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RESUMEN

Los miembros de la super-familia de receptores nucleares (NR) son factores de
transcripciébn que regulan la expresion de genes blanco y llevan a cabo su funcién a
través de su interaccion con un ligando especifico Se divide en tres grupos: los NR
esteroides, los NR no-esteroides y los receptores huérfanos. Dentro de la categoria de NR
no-esteroides, se encuentran el receptor de acido retinoico (RAR) y el receptor X retinoico
(RXR), factores involucrados en la regulacion de la proliferacion, diferenciacién y
metabolismo celular.

La modulacion de la expresion génica mediada por RAR y RXR requiere del reclutamiento
de proteinas accesorias llamadas correguladores, que son capacesde incrementar
(coactivadores) o disminuir (correpresores) la transcripcién de dichos genes.

En estudios previos, E3KARP, una proteina de andamiaje con dominios PDZ que se une
al intercambiador i6nico NHE3, fue caracterizada como un coactivador general de
receptores nucleares esteroides en células de mamifero; sin embargo, no se conoce nada
acerca de los efectos de esta proteina sobre otros miembros de la super-familia, motivo
de estudio de este proyecto.

Se determiné queE3KARP interactla in vivo con RAR y RXR en células de mamifero en
presencia y ausencia de ATRA. E3BKARP aumenta la expresiéon de luciferasa mediada por
RAR y RXR en el contexto de un promotor sintético del tipo DR-5, mientras que disminuye
la actividad transcripcional de dichos receptores en el contexto de un promotor natural del

tipo DR-1, sugiriendo que es un corregulador modulado por el contexto del promotor.



1. INTRODUCCION

1.1 Receptores Nucleares

Los miembros de la super-familia de receptores nucleares (NR) son factores de
transcripcién que llevan a cabo su funcién a través de su interaccion con un ligando
especifico. Se divide en tres grupos (Figura 1): el grupo | incluye los receptores a
hormonas esteroides dentro de los cuales se encuentran los receptores de estrégenos
(ER ay B), el receptor de progesterona (PR), el receptor de glucocorticoides (GR), el
receptor de mineralocorticoides (MR) y el receptor de andrégenos (AR). En el grupo Il se
encuentran los receptores nucleares no-esteroides, como el receptor de acido retinoico
(RAR a/Bly y RXR a/Bly), el receptor de vitamina D (VDR) y el receptor de hormona
tiroidea (TR a/B). El grupo lll incluye a los receptores llamados huérfanos, debido a que
no se conocen sus ligandos, como el factor 1 esteroidogénico (SF-1) y el receptor del

factor- inducido de crecimiento nervioso (NGFI) (Germain et al., 2003).

Receptores Receptores Receptores
nucleares nucleares nucleares
esteroides no-esteroides huérfanos
LI ndos Hormonas Hormonas
ga d lipidicas lipidicas no- Desconocidos

esteroides

Figura 1. La superfamilia de receptores nucleares. Se muestran algunos miembros representativos de

esteroides

SF.1

LRM
DAX

SHP

TLx

PNR
NGFLB aly

ROR ap
RVRal»
GCNY
TR24

HNF 4
COUP-TFa

cada clase de receplores y se mencionan los ligandos que se unen a ellos




1.2. Receptores Nucleares No-Esteroides.

Los receptores nucleares no-esteroides o receptores clase Il son una familia de factores
de transcripcion activados por ligandos hormonales derivados de moléculas organicas,

como vitaminas, acidos grasos y aminodacidos (Altucci et al., 2007).

Dentro de la clase de receptores nucleares no-esteroides, se encuentran el Receptor de
Acido Retinoico (RAR) y el Receptor X Retinoico (RXR). Se han descrito tres tipos de
receptores retinoicos, llamados RARa, RARB, y RARYy, y tres tipos de receptores X
retinoicos, RXRa, RXRB y RXRy, que son codificados por genes separados (Okuno et
al., 2004). RAR y RXR son reguladores maestros de una variedad de procesos
fisiolégicos, como el desarrollo embrionario y la homeostasis de 6rganos. A nivel celular,
los receptores ejercen su funcién a través de la interaccion con multiples proteinas
moduladoras de la transcripcién, como el factor de transcripcion Il H (TFIIH) y vias de
sefalizaciébn como la via de las proteinas cinasas activadas por mitégenos (MAPK) y la
via de la fosfoinositol 3-cinasa (PI3K), lo cual resulta en la regulacién transcripcional de
genes que controlan la proliferacion, diferenciacién, sobrevivencia y muerte celular

(Bastien et al., 2000; Bruck et al., 2009).

La mayoria de los receptores nucleares no-esteroides, incluyendo RAR, se encuentran
en el nicleo de manera constitutiva y se asocian con RXR. RAR y RXR se unen a sus
elementos de respuesta sobre el DNA y actlan como activadores o represores de la

transcripcién de genes blanco dependiendo de la unién del ligando (Wei, 2003).



Retinol (Vitamina A),

A, A, COOH
B

Acido retinoico todo-trans (ATRA),

= A
COOH

13- cis Acido retinoico (13-cis-RA).

3
COOH

9- cis Acido retinoico {B-ﬂs-RA].

Figura 2. Precursor metabdlico y ligandos naturales de los receptores no-esteroides RAR y RXR.
i4) Estructura gquimica del retinol, precursor metabdlico del acido retinoico. (B) Estructura guimica de los
derivados del retinal, Modificado de Marill et al,, 2003



1.2.1 Ligandos de RAR y RXR
1.2.1.2 Acido retinoico todo-trans y 9-cis acido retinoico.

Para que los receptores RAR y RXR realicen sus funciones de regulacion transcripcional,
deben unirse a ligandos agonistas. El acido retinoico todo-trans (ATRA) es el ligando
agonista natural de RAR, mientras que el isbmero 9-cis acido retinoico (9-cis RA) es el
ligando de RXR. ATRA y 9-cis RA son parte de un grupo de moléculas denominadas

retinoides (Villaroya, et al., 1999) (figura 2).

