero al gen de luciferasa dirigido por el promotor MMTYV, el cual es modulado por
el receptor de andrégenos en forma dependiente a hormona. Para realizar el
experimento se utilizaron tres condiciones diferentes, en la primera se transfecto
dnicamente al receptor de andrégenos, en la segunda se transfect6 al receptor de
andrégenos y a EBKARP y en la udltima se transfect6 al receptor de andrégenos con un
coactivador conocido, en este caso SRC-1 (coactivador de receptores esteroideos 1), el
cual se utiliz6 como control positivo. Todas las condiciones se ensayaron en ausencia y
presencia de dihidrotestosterona 1 nM. El control utilizado en todos los ensayos
corresponde al efecto que los receptores ejercen sin la presencia de protefnas adicionales.

La induccién se refiere a la relacion entre la expresiéon basal y la inducida por hormona.
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En la grafica 12A, al comparar contra el control el efecto que E3BKARP tiene en la
expresion de luciferasa, observamos que la expresion se incrementa considerablemente,
e incluso es superior al efecto registrado con SRC-1, el cual esperdbamos fuera alto ya
que se ha reportado como un coactivador de los receptores de hormonas esteroides. De
acuerdo a la grafica 12A el incremento en la expresién es contundente y esto lo
confirmamos en la grafica 12B que muestra la induccién, la cual nos permite establecer
que E3KARP increment6 los niveles de expresién de luciferasa 13 veces (1200%) con

respecto al control.
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Figura 12. Influencia de E3IKARP sobre la expresién de luciferasa mediada por AR en células CV-1. A) Se
muestran las unidades relativas de luz (URL) de luciferasa normalizadas con los valores de las unidades relativas de

luz (URL) de B—galactosidasa. Las muestras se trataron sin hormona y con dihidrotestosterona 1 nM. B) Se¢ muestra
un incremento de 13 veces cn la expresion de luciferasa, mientras que SRC-1 incrementa en 8 veces la expresion.

En el caso de SRC-1 se mostré un incremento cercano a 8 veces con respecto al

control (800%). Los resultados anteriores nos permiten suponer que EAKARP se trata de
un coactivador de AR.
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9.1.2 TRANSFECCION DE ERa Y E3KARP EN LA LINEA CELULAR CV-1:
INFLUENCIA DE E3KARP SOBRE LA EXPRESION DE LUCIFERASA
REGULADA POR ERa.

La transfeccion se realiz6 utilizando Lipofectamine y Reagent Plus™ de
Invitrogen. Para evaluar el efecto de E3KARP sobre la expresion mediada por ERa, se
empled al gen reportero de luciferasa regulado por el promotor 3X ERE TATA-LUC, el
cual es modulado por el receptor de estrégenos en forma dependiente a hormona. Para
este ensayo se transfectaron a ERa y ERa con E3KARP. En todos los casos se trabajé en

ausencia o presencia de estradiol 10 nM.
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Figura 13. Influencia de E3KARP sobre la expresion de luciferasa mediada por ERx en células CV-1. A) URL
de luciferasa normalizadas con URL de f3-galactosidasa. Las ras se trataron con y sin estradiol 10nM. B) Enla
grafica B se muestra la induccion, la cual fue de 2.4 en cl control en ¢l que se transfectd uUnicamente ERa y 3.4
cuando se cotransfectaron ERa y E3KARP.

URL Luciferasa/URL p-galactosidasa
o]
N
Induccion
»

La grafica 13A muestra que E3KARP incrementa la expresién de luciferasa, sin

embargo también es notable que la expresién es alta en ausen nal

-51-



Caracterizacion de EZKARP y MAZ Como Corregulcdores de Recee?ores Nucleares
Resultados

genera un fondo muy alto. La actividad en ausencia de hormona se encuentra
relacionada a la construcciéon del promotor, lo cual se discutirA mas adelante. Para
determinar el efecto que ejerce ESKARP sobre la expresién mediada por ERa, se calcul6
la induccién, la cual se muestra en la grafica 13B. El grafico 13B nos muestra que la
induccion producida por el receptor ERa sin EBKARP es de 2.4 veces, mientras que
cuando se cotransfectan ERa y EBKARP el incremento es de 3.4 veces, lo que se traduce
en un incremento del 40% con respecto al control. A pesar de que el incremento en la
expresion del gen reportero no es tan alto como en el caso de AR, el hecho de que este
incremento sea constante en todos experimentos con ERa nos sugiere que E3SKARP

afecta positivamente la expresion del gen reportero de luciferasa.

9.1.3 TRANSFECCION DE PR Y E3KARP EN LA LINEA CELULAR CV-1: INFLUENCIA
DE E3KARP SOBRE LA EXPRESION DE LUCIFERASA REGULADA POR PR.

Para transfectar PR y E3KARP se emple6 el método de fosfato de calcio. Se utilizé
como reportero al gen de luciferasa regulado por el promotor sintético PRE TATA-LUC,
el cual es modulado por el receptor de progesterona en forma dependiente a hormona.
Para realizar el experimento se transfecté tinicamente al receptor de progesterona, como
control. Se transfectaron también a PR con E3KARP asi como PR con SRC-1 como

control positivo. En todos los casos se traté a las células en ausencia y presencia de
progesterona 10 nM.