Los retinoides son metabolitos derivados del retinol (o vitamina A), que tienen un papel
importante en procesos fisiolégicos como la diferenciacién, proliferaciéon y reproduccion,
entre otros (Marill, 2003). El retinol se ingiere como parte de la dieta y después de ser
absorbido por el intestino, circula por el torrente sanguineo unido a la proteina de union a
retinol (RBP) (Noy, 2000). La entrada del retinol a las células es mediada por una proteina
membranal llamada STRAG6 (estimulada por acido retinoico 6) y después se une a alguna
de las dos isoformas de la proteina celular de unién a retinol (CRBP-I y CRBP-II)
(Kawaguchi, 2011). El retinol se convierte en retinil-aldehido y después a ATRA por medio
de dos pasos de oxidacioén. Las alcohol-deshidrogenasas (ADH) y las deshidrogenasas de
cadena corta (SHR) catalizan la primera reaccion de oxidacion, en la que el retinol se
convierte en retinaldehido todo-trans. El paso siguiente es catalizado por las retinaldehido
deshidrogenasas, que como producto de reaccion generan ATRA (Perlmann, 2002).
Miembros de la super-familia citocromo P 450 (como Cyp26) median la hidroxilacion de
ATRA para producir metabolitos como el 4-oxo-acido retinoico o el 4-hidroxi-acido
retinoico, mientras que algunas isomerasas convierten al ATRA en 9-cis RA o 13-cis acido
retinoico (13-cis RA) (Noy, 2000; Marill, 2003) (figura 3). Las enzimas necesarias para
llevar a cabo estas conversiones (deshidrogenasas, Cyp26, entre otras), se expresan

principalmente en hepatocitos, por lo que se cree que la produccién in vivo de estos



metabolitos se lleva a cabo principalmente en el higado, aunque también se ha observado
gue ocurre en adipocitos (Lansink, et al., 1997; Villarroya et al., 1999). Se ha demostrado,
ademas, que las células HepG2 y COS-1 pueden realizar la isomerizacién de ATRA a 9-

cis RA, al menos de manera parcial (Urbach y Rando, 1994)

Excrecion

4-OH-RA, 4-0x0-RA,
@ 18-OH-RA, 5.6-cpoxy RA

ATRA
Acis RA ¢4———p

4-OH- 13-cis RA
4-ox0-13-cis RA

Excrecion

Figura 3. Metabolismo de los retinoides en las células. Maodificado de Marill, 2003



1.2.1.3 Importancia biolégica y farmacoldgica de los retinoides.

Los retinoides participan en mudltiples procesos en el desarrollo embrionario y en la
fisiologia de 6rganos como el ojo, la piel y médula 6sea, entre otros. En la siguiente
seccion se describen algunas de las funciones de los retinoides en el organismo, asi

como su uso en el tratamiento de enfermedades como el cancer.

a) Desarrollo embrionario

Los retinoides funcionan como factores diferenciadores y morfégenos durante el
desarrollo embrionario. Entre sus funciones se encuentran la regulacion del desarrollo del
eje antero-posterior por medio de la modulacién de la expresion de los genes HOX, el
control del crecimiento y patrén del romboencéfalo y médula espinal y la generacion de
neuronas motoras que inervan extremidades. El acido retinoico también controla la
morfogénesis y diferenciacion del corazon y esta involucrado en el desarrollo de 6rganos

como el pulmoén, los rifiones y el pancreas (Niederreither y Dollé, 2008).

b) Vista

Los retinoides juegan un papel muy importante en el proceso de captacion de luz en el ojo
de los vertebrados. Como ya se ha mencionado con anterioridad, la vitamina A es el
precursor metabdlico de los retinoides. La vitamina A se ingiere en los alimentos y
después se metaboliza hasta obtener distintas moléculas, como el retinol. Este metabolito
viaja por el torrente sanguineo unido a la proteina RBP y es liberada en las células. La
captacién de retinol al interior de las células es mediada por STRA6 e involucra la
esterificacion del retinol, para formar retinil éster. Estas moléculas son luego oxidadas a
cromoforo-22, en un mecanismo que involucra a la isomerasa retinoide 65 del epitelio del

pigmento retinoide (RPEG65) (von Lintig, et al., 2010).



c) Piel

Los retinoides funcionan como factores estimuladores de la proliferacion de
gueratinocitos en la epidermis, generando un mayor grosor de esta capa de la piel.
Ademas, los retinoides promueven la diferenciacion de estas células al inducir la

expresion de queratinas en estas células (Torma, 2011).

d) Papel en enfermedades

Los retinoides se utilizan para tratar una variedad de enfermedades dermatolédgicas y de
la vista. Se propone su uso como tratamiento de algunas enfermedades
neurodegenerativas como el Alzheimer, por ser un potente factor de diferenciacion celular
y por sus propiedades anti-oxidantes (Lee, et al., 2009). Se ha propuesto que los
retinoides que son poderosos agentes quimiopreventivos o quimioterapéuticos en distintos
tipos de cancer por sus efectos sobre la diferenciacion, anti-proliferativos, pro-apoptéticos
y anti-oxidantes. La alteracién en la expresion de los RAR y RXR esta asociada a la
transformacion maligna en tejidos primarios y lineas celulares. La adicion de retinoides
inhibe la carcinogénesis en modelos animales de tumores de la piel, cavidad bucal,
pulmén, vejiga, ovario, mama y prostata. En humanos, el tratamiento con retinoides
induce la diferenciacion de células mieloides y previene el cancer de pulmoén, higado y

mama (Bushue y Wan, 2010).

El uso clinico mas eficaz de los retinoides en enfermedades, es en el tratamiento de una
forma relativamente rara de leucemia, denominada leucemia promielocitica aguda (APL),
gue se da en un 5-15% de todos los pacientes de leucemia. Las células malignas
presentan un arresto en el estado promielocitico, lo cual resulta en una acumulaciéon de

células promielociticas malignas en la médula 6sea (Okuno, et al., 2004).



Las células promielociticas malignas contienen una translocacion reciproca caracteristica
(t(15:17) (g22;911-21)), cuyo punto de ruptura ocurre en el gen de RARa . La
translocacion genera una proteina quimérica entre RARa y la proteina de leucemia
promielocitica (PML). Ya que la translocacion es reciproca, se generan dos productos
génicos diferentes: RARa-PML y PML-RARa. Se cree que PML-RARa puede funcionar
como un receptor dominante negativo, interfiriendo con la sefalizacién normal del &cido
retinoico, RAR, RXR, PML y sus combinaciones, y por lo tanto reduce la sensibilidad de

las células APL al ATRA (Kastner, et al., 1992).

El uso de ATRA en los pacientes con APL ha mejorado significativamente el pronéstico
clinico de esta enfermedad, produciendo a una remisién completa del tumor en casi el
90% de los pacientes. Esto resulta en una supervivencia de los pacientes del 75%, a largo
plazo. El tratamiento con ATRA en APL induce una diferenciacion de las células

promielociticas a neutréfilos maduros y normales (Huang, 1988).

1.3 Estructura de RARy RXR

RAR y RXR presentan una estructura general (Figura 4) que comprende cinco regiones

modulares: La regién A/B o dominio amino-terminal.

La region C o dominio de unién al DNA.

La region D o de bisagra.

La region E o dominio de unién a ligando.