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 14. En la grafica 14A se
observa un incremento considerable en la expresion de luciferasa cuando se
contransfectan PR con E3KARP y PR con SRC-1, atin cuando el incremento provocado
por SRC-1 no es tan contundente como el obtenido con E3KARP. Podemos notar
también que la expresion basal de luciferasa es muy pequeiia, por lo que es de esperar
que la induccion muestre perfiles similares a los observados en la grafica 14A. En la

grafica 14B se muestra que el E3KARP incrementa la expresion de luciferasa 186 veces,
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mientras el control sin coactivador muestra un incremento de 46 veces, lo que nos indica
que E3KARP incrementé en un 300% la expresién con respecto al control. Con respecto
a SRC-1, éste incrementa la expresion de luciferasa 116 veces, lo que equivale a un
incremento de 150% con respecto al control. Los resultados obtenidos nos permiten

presumir que E3BKARP se comporta como un coactivador del receptor de progesterona.
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Figura 14. Influencia de E3KARP sobre Ia expresion de luciferasa mediada por PR en células CV-1. A) URL
de luciferasa normalizadas con URL de $3-g id Lasr as se trataron con y sin progesterona 1 nM. B)
En la grafica B se muestra la induccién, la cual fue de 46 sobre el control sin hormona cuando se transfecté
unicamente PR y 186 ci do se cotransfe on PR y E3KARP. La induccion con SRC-1 fue de 116 veces.
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INFLUENCIA DE MAZ SOBRE LA EXPRESION DEL GEN REPORTERO DE

LUCIFERASA REGULADO POR LOS RECEPTORES DE ANDROGENOS,
ESTROGENOS ALFA Y PROGESTERONA.

Para evaluar el efecto de MAZ, se cotransfect6 MAZ con cada uno de los
receptores, en la linea celular CV-1. La medicién de la influencia de MAZ sobre los

niveles de expresion se realizé de la misma forma que la indicada con E3KARP.

9.2.1 TRANSFECCION DE AR Y MAZ EN LA LINEA CELULAR CV-1: INFLUENCIA
DE MAZ SOBRE LA EXPRESION DE LUCIFERASA REGULADA POR AR

La transfeccion de AR y MAZ se realizé siguiendo el método de fosfato de calcio.
Se utilizé como reportero al gen de luciferasa dirigido por el promotor MMTV, el cual es
modulado por el receptor de andrégenos de forma dependiente a hormona. En el
ensayo se transfect6 al receptor de andrégenos como control, asi como al receptor de

andrégenos y MAZ. En ambos casos se les aplicé un tratamiento sin hormona y con
dihidrotestosterona 1 nM.

En la grafica 15A no se observa un cambio significativo en los niveles de
expresion; ademas, la expresiéon basal es alta, por lo que recurrimos a la grafica 15B, en
donde se muestra la relacion entre la expresién basal y la inducida por hormona
(induccién), para determinar el efecto que MAZ tiene en la expresion. La grafica 15B nos
indica que hay un ligero decremento en la expresion cuando se transfecta MAZ, ya que
la induccién ejercida por el control es de 13 veces, mientras que en presencia de MAZ
disminuye a 11, lo que significa una disminucién de un poco mas del 15%. La
disminucién observada en el experimento es constante en todos los ensayos, lo cual nos
sugiere que puede actuar como un represor, sin embargo se deberan emplear sistemas
mas complejos para evaluar el efecto de MAZ. Los ensayos y las condiciones necesarias

para evaluar el efecto de MAZ se discutiran mas adelante.
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Figura 15. Influencia de MAZ sobre la expreslén de luciferasa mediada por AR en células CV-1. A) URL de -
luciferasa normalizadas con URL de B-galactc En bas condiciones se siguié un tratamiento sin hormona y
con dihidrotestosterona 1 nM. B) En la grifica B se muestra la induccién, la cual fue de 13 veces en el control contra
11 veces cuando se transfectd MAZ, lo que representa una disminucién en la expresiéon cercana al 15%.

9.2.2 TRANSFECCION DE ERa Y MAZ EN LA LINEA CELULAR CV-1: INFLUENCIA
DE MAZ SOBRE LA EXPRESION DE LUCIFERASA REGULADA POR ERa.

Para transfectar MAZ y ERa se utiliz6 Lipofectamine y Reagent Plus™ de
Invitrogen. En las transfecciones se emple6 como reportero al gen de luciferasa
regulado por el promotor 3X ERE TATA-LUC, el cual es modulado por los receptores
de estrégenos en forma dependiente a hormona. En este ensayo se emplearon dos
condiciones diferentes, en la primera se transfect6 solo al receptor de estrégenos como
control y en la segunda se cotransfectaron a MAZ y al receptor de estrogenos alfa.