La region F o dominio carboxilo-terminal.
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Figura 4. Estructura general de los receptores nucleares. Su estructura presenta tres dominios y una
region gue funciona como bisagra enfre e DBD y el LBD. Ademas, presenta regiones de dimerizacion,
sefales de localizacion nuclear (ML3) y de activacian,

1.3.1 Dominio amino-terminal

Este dominio se caracteriza por ser el mas variable en secuencia y longitud entre los
miembros de la super-familia de NRs y por su flexibilidad desde el punto de vista
estructural (Mangelsdorf et al., 1995; Aranda y Pascual, 2001; McEwan y Nardulli, 2009).
Al parecer, esta plasticidad es funcionalmente importante, ya que se ha relacionado con
interacciones proteina-proteina y modificaciones post-traduccionales como fosforilaciones
y sumoilaciones en residuos clave que afectan la actividad transcripcional de los

receptores (McEwan y Nardulli, 2009).

Los receptores RAR y RXR poseen un dominio de transactivacion independiente de
ligando (AF-1) en la regi6bn amino-terminal. Se ha demostrado que el dominio AF-1 es
blanco de fosforilaciones por p38 MAPK y la cinasa activada por ciclinas 7 (cdk7) en
ciertos residuos; p38 fosforila la Serina 77 (S77) en RARy y cdk7 fosforila a S77, S70 y
S79 en RARa, RARB y RARy, respectivamente. Estas modificaciones incrementan la
actividad transcripcional de RAR (Bour et al., 2005; Bruck et al., 2009; Rochette-Egly y

Germain, 2009).



1.3.2 Dominio de unién a DNA

Este dominio es el mas conservado de la super-familia de NR y consta de dos dedos de
zinc, dos hélices alfa y una extension carboxilo terminal. Cada dedo de zinc esta

constituido por un &tomo de zZn** unido a cuatro residuos de cisteina (Beato y Klug, 2000).

El dominio de unién al DNA (DBD) es el encargado de conferir el reconocimiento en
secuencias de DNA especificas, ya que contiene elementos altamente conservados
llamados cajas P, D, T y A. La caja P es un motivo que consta de unos pocos
aminoacidos localizados en el primer dedo de zinc del DBD. La caja P define la
especificidad con la que el receptor reconoce al elemento de respuesta (Beato y Klug,
2000; Rochette-Egly y Germain 2009). La caja D es un motivo que se encuentra en el
segundo dedo de zinc y forma la interfase de dimerizacion entre DBDs, mientras que las
cajas T y A definen los contactos entre el esqueleto del DNA vy los residuos que flanquean

la secuencia consenso (Germain et al., 2003).

Las dos alfa hélices forman un angulo recto entre si para constituir el ntcleo del DBD, que
se pliega en un solo dominio globular. La hélice 1 reconoce el surco mayor del DNA y
contiene tanto al primer dedo de zinc como la caja P. La hélice 2 incluye la region COOH-

y el segundo dedo de zinc, junto con la caja D (Lee et al., 1993).

Para que los receptores se unan al DNA y lleven a cabo la regulacién de la expresién
génica, deben reconocer ciertas secuencias en los promotores, llamadas elementos de
respuesta (Bastien y Rochette-Egly, 2004). Los elementos de respuesta a acido retinoico
(RAREs) son secuencias consenso en el DNA reconocidas especificamente por los
heterodimeros RAR-RXR y constituyen una interfase de interaccion directa entre el DNA y
estas proteinas (Mangelsdorf y Evans, 1995). Los RAREs consisten en repeticiones

hexaméricas directas de la secuencia consenso 5-PuGGTCA (Pu = A 6 G) separadas por



una regién espaciadora de 1,2 6 5 nucleétidos (DR-1, DR-2, DR-5, respectivamente). A
través de su DBD RAR se une como un heterodimero orientado de forma asimétrica con

su compafiero de dimerizacion RXR sobre los RARE (Rochette-Egly, 2009).

1.3.3 Region de bisagra

Esta region funciona como un gozne entre el DBD y el LBD que facilita los cambios
conformacionales del DBD y el LBD al minimizar los impedimentos estéricos. De igual
manera, se ha demostrado que esta region contiene sefiales de localizacion nuclear

(Germain et al., 2003).

1.3.4 Dominio de union a ligando (LBD)

La estructura del LBD de RAR y RXR (figura 5) consta de 12 alfa hélices conservadas y
un giro beta antiparalelo, situado entre la hélice 5 y la hélice 6. Las hélices 1 a la 11 se
encuentran plegadas en tres capas paralelas helicoidales, adoptando una conformacion
tipo “sandwich” con las hélices 1, 2 y 3 por un lado y las hélices 6, 7 y 10 por el otro

(Bourguet et al, 1998).

El LBD es un dominio funcionalmente complejo que contiene la cavidad de unién a
ligando con caracteristicas hidrofébicas, un dominio de dimerizacién y el dominio de

transactivacion dependiente de ligando 2 (AF-2) (Moras y Gronemeyer, 1998).

Cavidad de unién a ligando. Esta estructura posee numerosos aminoacidos hidrofébicos
contenidos en las hélices 3, 5, 11 y el giro beta. La forma y tamafo de la cavidad coincide
con las del ligando, lo cual incrementa los contactos hidrofébicos y contribuye a la

selectividad del ligando (Klaholz, et. al, 2000).

Dominio de dimerizacion. Esta region esta conformada por residuos en la hélice 7,9, 10 y

11, asi como las horquillas 8-9 y 9-10. Las hélices 9 y 10 contribuyen en un 75% a la



superficie de dimerizacioén y constituyen el nlcleo de la interfase de hetero-dimerizacion

del complejo RAR-RXR (Bourguet et al., 2000).
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Figura 5 . Estructura del dominio de union a ligando (LBD) en respuesta a la unidn de un ligando
agonista. (4) Dominic LBD del receptor RXE a en ausencia de ligando (apo-conformacion). (B) Dominio
LBD de RARa en presencia de un ligando agomsta (holo-conformacion). Modificado de  Gronemeyer vy
Miturski, 2001,

Dominio de transactivacién dependiente de ligando (AF-2) o hélice 12. La hélice 12 es la
mas flexible y la encargada de estabilizar la unién del ligando dentro de la cavidad
hidrofébica, asi como de proporcionar una superficie de contacto con proteinas
correguladoras. En ausencia de ligando, la hélice 12 se encuentra en una posicion abierta
con respecto a la cavidad hidrofébica, generando una conformacién llamada apo-LBD. La
unién de un ligando agonista provoca un reposicionamiento de la hélice 12, que cierra la
cavidad y estabiliza la interaccion del LBD con la hormona. Esta conformacién recibe el

nombre de holo-LBD (Moras y Gronemeyer, 1998) (figura 5).



La hélice 12 por si misma no es suficiente para funcionar como un dominio de
transactivacion, sin embargo constituye, en su modo activo, parte de la superficie de
activacion junto con otras estructuras del LBD, y en su conjunto, definen al dominio AF-2

(Warnmark et al., 2003).