Ambas condiciones fueron tratadas sin hormona y con estradiol 10 nM.
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Figura 16. Influencia de MAZ sobre la expresion de luciferasa mediada por ERa en células CV-1. A) URL de
luciferasa normalizadas con URL de B-galactosidasa. Las muestras se trataron con y sin estradiol 10 nM. B) En la
grafica B se muestra la induccion, la cual fue de 2.5 veces en el control en el que se transfecté tinicamente ERa y 1.9
veces cuando se cotransfectaron ERa y MAZ,

En la grifica 16A se observa que MAZ provoca una disminucién en la expresiéon
de luciferasa cuando se compara con respecto al control. Al igual que en el ensayo con
E3KARP, se observa una expresién basal (en ausencia de hormona) muy alta. Para
evaluar el efecto de MAZ en la expresién de luciferasa se calculé6 la induccién, la cual se
muestra en la grafica 16B. La grafica 16B nos permite sefialar que la expresiéon de
luciferasa se incrementa 2.5 veces sobre la basal en el control. Sin embargo, cuando se
cotransfectan MAZ y el receptor de estr6genos alfa la expresi6én disminuye hasta 1.9
veces, lo que representa un decremento del 25% con respecto al control. De nuevo los
resultados obtenidos nos permiten especular que se trata de un correpresor, sin embargo

seran necesarios nuevos ensayos que nos permitan confirmarlo.
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9.2.3 TRANSFECCION DE PR Y MAZ EN LA LINEA CELULAR CV-1: INFLUENCIA
DE MAZ SOBRE LA EXPRESION DE LUCIFERASA REGLILADA POR PR

La transfeccion de MAZ y PR se realiz6 siguiendo el método de fosfato de calcio.
Se utiliz6 como reportero al gen de luciferasa controlado por el promotor PRE TATA-
LUC, el cual es modulado por el receptor de progesterona en forma dependiente a
hormona. Para realizar este ensayo se emplearon dos condiciones, en la primera se
transfecté al receptor de progesterona como control, mientras que en la segunda se
cotransfectaron al receptor de progesterona y a MAZ. En ambos se casos se siguié un

tratamiento sin hormona y con progesterona 1 nM.
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Figura 17. Influencia de MAZ. sobre la expresién de luciferasa mediada por PR en células CV-1. A) URL de
luciferasa normalizadas con URL de B-gal id Las se trataron sin hormona y con estradiol 10 nM.

B) La grifica B muestra la induccion, la cual fue de un poco mis de 7.3 veces en el control, mientras que cuando se
cotransfectaron MAZ y PR, la induccién fue de casi 6 veces.
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La gradfica 17A nos muestra que el receptor de progesterona, cuando es
cotransfectado con MAZ, produce una disminucién en la expresion de luciferasa. Esto se
ve reflejado en la grafica 17B en donde se muestra la induccién. La grafica 17B nos
indica que el control incrementa 7.3 veces la expresiéon de luciferasa, sin embargo
cuando es cotransfectado el receptor de progesterona con MAZ la expresiéon disminuye
hasta 5.9 veces, lo cual representa una disminucién del 19%. Este resultado nos lleva a

considerar a MAZ como un probable correpresor del receptor de progesterona.

Es importante sefialar que a pesar de que MAZ parece actuar como un represor
de los receptores de andrégenos, estrogenos alfa y progesterona, los resultados
obtenidos no son suficientes para poder afirmarlo. Es necesario realizar una serie de

ensayos con otro tipo de promotores, los cuales nos permitiran confirmar si se trata de

un correpresor de los receptores antes mencionados. Este punto sera discutido con

mayor profundidad mas adelante.

9.3 CLONACION DE LOS DOMINIOS AMINO Y CARBOXILO TERMINAL DE
LOS RECEPTORES DE ESTROGENOS ALFA y PROGESTERONA.

Las secuencias de DNA de los dominios amino y carboxilo de los receptores de
estrogenos alfa y progesterona se amplificaron y purificaron como se indica en la
seccion de metodologia. La clonacién de estos fragmentos se realizé de acuerdo a lo
sefialado en el protocolo de Gateway (Invitrogen). Los pesos moleculares y tamarfios de

los fragmentos se muestran en la tabla 4 ubicada en la seccién de metodologia.

La amplificacion de la secuencia de DNA de los dominios de los receptores se
realiz6 en dos etapas. En la primera se logré amplificar la secuencia correspondiente al
dominio amino del receptor de estr6genos alfa, asi como a la del dominio carboxilo del

receptor de progesterona, ambos a una temperatura de desnaturalizacion de 94 °C
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durante 1 minuto, de alineacién de 50 °C durante un minuto y 1:30 minutos de
extension a 72 °C.

Figura 18. Amplifi i6n de 1a ia de los d ini i de progesterona y carboxilo del receptor de
estrégenos alfa por PCR de gradiente. En la figura A se muestra el PCR de gradiente para amplificar la secuencia
del dominio amino de progesterona (carriles 1-8). Partiendo de esta informacion el fragmento se amplificé utilizando
una temperatura de alinecaciéon de 58 °C. En la figura B se muestra la amplificacién de la ia del dc >
carboxilo del receptor alfa de estrégenos (1-8), en donde se mostré que la mejor temperatura de alineacion es a 60
°C. Los carriles 9-12 correspondcen a la secuencia del dominio amino de ERa. En ambos geles se utilizé el marcador
111 (digestién de tambda con Hind III-EcoRI). Los caracteristicas de la reaccion se detallan en la seccion
correspondiente a la metodologia.

En la segunda etapa, para estandarizar la amplificacién de las secuencias de los
dominios amino del receptor de progesterona y carboxilo del receptor de estrogenos alfa
se utiliz6 un termociclador de gradiente, con el cual se determinaron las temperaturas
de amplificacion (figura 18). La temperatura 6ptima de alineacién para la amplificaciéon
de la secuencia del dominio carboxilo del receptor de estr6genos alfa fue de 60 °C,
mientras que para el dominio amino del receptor de progesterona la temperatura
optima fue de 58 °C.

El cDNA correspondiente a los dominios de los receptores esteroideos se cloné en
el vector pDONR™. Posteriormente el cDNA se subcloné por recombinacién homéloga
en el vector pDEST™ 15, el cual contiene la secuencia que codifica para GST, por lo que
la expresion de este plasmido nos permite obtener los dominios de los receptores

fusionados a GST. El plasmido pDEST™ 15 es un vector de expresion para E. coli. Para
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verificar que las secuencias de DNA de los dominios de los receptores se clonaron y se
expresan correctamente en E. coli, se hizo un western blot utilizando un anticuerpo anti-
GST. Para asegurar que las construcciones pGEX hAR ABC y pGEX hAR LBD donadas
por la Dra. Elizabeth Wilson expresaran correctamente los dominios amino y carboxilo

del receptor de andrégenos, respectivamente, también se realizé un western blot a sus
productos (figura 19).

1 2 A Receptor de estrégenos alfa -~ — Dominio amino de PR (84.5 kDA)

S 1 ams & Dominio carboxilo de PR ($7.3 kDa)
4— Dominio carboxilo de ERx (60.4 kDa)

t——— Dominio amino de ERax (44.3 kDa)

Y

1 2

B Receptor de progesterona

4—————— Dominio amino de AR (96.5 kDA)

Wwm# ¢—— Dominio carboxilo de AR (56.6 kDa) Figura 19. Western blot de los dominios amino y
carboxilo de los receptores de estrégenos alfa,
progesterona Yy andrdégenos. A) se muestran los
dominios amino (carril 1A) y carboxilo (carril 2A) de
ERa. B) se muestran los dominios amino (carril 1B) y
carboxilo (carril 2B) de PR. C) se muestran los dominios

amino (carril 1C) y carboxilo (carril 2C) de AR.
€ Receptor de andrégenos

Al analizar los westein blot en la figura 19, observamos que los dominios amino
de todos los receptores sufren una fuerte degradaciéon, lo que provoca que aparezca un
barrido en el western blot. Si comparamos el dominio amino terminal de PR con el
mismo dominio del receptor de AR, observamos que tiene el mismo comportamiento.
En el caso del dominio amino terminal de ERa, éste también se degrada, sin embargo la
degradacién no es tan marcada como en los casos de AR y PR. Los dominios carboxilo

de todos los receptores nucleares se pueden observar claramente y con poca
degradacion.
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94 INTERACCION IN VITRO: AUTORRADIOGRAFIA.

Una vez que se asegurd que las proteinas fusionadas se expresaban correctamente
en la cepa BL21-Al, se diseii6 el experimento que nos permitiera comprobar que existe
una interaccion directa de E3KARP y MAZ con los dominios amino y/o carboxilo de los

receptores de estrégenos alfa, progesterona y androégenos.

Para realizar la interaccién se tradujeron in vitro las protefnas en estudio. Sin
embargo, MAZ no se logroé traducir. Para asegurar que el plasmido utilizado contenia a
MAZ, se secuencié la construcciéon utilizando el promotor T7 del plasmido, pero no se
obtuvo la secuencia. Se utilizé6 entonces un oligonucle6tido que permite secuenciar a
partir del promotor SP6, ubicado en el extremo de la secuencia de DNA que codifica la

regioén carboxilo de MAZ, 1o que nos permitié obtener la secuencia, la cual coincidia con
MAZ.

E2 100 nM DHT 100 nM

paNa vt

Aminso Carbozxilo Carboxilo
ferminal termimal terminal

Amino Carboxilo Carborxilo
terminal terminal terminal

Figura 20. Interaccion de E3KARP con los
hPR dominios amino y carboxilo de los
receptores nucleares. En la figura se muestran
las autorradiogradias de las interacciones de
E3KARP [*55] con los dominios amino y
carboxilo de los receptores de estrogenos alfa,
progesterona y andrégenos. La interaccién de
E3KARP con los dominios carboxilo de los

P4 100 oM

Amino  Carbozxilo Carbosilo receptores se ensayé en presencia y ausencia
terminal termimal termimal

de hormona: estradiol (E2), progesterona (P4)
asi como dihidrotestosterona (DHT).
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Se puede concluir que MAZ no se logré traducir debido a que el sistema de
traduccién utilizado requiere del promotor T7, el cual ha perdido su actividad en el
plasmido en el que se encuentra clonado MAZ, lo que nos impidié realizar la interacciéon

in vitro con MAZ.

E3KARP se tradujo in vitro, marcado con [33S]-metionina/cisteina y con €l se
realizaron las interacciones in vitro con los dominio amino y carboxilo terminal de los

receptores de estré6genos alfa, progesterona y andrégenos.

De la autorradiografia se desprende que E3KARP interactia con los dominios
amino de todos los receptores probados, asi como con los dominios carboxilo. Sin
embargo, la fuerza de esta interaccién es mayor con los dominios amino terminal y mas
tenue en los dominios carboxilo de los receptores ERa, PR y AR. Es notable que la
interaccion con los dominios carboxilo sea menor en presencia de hormona y que este
patrén se repita para todos los receptores probados. Este hecho se discutira mas
adelante.