1.3.5 Dominio carboxilo-terminal

En el RAR, es una pequefia regién que se encuentra en la posicion carboxilo-terminal con
respecto a la hélice 12, sin embargo, esta ausente en RXR. Este dominio es muy variable
en tamafo y secuencia entre los subtipos de RAR, aunque su estructura tridimensional no
ha sido descrita. Se ha reportado la existencia de residuos blanco de fosforilaciones y se
ha sugerido que en ausencia de ligando, estabilizan a la hélice 12 en una conformacion
abierta, lo cual promueve la interaccién del receptor con correpresores (McEwan y

Nardulli, 2009).

1.4 Mecanismos de accion de los receptores nucleares no-esteroides

Los receptores nucleares no-esteroides se encuentran en el ndcleo celular formando,
generalmente, complejos heterodiméricos con RXR. Sin embrago, se ha reportado la
existencia de homodimeros de RXR o mondémeros del factor hepatico nuclear 4-a (HNF4-

a), que constituyen la excepcién a esta generalidad (Gonzalez, 2008; Lefebvre, 2001).

En ausencia de hormona, el RAR y su compariero de dimerizacién, RXR, se encuentran
unidos de manera constitutiva a elementos de respuesta a acido retinoico (RARES) en los
promotores de sus genes blancos. Los heterodimeros RAR-RXR reclutan proteinas

correpresoras, las cuales regulan negativamente la transcripcion al generar cambios en la



estructura de la cromatina, como la compactacién del DNA o la modificacién covalente de

las histonas nucleosomales (Lazar, 2003).

En presencia de hormona, los receptores sufren una serie de cambios estructurales en el
LBD. En particular, la hélice 12 se reposiciona a una conformacion cerrada, lo cual genera
una superficie de contacto para proteinas coactivadoras. Estas regulan positivamente la
expresion de genes blanco a través de la remodelacion de la cromatina y el reclutamiento

de la maquinaria de transcripcion basal (Hsia et al., 2010) (figura 6).

Como ya se ha mecionado anteriormente, RAR y RXR se unen a elementos de respuesta
especificos. EI RARE clasico, que fue caracterizado en el promotor del gen RAR B,
consiste en dos repeticiones directas (DR) del motivo perfecto PUGTTCA con una region
espaciadora de 5 pares de bases (DR-5). Existen otros dos tipos de elementos de
respuesta, que varian dependiendo del niumero de nucledtidos espaciadores entre las DR,
llamados DR-1 y DR-2. Los elementos de respuesta tipo DR-1 y DR-2 funcionan como
RARESs perfectos, y se encuentran en los promotores de genes como la proteina de union
a retinol celular tipo 1l (CRBP-II) y la homeoproteina 1-b (HOXb-1) (Gronemeyer y
Miturski, 2001). Los receptores no-esteroides PPAR, VDR y TR también se unen a
elementos de respuesta similares a los RAREs y se ha demostrado que algunos
miembros del grupo |l pueden interactuar con elementos candnicos para otro complejo

de receptores (Tabla 1) (Germain, 2003).

En experimentos in vitro, se ha demostrado que en los elementos de respuesta tipo DR-2
y DR-5, RXR ocupa el motivo hexamérico 5", mientras que RAR se une al motivo 3" (5"-

RXR-RAR-3").
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Figura 6. Mecanismo general de accion de RAR y RXR. HDAC=proteinas desacetilasas de histonas
CoR=Corrapresoras, RARE=alemenio de respuesta a acido retinoico. MAPK= cinasas activadas por
mitdgenas, Modificads de: Rochetta-Egly, 2008




En cambio, en los elementos DR-1, la polaridad es revertida, siendo RAR el que se une
rio arriba y RXR rio abajo (5"-RAR-RXR-3"), modificando la actividad del heterodimero de
activador a represor de genes blanco en presencia de &cido retinoico (Rochette-Egly,

2009).

Tabla 1. Tipos de elementos de respuesta para los receptores nucleares no-

esteroides.

NUumero de Nombre Acrénimo Complejo de receptores.

nucleétidos

espaciadores
1 DR-1 RXRE, PPARE RXR-RXR, PPAR-RXR,

RAR-RXR.

2 DR-2 RARE RAR-RXR
3 DR-3 VDRE VDR-RXR
4 DR-4 TRE TR-RXR
5 DR-5 RARE RAR-RXR

(Modificado de Gronemeyer y Miturski, 2001).

1.4.1 Genes blanco

Existe una gran diversidad de genes que estan sujetos a la regulacion transcripcional
mediada por RAR-RXR. Algunos de los mas estudiados son el gen RARg, la familia de
genes HOX, CYP26A1 y el gen de la proteina celular de union a &cido retinoico Il
(CRABPII) (Rochette-Egly, 2009). Una de las técnicas que se usan para identificar
posibles genes blanco de RAR-RXR vy otros receptores nucleares, es el analisis in silico,
gue predice sitios de unién putativos para NR en los promotores. Anteriormente, se

reportd la existencia de un RARE tipo DR-1 dentro del promotor del gen de la histidasa



hepatica (HAL) (Aleman, et al., 2008). En la siguiente seccién se describiran las funciones

ya caracterizadas de este gen y su producto proteico.

El gen HAL se encuentra en el brazo largo del cromosoma 12, entre las posiciones 22 and
24.1 (Taylor et al.,, 1991). Su promotor contiene elementos de respuesta para GR,
CREB, Sp-1, HNF-1, c-Myc, el factor nuclear activador de la cadena kappa de las células
B (NFkB), entre otros (Aleméan et al., 2005, Sanguedolce et al., 1997) (figura 7). Un
estudio reciente muestra que el promotor de HAL contiene elementos de respuesta tipo
DR-1y que PPAR-a regula negativamente la actividad transcripcional de este promotor en

presencia de un ligando agonista y del coactivador PGC-1a (Aleman et al., 2008).
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Figura 7. Estructura del promotor del gen HAL. S& mueastran los sitios de unidn para los factores de
transcripcion AP1, Sp1, CREB, asi como los elementos de respuesta ipo DR-1 (FPARE) v &l elemanto de
respuesta a glucocorticoidas (GRE). Tomado de Aleman, 2008

Ademas, se ha demostrado que la expresion del gen HAL esta regulada positivamente por
la concentracion de proteinas de la dieta, glucagon y estrégenos, mientras que es
modulada negativamente por ATRA (Torres et al.,1998; Aleman et al., 2005; Eckhart et

al., 2008).