Por otra parte, la interaccién con la regién amino sugiere que E3KARP podria
interaccionar con la region de transactivacion 1, lo cual requiere que se haga un mapeo
mas especifico que nos permita ubicar la regién precisa en la que ocurre dicha

interaccion.
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10. DISCUSION

La importancia de aislar correguladores que interaccionen con la regién amino
terminal es clara. A la fecha se han encontrado un gran nimero de coactivadores que
interaccionan con la region de transactivacion 2 (AF-2) ubicada en la region carboxilo.
Sin embargo, son pocos los coactivadores que se conocen que interactien con la region
amino terminal o con otras regiones de los receptores nucleares. Es probable que el
conocimiento de los detalles que nos indique el coémo y cuales son las proteinas
interaccionan con esta regién, nos aporten las claves que permitan discernir algunos de
los procesos en los que intervienen los receptores nucleares, como la resistencia a
tamoxifén que se presenta en pacientes con cancer de mama después de tratamientos
prolongados, o bien la especificidad de la accién sobre ciertos promotores. Como
ejemplo de este tipo de proteinas tenemos al coactivador L7/SPA, el cual no
interacciona con la regién AF-2 de los receptores sino con la region de bisagra, e
incrementa los niveles de transactivacién en presencia de tamoxifen. Esto refuerza la
hip6tesis de que regiones distintas al dominio AF-2 son responsables de algunas de las

respuestas mediadas por los receptores nucleares.

La primera parte de este trabajo se desarrollé para comprobar que E3KARP y
MAZ son capaces de ejercer un efecto en los niveles de transcripcion de genes regulados
por receptores a estrégenos, andrégenos y progesterona, todos ellos pertenecientes a la
familia de los receptores de hormonas esteroides. Era importante desarrollar esta parte
del proyecto ya que la sola interaccién de una protefna con un factor de transcripcion,

aun en las regiones de activacion, no asegura que desempefie un papel destacado en el
proceso de transcripcion.

Los resultados obtenidos nos muestran que E3KARP produce un incremento en

la expresion mediada por andrégenos, la cual fue de aproximadamente 13 veces
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comparada con el control en ausencia de coactivador, mientras que en los casos de
progesterona el incremento fue cuatro veces superior al registrado por el control. El
receptor de estrégenos alfa es un caso interesante, ya que en este receptor el incremento
fue cercano a un 40%. El hecho de que en el receptor de estré6genos, el efecto de
E3KARP no sea tan grande como en el receptor de andrégenos o progesterona, podria
encontrar una explicacién en reportes que muestran que la actividad del receptor varia
de acuerdo a la linea celular y al promotor utilizado (Cowley et al., 1999; Kusnher et al.,
2000). Por ejemplo, se ha mostrado que el promotor sintético 2ERE-pS2-CAT requiere de
las regiones de transactivacion AF-1 y AF-2 de ERa para que se lleve a cabo la
transcripcién, mientras que la activacién mediada por el promotor ERE-TK-luc no
requiere de la regién AF-1 ERa para llevar a cabo la transcripcion (Cowley et al., 1999).
Esto es congruente con las observaciones que muestran que en promotores simples
constituidos unicamente por cajas TATA y elementos de respuesta a estrégenos (como
es el caso de 3X ERE-LUC, utilizado en nuestros experimentos) la participacion de la
region AF-1 es débil, comparada con el efecto que produce en promotores mas
complejos que contienen sitios de unién para diversos factores de transcripcion. Este
efecto se ha tratado de explicar por una baja afinidad de la region AF-1 con los
coactivadores de la familia pl60 principalmente, pero no podemos descartar la
posibilidad de que otros factores, como E3KARP, se puedan encontrar en la misma
situacién. Sin embargo, cuando se trata de un promotor mas complejo que posee sitios
de unién para otros factores de transcripcion, ademas de los elementos de respuesta a
estrégenos, es probable que éstos sean capaces de reclutar complejos de coactivadores
que contengan a la familia p160 y con ello se vea solventada la baja afinidad de la region
AF-1 del receptor de estrogenos, tal y como se ha propuesto que ocurre con los factores
de AP-1. La baja afinidad que la region AF-1 presenta hacia algunos de los miembros de

la familia p160 no significa que debido a esto el poder de activacion de la region AF-1
sea pequeiia (Kushner et al., 2000).
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La interaccion in vitro de E3KARP con los dominios amino y carboxilo de ERa, PR

y AR nos muestra que hay una interaccion directa con la regi6én amino de los tres
receptores, lo cual era de esperarse, al menos en el caso del dominio amino de ERaq, ya
que E3KARP fue aislado por un ensayo de doble hibrido con este dominio. Se encontré
que E3KARP es capaz de interactuar también con la regién carboxilo en ausencia de
hormona, lo cual fue un hallazgo inesperado. La interaccién con la region carboxilo se
pierde parcial o totalmente en los tres receptores cuando se adiciona la hormona
correspondiente. Es importante resaltar que la fuerza de la interaccién entre los
dominios de los receptores y E3BKARP no es igual para los dominios amino y carboxilo;

ya que ERa, PR y AR muestran una interaccion muy fuerte en la regién amino pero en el
dominio carboxilo es menor.

De los resultados obtenidos se desprende que E3KARP interacciona con los
receptores nucleares ERa, AR y PR y que es capaz de incrementar los niveles de
transcripcion en promotores sencillos. Sin embargo, queda por explicar el mecanismo
por el cual EBKARP es capaz de incrementar los niveles de transcripcién. Proponemos
basicamente dos hipétesis, la primera establece que E3KARP es un coactivador de los
receptores nucleares que interacciona directamente con la regién AF-1, y que podria
reclutar e interactuar con otros coactivadores, incluso con miembros del complejo de
iniciacién. Existen, sin embargo, algunos puntos que quedan sueltos, el primero de ellos
es considerar que E3KARP es una proteina cuya ubicacién nuclear no ha sido
comprobada. E3BKARP es ademas una proteina que se ha relacionado con la regulacién
de un intercambiador iénico, lo cual la ubica como una proteina citosélica. Es
importante sefialar que SIP-1, que es una proteina relacionada a E3KARP, funciona
como un coactivador de SRY, lo que nos indica que su localizacién es nuclear (Poulet et
al., 1997). Existe, ademas, el reporte de la proteina CASK7/LIN-2 que es una guanilato
cinasa asociada a membrana (MAGUK), la cual puede ser translocada al nucleo en

asociaci6n al factor de transcripcion Tbr-1. Una vez que el complejo formado entre Tbr-
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1 y CASK/LINK-2 es translocado al nicleo, CASK/LIN-2 acttia como un coactivador
del factor de transcripcion Tbr-1 (Hsueh et al.,, 2000). Es posible que E3KARP se
comporte de una manera similar a CASK/LIN-2, lo cual nos conduciria a un nuevo tipo
de proteinas que realiza diversas funciones, y en estructuras poco relacionadas. La
posibilidad de que E3KARP sea translocado al niicleo ofrece una explicacién que nos
permite considerar a E3KARP como un coactivador de los receptores nucleares, sin
embargo queda por contestar cual es el proceso que desencadena su translocacién al

nucleo, el cual puede estar asociado a fosforilaciones.

Es hasta cierto punto sorprendente que E3KARP funcione como coactivador de al
menos tres tipos de receptores nucleares, y que interaccione directamente con la region
AF-1 que es, ademas, la menos conservada. Sin embargo, para tratar de explicar este
fenémeno es importante hacer algunas consideraciones. El dominio amino de los
receptores nucleares al parecer presenta un plegamiento dindmico, es decir que las
estructuras tridimensionales se encuentran cambiando constantemente, por lo que a la
fecha no se ha logrado encontrar una estructura terciaria bien definida (Kumar y
Thompson, 2003). Debido a las caracterfsticas antes mencionadas se han propuesto
diversas hipoétesis acerca de c6mo se da la unién entre este dominio y los coactivadores

con los que interacciona. Se ha propuesto que la interaccion con las proteinas que

presentan plegamientos dindmicos se da entre regiones cargadas (Hope et al., 1998;
Almlof et al.,, 1995) o bien entre regiones que contengan aminoacidos hidrofé6bicos
(Almlof et al., 1997), por lo que la existencia de una estructura terciaria permanente y
bien definida no es necesaria. Esto nos hace pensar que la interaccién de E3KARP ocurre
con regiones hidrofébicas o cargadas de la regién amino de los receptores nucleares, lo
cual nos permite explicar como puede interaccionar con tres diferentes proteinas sin la

necesidad de que éstas posean una secuencia en comuan, pues solo se requeriran
regiones con cierta carga o bien regiones hidrofébicas.
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La segunda hipoétesis que planteamos establece que el incremento en los niveles

de transcripcién se debe a la estabilizacion de los receptores nucleares ubicados en el
citoplasma por E3KARP, en ausencia de ligando, tal y como sucede con las proteinas de
choque térmico. La estabilidad que se generaria debido a la asociaciéon entre E3BKARP y
los receptores nucleares, permitiria que los receptores fueran menos accesibles a la
actividad de proteasas que los podrian degradar, principalmente la region amino
terminal que es la que se encuentra mas expuesta debido a que su plegamiento es mas
dinamico y como consecuencia serfa mas accesible a la actividad de proteasas. Esta
estabilidad se veria reflejada en un incremento en los niveles de transcripcién de genes

blanco, al permitir que una mayor cantidad de receptor se encontrara disponible para

llevar a cabo el proceso de transcripcion.

Sin embargo, es poco probable que la sola estabilizacién de los receptores permita
un incremento tan elevado de los niveles de transcripcion, como ocurre con AR, cuyos
niveles se elevan hasta 13 veces. Por lo tanto, para explicar este fenémeno proponemos
la formacién de un complejo entre E3BKARP y los receptores nucleares, que ademas de
estabilizarlos, genere una sefial que permita se transloquen juntos al nucleo, en donde
E3KARP podria actuar como coactivador, siguiendo un mecanismo similar al planteado
para CASK/LIN-2. La unién del ligando con el receptor nuclear generaria la pérdida de
la interaccion de E3KARP con la region carboxilo terminal, lo que reforzaria la
interaccién con la region amino de los receptores y permitirfa una mayor exposicion de
las regiones de internalizacién al nicleo. Esta hipétesis se plantea de acuerdo a la
evidencia obtenida con el ensayo de interaccion in vitro que muestra que EBKARP se une
directamente con la region carboxilo de los receptores nucleares en ausencia de ligando,
asi como con la regién amino. Sin embargo, la asociacién con la regién carboxilo se
pierde en presencia de ligando, tal y como ocurre con las protefnas de choque térmico.
Ademas, es importante tomar en cuenta que EBKARP es una proteina asociada a un
intercambiador de Na*/H?®*, lo cual la hace que sea mas accesible al citoplasma, por lo

que el planteamiento de esta segunda hipétesis nos permite elaborar una explicacién
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que muestra a E3KARP como un coactivador y resuelve en parte el problema que

implica la translocacion al nucleo y la asociacién a la region carboxilo de los receptores

nucleares.