El producto proteico del gen HAL es la histidasa hepética. Esta enzima citosélica cataliza

la primera reaccion del metabolismo de la histidina, la desaminacion de la L-histidina en



acido urocainico. En el higado, el &cido urocainico es metabolizado hasta obtener acido
glutamico, mientras que en la piel el acido urocainico se acumula en las células y genera

fotoproteccion contra los rayos UV (Gibbs y Norval, 2011; Barresi et al., 2011).

1.5 Correguladores

La modulacioén de la expresion génica mediada por los receptores nucleares no-esteroides
requiere del reclutamiento de proteinas accesorias llamadas correguladores, que son
capaces de incrementar o disminuir la transcripcion de dichos genes. Los correguladores
se dividen en dos grupos principales: los factores que regulan de manera positiva la
transcripciobn se denominan coactivadores, mientras que aquellos que realizan una
actividad inhibitoria sobre los promotores se llaman correpresores (McKenna y O Malley,

2002).

1.5.1 Coactivadores

Los coactivadores son moléculas que interacttan con los factores de transcripcién, como
RAR y RXR, e incrementan los niveles de transcripcion de éstos a través de diferentes
mecanismos, como la remodelacién de la cromatina y el reclutamiento de la maquinaria

de transcripcién basal.

Como ya se menciond con anterioridad, RAR y RXR contienen diferentes dominios de
interaccion con sus coactivadores, como AF-1 y AF-2, entre otros. De igual manera, los

coactivadores contienen regiones especificas de interaccién con los receptores nucleares.

Existen distintas interfases de unién entre los coactivadores y receptores. El modelo mejor
caracterizado involucra a un motivo especifico en los coactivadores, denominado caja de

Receptores Nucleares (RN). Esta caja consta de la secuencia consenso LXXLL, en donde



L es el amino&cido leucina y X es cualquier aminoacido. Se ha demostrado que este
motivo es necesario para la interaccion del coactivador con la region AF-2 de los

receptores nucleares activados por ligando.

Para la interaccion de coactivadores con la region AF-1, se ha descrito un modelo bifasico
de interaccion que describe los contactos electrostaticos y rapidos seguidos de una union
lenta y prolongada por medio de residuos hidrofébicos. Cabe mencionar que este modelo
no toma en cuenta la existencia de una secuencia consenso como en el caso de la caja
NR, sino que propone que la interacciéon es dependiente del plegamiento y estructura de

ambas proteinas.

Se han caracterizado numerosos coactivadores, sin embargo, se describiran algunas de

las familias mas representativas para los receptores nucleares no-esteroides RAR y RXR.

a) p160/SRC

La familia del coactivador de receptores esteroides (p160/SRC) esta conformada por tres
proteinas estructuralmente relacionadas entre si y que tienen un peso molecular
aproximado de 160 kDa, llamadas SRC-1, SRC-2 y SRC-3 (figura 8). Existen numerosos
reportes en los que se ha caracterizado la actividad y funciébn de estas moléculas y
actualmente se acepta que son coactivadores generales de los receptores nucleares

esteroides y no-esteroides, incluidos RAR y RXR (Leo y Chen, 2000; Wei, 2003).

Los coactivadores SRC contienen un dominio bHLH (basic hélix-loop-helix) en la region
amino-terminal, que es necesaria para la localizacion nuclear de estos factores y es la
mas conservada entre los miembros de la familia. Cercanos a esta regién, se encuentran
dos dominios de tipo PAS (A y B), que funcionan como mediadores de interacciones
proteina-proteina. Recientemente, se ha demostrado que PAS-B reconoce y se une a

motivos LXXLL en otros factores de transcripcion, como STAT6 y que ademas es un



mediador de la dimerizacion entre distintos miembros de la familia SRC (Lodrini et al.,

2008).

En la parte central de estas proteinas, se encuentra un dominio de interaccion con
receptores nucleares (RID), a través del cual pueden unirse a la region AF-2 de los
receptores. El RID contiene tres motivos LXXLL. Adicionalmente, SRC-1 posee otro
motivo LXXLL en la region distal del dominio carboxilo, el cual es importante para la

activacion total de RAR y otros receptores (Mclnerney et al.,1998).

En la regién carboxilo-terminal, estos coactivadores poseen un dominio de
acetiltransferasa de histonas (HAT). La acetilacion en residuos especificos de las histonas
induce una des-compactacion local de la cromatina y facilita el reclutamiento de factores
de transcripcion especificos y la maquinaria basal de transcripcion (Wolf et al., 2008). En
esta misma region, se encuentra el dominio de activacion, formado por tres motivos
LXXLL y que sirven como una plataforma de interaccion con otros coactivadores, como la
familia p300/CBP (Proteina de union a CREB) y la metil transferasa de argininas asociada

a coactivadores 1 (CARM-1) (Yao et al., 1996; Chen et al., 1999).
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Figura 8. Estructura de un miembro de la familia p160/SRC (SRC-1). 52 muestran los dominios bHLH y
las regiones PAS (verde), los tres motivos LXXLL interaccion con receptores nucleares (negro), dentro del
dominio RID (blanco) v el dominio de acetil-transferasa de histonas (rojo). En azul, se muestra la region de
interaccion con coactivadoras de |a familia p300/CBP. Basado an Wei, 2003




b) p300/CBP

p300 es una proteina de 300 kDa que fue caracterizada por primera vez como un blanco
celular de la proteina adenoviral E1A, mientras que CBP fue identificada gracias a su
asociacion con el dominio de transactivacion del factor de transcripcion CREB y por la
mediacion de la actividad de éste en respuesta a c-AMP. Debido a sus propiedades
intercambiables, en muchos aspectos se considera que p300 y CBP son homoélogos

funcionales (Wei, 2003).

Esta familia se caracteriza por tener dominios discretos que son los responsables de
diversas funciones: poseen un bromodominio, un dominio HAT, un dominio de unién a
SRC-1 y en la regibn N-terminal contiene un dominio LXXLL de interaccién con
receptores. Se ha propuesto que p300/CBP coordina mdultiples vias de sefializacion y

funciona como una plataforma de unién para distintas moléculas (Giordano et al.,1999).

p300/CBP incrementan la actividad transcripcional mediada por RAR y su induccion es
necesaria para una respuesta normal a ATRA en células epiteliales de cancer de mama

(Dietze et al., 2003

c) PGC-1

La proteina coactivadora de receptores activados por proliferadores peroxisomales 1
(PGC-1) fue aislada por primera vez como un coactivador para PPARYy involucrado en la
termogénesis del tejido adiposo. Posteriormente, se demostré que PGC-1 es también una
proteina coactivadora de otros receptores nucleares esteroides y no-esteroides, como ER,
GR, T3R y RAR-RXR y que interacciona con éstos a través del motivo canénico LXXLL

de una manera dependiente de ligando (Tcherepanova et al., 2000; Delerive et al., 2002).