Es importante hacer notar que E3KARP y SIP-1 son proteinas que comparten dos
dominios PDZ, de los cuales se identificé al segundo dominio como el responsable de
la interaccién con la regioén amino de ERa. Esto abre la posibilidad de que exista un
grupo de proteinas relacionadas con EBKARP y SIP-1 capaces de interaccionar con los
receptores nucleares mediante dominios PDZ ubicados en la regién amino y central de
la proteina y servir como puente para el reclutamiento de otros factores entre los que se
encontrarfan algunos correguladores de los receptores nucleares. Sin embargo, aun
queda por contestar si el resto de receptores nucleares tipo II y III también interaccionan
con los dominios PDZ o la interaccién se da por otras regiones. Por otra parte, el papel
que desarrollan los dominios carboxilo tanto de SIP-1 como de E3BKARP es probable que
sea determinante para poder sefialar a estas proteinas como coactivadores, ya que es
probable que en estas regiones se encuentren regiones con diferentes funciones, entre
ellas sbeﬁales de translocacion o de fosforilacibn que puedan actuar para que el
coactivador penetre al niicleo o bien se presente una cooperatividad con el receptor
durante el proceso de translocacioén.

Para establecer una explicacion plausible de cémo actia E3KARP en los
receptores nucleares sera necesario realizar los ensayos adecuados, que nos permitan en
primer término determinar la localizacion celular de E3KARP, y si esta localizacién se ve
influenciada por la presencia o ausencia de hormona. Adicionalmente sera necesario
determinar si la unién de E3KARP con los receptores nucleares completos se pierde al
agregar hormona, como sucede con el dominio carboxilo terminal. También sera
importante determinar si la estabilidad de los receptores se incrementa en presencia de
E3KARP. Asi mismo, es necesario determinar cuales son las regiones de E3KARP

responsables de la interaccién con los receptores nucleares, aunque podemos suponer

- 68 -



Caracterizacion de E3KARP y MAZ Como Correguladores de Receptores Nucleares

Discusion

que se trata de los dominios PDZ, ya que como se ha venido mencionando fue el
segundo dominio PDZ de alguna de estas proteinas el que se aisl6 mediante el ensayo
de doble hibrido, en el que se utiliz6 como carnada el dominio amino del receptor de
estrogenos alfa. Finalmente, se debera establecer si E3BKARP es capaz de interactuar
directamente con miembros de la familia p160, o con algunos coactivadores generales
como CBP y determinar si estas interacciones entre los coactivadores, los receptores

nucleares y E3KARP, se llevan a cabo in vivo sobre cromatina.

Se conoce que SIP-1 se localiza en el nicleo, por lo que es importante evaluar si
SIP-1 es capaz de interactuar e incrementar los niveles de activacién de los receptores
nucleares, y en caso de que eso suceda comparar los niveles de activacién obtenidos con
aquellos que presenta E3KARP. En caso de que SIP-1, que se conoce es un coactivador
de SRY, sea capaz de interaccionar e incrementar los niveles de transcripcion en los
receptores nucleares, entonces podremos inferir, apoyados ademas en los experimentos
mencionados con anterioridad, que E3KARP es un coactivador de los receptores

nucleares y probablemente de SRY.

MAZ se ha reportado como un factor de transcripcién que se une a los sitios de
unioén con cajas GA, especificamente a los ubicados en las secuencias regulatorias de los
genes c-myc y C2 (Bossone et al., 1992; 1zzo et al., 1999). Adicionalmente a estos sitios se
ha reportado que MAZ es capaz de unirse a los sitios de unién para el factor de
transcripcion SP-1, el cual esta involucrado en la regulacion de diferentes genes, entre
ellos el mismo MAZ (Song et al., 1992). Por otra parte, varios promotores regulados por
ERa como el de uteroglobina, poseen sitios de unién para el factor SP-1 asi como
elementos de respuesta a estrégenos, lo cual nos hace pensar que la asociacién entre

MAZ y al menos el receptor de estrogenos tienen importancia fisiologica (Scholz et al.,
1998).
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De los resultados obtenidos en las transfecciones con MAZ observamos una
pequeina disminucién en los niveles de activacion mediada por los receptores de
andrégenos, estrégenos alfa y progesterona. La disminuciéon es de 15%, 25% y 19% en la
expresiéon mediada por los receptores de andrégenos, estré6genos alfa y progesterona,
respectivamente. Sin embargo, se debe senalar que se utilizaron promotores que
contienen unicamente los elementos de respuesta a estrégenos y una caja TATA, lo cual
condiciona a que el efecto de los posibles correguladores evaluados, como MAZ y
E3KARP, se deba tunicamente a la unién con los receptores y no a probables
interacciones con secuencias especificas como las cajas GA 6 GC. Los resultados
obtenidos no son contundentes para poder afirmar que se trata de un represor, como lo
sugiere la disminucién en los niveles de transcripcion; este hecho, sin embargo, tampoco

nos permite asegurar que no se trata de un correpresor.

Desafortunadamente no se realiz6 el ensayo de interacciéon in vitro entre MAZ y
los dominios amino y carboxilo de los receptores nucleares, tal y como se hizo con
E3KARP. El no contar con los resultados de la interaccién in vitro de MAZ nos impide
determinar si hay una interaccién con alguno de los dominios y sustentar alguna

hipétesis que explique el comportamiento de MAZ en las transfecciones.

Continuar con el estudio de MAZ resulta atractivo considerando que se ha
reportado que un incremento en los niveles de estradiol, uno de los ligandos naturales
de los receptores de estrégenos, se encuentra relacionado con un incremento en los
niveles de RNAm de c-myc en la etapa temprana de la fase G1 del ciclo celular (Dubik y
Shiu, 1992). Este hecho sugiere que el estradiol, posiblemente a través de alguno de los
receptores a estrégenos, estimule la transcripcion mediante la interacciéon directa con
algunos de los factores de transcripcion que sean capaces de unirse al promotor de c-
myc, como es el caso de MAZ. Es poco probable que el receptor de estrégenos sea capaz
de unirse a alguna secuencia del promotor de c-myc, ya que se han buscado elementos

de respuesta en el promotor y a la fecha no se han localizado (Carpenter et al., 2000).
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Esto abre la opcién de que al menos el receptor de estrogenos sea capaz de regular la
actividad de c-myc a través de MAZ, para lo cual seria necesaria la presencia de la
secuencia de unién de MAZ, la caja GA. Esta interaccién puede ser semejante a la que
se presenta con los factores de transcripcion Jun/Fos en los sitios AP-1, en donde el
receptor de estrogenos no necesita de elementos de respuesta propios para incrementar

los niveles de activacion, ya que acttia de forma similar a un coactivador.

Para lograr evaluar el efecto real de MAZ serd necesario subclonarlo en otro
plasmido, como pcDNA 3.1, que nos permita expresarlo in vitro y posteriormente hacer
las interacciones con los dominios amino y carboxilo de los receptores nucleares.
También sera necesario evaluar el efecto de MAZ y el receptor de estrégenos sobre un
promotor que contenga elementos de respuesta a estrégenos y sitios de unién para
MAZ, como es el caso del promotor C2. Otro promotor que posee ambos sitios de union
es el promotor del gen de uteroglobina, en donde se ha demostrado que el factor de
transcripciéon SP-1 y el receptor de estrégenos incrementan los niveles de transcripcion,
principalmente cuando actiian sobre cromatina (Scholz et al., 1997). Este ensayo nos
permitiria conocer si estos dos factores actian sinérgicamente para incrementar o
disminuir los niveles de transcripcién. En caso de que se establezca que existe
cooperatividad en el proceso de transcripcion entre MAZ y el receptor de estrégenos,
sera importante estudiar el comportamiento de estos factores in vivo, o que permitira
evaluar el efecto que se tiene sobre promotores ubicados en cromatina. Es necesario
realizar este tipo de experimentos ya que la actividad transcripcional se ve afectada de
manera importante cuando los promotores se estudian asociados a la cromatina, y en

donde el sinergismo entre dos factores de transcripcién se observa mas claramente.

Finalmente, y para cerrar esta discusién me gustaria sehalar algunos de los
aspectos que hacen que la realizacién y continuacion de este trabajo sea de gran interés.
En primer lugar y partiendo de los resultados obtenidos con E3KARP, es importante

iniciar la caracterizacién de SIP-1, ya que es probable que se encuentre involucrado en
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la regulacién de la actividad que el receptor de andrégenos tiene, por ejemplo, en el
proceso de diferenciacién sexual y en donde SIP-1 se encarga de dirigir en forma
especifica la actividad sobre ciertos genes. Para EBKARP sera importante determinar el
mecanismo que sigue para incrementar los niveles de activacion y ubicarlo en el
contexto celular. MAZ nos abre la posibilidad de que se tenga evidencia de la
interaccién de una proteina responsable de la regulacién de un proto-oncogen, con un

receptor nuclear y la posibilidad de vincularlo con la aparicién y desarrollo de cancer.
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A partir del trabajo de caracterizaciéon de E3BKARP y MAZ como correguladores

de receptores de hormonas esteroides y de acuerdo a los resultados obtenidos podemos
concluir que:

1.

E3KARP incrementa los niveles de transcripciobn en promotores sintéticos

dirigidos por el receptor de estrogenos alfa, el receptor de andrégenos y el
receptor de progesterona.

E3KARP interacciona directamente con los dominios amino terminal del receptor

de estrégenos alfa, asf como con los receptores de andrégenos y progesterona.

E3KARP es capaz, ademas, de interaccionar con las regiones carboxilo de los

receptores de estrégenos alfa, andrégenos y progesterona en ausencia del
ligando.

La interaccién de E3KARP con los receptores antes mencionados se pierde

cuando se adiciona el ligando correspondiente.

Se hace necesaria la realizacién de experimentos para confirmar la localizacion
celular de E3KARP, la interaccibn con otros coactivadores y los ensayos
necesarios que nos permitan trazar el mecanismo que explique los incrementos
de la transcripciéon inducidos por E3KARP.

MAZ disminuye el nivel de transcripcion en los promotores dirigidos por los
receptores de estrégenos alfa, de progesterona y andrégenos, sin embargo la

disminucién es pequeiia y no nos permite asegurar que se trata de un represor.
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Sin embargo, se muestra como muy probable su interaccién con los receptores

nucleares, lo cual debera ser confirmado por las interacciones in vitro.
7. Para concluir acerca del papel de MAZ como corregulador de los receptores

nucleares es indispensable evaluar el efecto de MAZ en promotores mas

complejos que contengan sitios de unién para MAZ y los receptores nucleares.
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