Se ha sugerido que PGC-1 tiene un papel importante en una variedad de procesos
fisiolégicos que involucran a receptores nucleares unidos de manera obligatoria a RXR

(Wei, 2003).

d) NSD1

Esta proteina fue aislada en experimentos de doble hibrido en levaduras y se encontr
gue posee distintos dominios, incluyendo un dominio SET con actividad de metil-
transferasa de lisinas de histonas y multiples dedos PHD, motivos asociados a proteinas
remodeladoras de la cromatina (Huang et al., 1998). Se ha descrito su asociacion con las
formas holo- y apo- del LBD de RAR y RXR. Ademas, se ha caracterizado un dominio de
represion y otro de activacion en esta proteina, lo cual podria definir una nueva clase de

correguladores bifuncionales (Kurotaki et al., 2001).

e) TRAP220

La proteina asociada al receptor tiroideo 220 fue originalmente identificada formando
complejos inmuno-purificados en células tratadas con hormona tiroidea, y después se
demostré que interactia con receptores nucleares, incluyendo RAR y RXR. TRAP220
contiene multiples motivos LXXLL que median su interaccion con los LBD de los

receptores (Yuan et al., 1998; Ren et al., 2000).

f) CARM1

Se ha demostrado que CARM1 metila hucleosomas y potencia la actividad transcripcional
de RAR y RXR. Sin embargo, se ha reportado que CARM1 metila a p300/CBP,
bloqueando la interaccién con CREB e inhibiendo la actividad transcripcional. Por lo tanto,
es posible que CARM 1 funcione como coactivador de receptores nucleares, pero sea un

correpresor de otros factores de transcripcion (Xu et al., 2001).



1.5.2 Correpresores

Los correpresores son proteinas accesorias que se unen a los receptores nucleares como
RAR y RXR y regulan negativamente la transcripcion de sus genes blanco. En la siguiente

seccion, se describiran los correpresores de RAR-RXR mas caracterizados hasta la fecha.

a) N-CoR y SMRT.

El correpresor de receptores nucleares (N-CoR) es una proteina de 270 kDa que fue
identificada gracias a su asociacion con los receptores RAR y TR en ausencia de ligando

(Horlein at al., 1995).

N-CoR posee dos dominios de interaccion con receptores nucleares en la region
carboxilo-terminal y tres dominios asociados a la represion transcripcional en la region

amino-terminal (Lazar, 2003)

Al mismo tiempo, se clon6é una proteina relacionada con N-CoR, llamada silenciador
mediador de los receptores hormonales retinoico y tiroideo (SMRT) (figura 9). SMRT
posee una estructura similar a N-CoR, con dos regiones de interaccién con receptores
nucleares en la porcion carboxilo-terminal y las regiones de represién en el dominio

amino-terminal (Hsia, 2010).

La actividad silenciadora de N-CoR y SMRT se atribuye a dos mecanismos principales. El
primero involucra la interaccion directa de estos correpresores con la proteina mSin3, que
a su vez recluta a complejos de desacetilasas de histonas (HDAC), generando una
compactacion local de la cromatina e inhibicién de la transcripcion (Nagy et al., 1997). El

segundo mecanismo involucra la interaccién directa de N-CoR y SMRT con las HDAC.
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Figura 9. Estructura de la familia de correpresores M-CoR SMRT. Se muestran los tres dominios
asociados a la represion transcripcional (negro) y los dominios de interaccion con receptores nucleares, en
rojo, Basado en Wei, 2003

1.5.2.1 Correpresores que se unen al dominio amino-terminal de RAR.

a) Vinexina B

Un estudio realizado por Bour y colaboradores (2005), ha demostrado que RARy
interactla con una proteina llamada vinexina B, a través de su dominio amino-terminal.
Vinexina B es una proteina adaptadora de unién al citoesqueleto de actina y se encuentra,
ademas, presente en el nlcleo. Esta proteina no posee actividad enzimatica intrinseca y
tiene tres dominios de homologia 3 a Src (SH3). Uno de estos dominios, proximo al
dominio carboxilo terminal, esta involucrado en la unién con RARy. Vinexina B funciona
como un correpresor de RARy, y se ha postulado que interactlia con otras proteinas a

través de sus dominios SH3 para mantener al receptor en un estado inactivo.
b) Acinus-S.

Acinus-S es una proteina nuclear que patrticipa en la condensacion de la cromatina y

procesamiento del RNA mensajero. Recientemente se ha caracterizado su union a RAR



en el dominio amino-terminal y la inhibicién de su actividad transcripcional (Vucetic et al.,

2008).

2 ANTECEDENTES

En estudios anteriores, se identificaron y aislaron fragmentos de proteinas que
interaccionan con el dominio amino del receptor de estrogenos alfa (ERa). Estos datos
fueron obtenidos a partir de la técnica del doble hibrido en levaduras utilizando como
carnada el dominio amino del receptor de ERa (aminoacidos 1-180) para tamizar una

genoteca de la linea celular de cancer de cérvix Hela.

Al realizar la bausqueda de las secuencias en bases de datos, se encontr6 que uno de los
factores correspondia al segundo dominio PDZ (dominio de interaccion proteina-proteina)
de E3KARP (NHERF2, SIP1, TKA1), proteina relacionada con la regulacion del
intercambiador de Na+/H+ ubicado en la membrana de borde de cepillo intestinal y renal,
NHE3 (Yun et al., 1997). Originalmente, E3KARP fue reportado como un gen que codifica
una proteina de 451 aminodacidos y un peso molecular estimado de 50 kDa, sin embargo,
una correccion posterior sefiala que E3KARP es un gen que codifica una proteina de 337
aminodcidos y tiene un peso molecular aproximado de 34 kDa. Posee dos dominios PDZ

de interaccion proteina (Donowitz et al., 2005).

E3KARP/NHERF-2 es un miembro de la familia de factores reguladores del
intercambiador de Sodio/Hidrégeno NHE (NHERF). Esta familia est4 constituida por
cuatro proteinas de andamiaje, llamadas NHERF-1, NHERF-2 (E3KARP), NHERF-3 y
NHERF-4. Los miembros de la familia poseen de dos a cuatro dominios PDZ, que median
las interacciones proteina-proteina. Adicionalmente, NHERF-1 y E3KARP poseen
dominios de unidn a ezrina/radixina/moesina (ERM), lo cual proporciona un vinculo directo

con el citoesqueleto de actina (Donowitz, et al., 2005) (figura 10).
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Figura 10. Estructura de la familia de proteinas NHERF. Se muestran los dominios PDZ (azul) v el
dominio de interaccion con la familia ezrinag, radixing vy moesina (ERM), en rojo. Basado en Donowitz, 2005,

E3KARP fue originalmente caracterizado como un factor que interactia con el
intercambiador NHE3 por medio de ensayos de doble hibrido (Yun et al., 1998).
Posteriormente, se demostr6 que E3KARP activa al receptor del factor de crecimiento
derivado de plaguetas (PDGFR) (Jung-Kang, 2004). Otros estudios han mostrado que
E3KARP se une al regulador transmembranal de fibrosis quistica (CFTR), al receptor
purinérgico (P2Y1) y al receptor B-adrenérgico (B-AR) (Hall et al., 1998a; Hall et al.,

1998D).

E3KARP interacta ademas con proteinas citosélicas como la fosfolipasa C-B3 (PLC-B3)
(Sun, et al., 2001) y proteinas nucleares como el factor de determinacién de testiculo
ligado al cromosoma Y (SRY) y el activador transcripcional con dominios PDZ (TAZ)

(Poulat, et al., 1996; Kanai et al., 2000).

Para corroborar que existia una interaccion directa entre ESKARP y los receptores
nucleares esteroides se realizo6 la interaccion in vitro de E3KARP [*S] y de los dominios

carboxilo y amino de AR, ERa y PR fusionados con glutation S-transferasa (GST). Se



observé que E3KARP interactia con la regiébn amino de estos receptores, y en menor
intensidad con la region carboxilo en ausencia de la hormona correspondiente; sin

embargo, ésta Ultima interaccion desaparece o se debilita en presencia de hormona.

Para determinar si E3KARP era capaz de modular la actividad transcripcional de ERa y
otros receptores esteroides, en nuestro laboratorio se realizaron ensayos con genes
reportero de luciferasa dependientes de los receptores ER, AR, PR 0 GR. Se observo que
E3KARP es un coactivador de estos receptores nucleares, aumentando varias veces su

actividad transcripcional en comparacion con el control (Sanchez Alcantara, 2003).

3 OBJETIVO GENERAL

 Evaluar el papel de E3KARP como posible corregulador en la actividad

transcripcional mediada por los receptores nucleares no esteroides RARa y RXRa.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

+ Comprobar la existencia de una interaccion entre E3KARP y los receptores

nucleares RARa y/o RXRa, in vivo.

* Determinar el efecto de E3KARP en la modulacién de los niveles de transcripcion

mediados por RARa-RXRa sobre un reportero sintético en células de mamifero.

» Evaluar el efecto de ESKARP en la regulacién transcripcional mediada por RARa-
RXRa en un gen reportero regulado por el promotor del gen de la histidasa

hepética en células de mamifero.



4 HIPOTESIS

+ Conociendo que existen un gran numero de correguladores que se comparten
entre distintos miembros de la superfamilia de receptores nucleares y siendo
E3KARP un coactivador de receptores nucleares esteroides, entonces puede
incrementar la actividad transcripcional de algunos receptores nucleares no

esteroides como RAR y RXR.

5 METODOLOGIA
5.1 Lineas celulares y cultivo celular

Se cultivaron las lineas celulares CV-1 (derivadas de rifion de mono verde africano), HeLa
(cancer de cérvix) y HEK 293T (células embrionarias de rifién, con una transfeccién
estable del antigeno T). Los medios de cultivo utilizados fueron: DMEM con 5% de suero
fetal bovino para las lineas CV-1 y HelLa, mientras que para la linea HEK 293T se utilizd
RPMI con 8% de suero fetal bovino. Las células se mantuvieron a 37°C en una atmosfera

aire/CO, de 95%/5% Yy se tripsinizaron cada tres a cuatro dias.
5.2 Plasmidos y transfecciones transitorias.

Para evaluar el efecto de ESKARP sobre la actividad transcripcional mediada por RARa-

RXRa, se realizaron transfecciones transitorias a las lineas celulares CV-1y Hela.

Se utilizaron vectores de expresion derivados del plasmido pCMX (Addgene™), con un
promotor CMV, a los que se les insertaron las secuencias codificantes de RARa (Receptor

de Acido Retinoico alfa humano) y RXRa (Receptor X retinoico alfa humano) (Ambos



plasmidos donados por el Dr. Ronald Evans (Howard Hughes Medical Institute). Ademas
se utilizd un plasmido pcDNAS3.1 (Invitrogen™), también con un promotor de CMV, al que

se insertd la secuencia codificante de E3KARP.

Para evaluar el efecto sobre la actividad, se usaron dos plasmidos que contienen genes
reporteros de luciferasa, llamados pGL3-RARE-luc (donado por el Dr. Ronald Evans) y
HAL C- luc (donado por la Dra. Gabriela Aleman, Instituto Nacional de Ciencias Médicas y

Nutricion, Salvador Zubiran).

pGL3-RARE-luc es un reportero sintético de luciferasa, derivado del plasmido pGL3
(Promega™), al cual se le insertaron tres elementos de respuesta a acido retinoico

(RARE) del tipo DR-5.

HAL C-luc es un reportero de luciferasa derivado del plasmido pGL3 (Promega™) con el
promotor del gen de la histidasa hepatica (HAL), que contiene dos elementos de
respuesta a receptores de proliferadores peroxisomales (PPAREs) del tipo DR-1.
Ademas, contiene sitios de reconocimiento para otros receptores nucleares y factores de
transcripcién, como el GR, el elemento de respuesta de uniéon a c-AMP (CREB), la

proteina activadora 1 (AP1) y la proteina de especificidad 1 (Spl).

Para determinar la eficiencia de la transfeccion, se introdujo un plasmido de expresion

constitutiva psv- p-galactosidasa para normalizar.

El dia previo a la transfeccion, se tripsinizan las células y se siembran 6x10* células por
pozo en placas de 24 pozos (1.9 cm?), para que en 24 horas tengan una confluencia de
cerca del 90%. Se adiciona medio DMEM sin rojo fenol suplementado con 3% de FBS. Al
siguiente dia, se realiza la transfeccién utilizando Lipotectamine 2000 (Invitrogen), en una

proporcion 2:1 de Lipofectamina:DNA, siguiendo las instrucciones del fabricante.



En general, se probaron dos genes reporteros con sitios de interaccion para RAR-RXR,
en dos lineas celulares, en presencia y ausencia de los receptores. Esto funciona como
control para determinar la actividad basal del reportero y compararla con su actividad al
sobreexpresar los receptores, en presencia y ausencia del ligando ATRA. Inicialmente se
realizaron ensayos con diferentes concentraciones de ligando (100 nM, 500 nM y 1 uM)

para determinar la concentracién optima que mostrara la mejor actividad transcripcional.

Adicionalmente, se repiten los experimentos en presencia de diversas concentraciones
de nuestro corregulador a evaluar, E3KARP y se compara con coactivadores conocidos,

previamente, como lo es SRC-1.

El disefio de las transfecciones fue como se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Disefio experimental de las transfecciones transitorias a las células CV-1y
HelLa. Las concentraciones denotan la cantidad de plasmido transfectada por pozo en

cajas de 24 pozos.

Receptor | Receptor Reportero Coactivador | Proteina Reportero
luciferasa a evaluar normalizacién
50 ng 50 ng 250 ng 0-200 ng 0-200 ng 20 ng
RARE-Iluc B-galactosidasa
RARE-luc E3KARP | B-galactosidasa
RARE-Iuc SRC-1 B-galactosidasa
RARa RXRa RARE-Iuc B-galactosidasa
RARa RXRa RARE-Iuc E3KARP | B-galactosidasa
RARa RXRa RARE-Iuc SRC-1 B-galactosidasa
HAL C-luc B-galactosidasa
HAL C-luc E3KARP | B-galactosidasa
HAL C-luc SRC-1 B-galactosidasa
RARa RXRa HAL C-luc B-galactosidasa
RARa RXRa HAL C-luc E3KARP | B-galactosidasa
RARa RXRa HAL C-luc SRC-1 B-galactosidasa




En cada experimento, se variaron las condiciones generales mencionadas arriba, debido
a la necesidad de demostrar mecanismos distintos. A continuacion, se describen las

condiciones especiales que se utilizaron en dichos experimentos.

5.2.1 EFECTO DE E3KARP SOBRE LA EXPRESION DE LUCIFERASA REGULADA POR RAR Y

RXR EN UN PROMOTOR SINTETICO TIPO DR-5 EN DOS LINEAS CELULARES.

Para determinar el efecto de E3KARP sobre la actividad transcripcional de RARa/RXRa,
se utilizé un gen reportero de luciferasa bajo un promotor sintético DR-5 (RARE-Iuc) en
presencia y ausencia de ATRA (1 uM). Se utilizaron concentraciones crecientes de
E3KARP (50, 100 y 200 ng). Se determiné la concentracién ideal del corregulador y fue la
gue se utilizé para los siguientes ensayos. Estos experimentos fueron realizados en la

linea celular CV-1.

Para confirmar el efecto de E3KARP sobre la actividad transcripcional de los receptores,
se realizaron ensayos en la linea celular HeLa, en donde se utilizo el reportero RARE-luc,

E3KARP (200 ng) y plasmido vacio a 200 ng.

5.2.2 EFECTO DE SRC-1 Y PINX-1 SOBRE LA EXPRESION DE LUCIFERASA EN UN

PROMOTOR SINTETICO TIPO DR-5.

Para mostrar el efecto de E3KARP sobre la actividad transcripcional mediada por RARa y
RXRa, en comparacioén con otros correguladores, se realizaron experimentos en células

HelLa. Se transfect6 el reportero RARE-luc, ambos receptores y E3KARP, SRC-1 6 PINX-
1 (200 ng). Ademas, se transfectd plasmido vacio como control negativo. Todas las

condiciones fueron ensayadas en presencia o0 ausencia de ATRA (1 uM).



5.2.3 EFECTO DE RARa SOBRE LA EXPRESION DE LUCIFERASA EN EL PROMOTOR DE

HAL CON ELEMENTOS TIPO DR-1.

Inicialmente decidimos determinar si el promotor de HAL (HAL C-luc) seria un buen
promotor natural para observar los efectos de E3KARP sobre la actividad transcripcional
de RAR/RXR, ya que tiene elementos de respuesta tipo DR-1, y responde a varios
factores de transcripcion, incluyendo a PPARa-RXR. Utilizamos concentraciones
crecientes de RARa (0, 50, 100 y 200 ng), para demostrar que éste tuviera un efecto
transcripcional sobre el promotor en presencia y ausencia de ATRA. RXR fue transfectado

a una concentracion de 50 ng.

5.2.4 EFECTO DE E3KARP SOBRE LA EXPRESION DE LA LUCIFERASA EN EL PROMOTOR

DE HAL CON ELEMENTOS TIPO DR-1.

Una vez demostrado el papel de RARa sobre el promotor del gen HAL, se determiné el
efecto de E3KARP sobre la actividad transcripcional de los receptores en este contexto.
Se utilizaron concentraciones crecientes de E3KARP (100, 200 y 300 ng), RARa (200 ng)
RXRa (50 ng), y HAL C-luc. Como control negativo, se transfectdé plasmido vacio a
concentraciones crecientes y como control positivo, se utiliz6 SRC-1 a las mismas
concentraciones (100, 200 y 300 ng). Se incluyé ademas, un control sin transfectar y otro
control en el que se transfectaron solamente los reporteros HAL C-luc y B galactosidasa.
Todas las condiciones fueron ensayadas en ausencia o presencia de ATRA (1 uM), en

células CV-1.

5.25 EFECTO DE SRC-1 Y PINX-1 SOBRE LA EXPRESION DE LUCIFERASA EN EL

PROMOTOR DE HAL CON ELEMENTOS TIPO DR-1.

Para comparar el efecto de E3KARP sobre la actividad transcripcional de RARa-RXRa y

otros correguladores en el contexto del promotor HAL C-luc, se realizaon ensayos en



células HelLa. Se transfectaron los plasmidos RARa, RXRa y HAL C-luc. Ademas, se
introdujeron E3KARP, SRC-1 6 PINX-1. Se utiliz6 un pldsmido vacio como control
negativo. Todas las condiciones fueron ensayadas en ausencia o presencia de ATRA (1

HM).

En todos los ensayos, al siguiente dia de la transfeccion, se desecha el medio de cultivo y
se adiciona medio fresco sin suero o al 0.2% de FBS tratado con carb6n activado y
dextran. Se afade al medio el vehiculo (Dimetil sulfoxido, DMSO) (1:1000), que se utiliza
como control negativo, o0 ATRA (1uM), para evaluar el efecto del tratamiento hormonal
sobre la actividad transcripcional de RARa-RXRa. Estos tratamientos se hicieron por
triplicado. El tratamiento hormonal y con DMSO fue repetido a las 24 horas y pasadas 48

horas se cosecharon las células para realizar ensayos de luciferasa y B galactosidasa.

5.3 Ensayos de luciferasa y 8 galactosidasa

Para determinar el efecto de E3KARP sobre la actividad transcripcional mediada por
RARa-RXRa en los dos reporteros, se realizaron ensayos de actividad de la enzima
luciferasa. Esta proteina cataliza la oxidacion del pigmento luciferina en una reaccién que
tiene como resultado la liberacion de luz, que es detectada por un luminémetro como

Unidades Relativas de Luz (URL).

Para normalizar la transfeccién, se realizaron ensayos de actividad de la enzima B-
galactosidasa dentro de el mismo tubo, que lleva a cabo la oxidacién de su sustrato
Galacton™, que es una molécula basada en los 1,2-dioxetanos. La B-galactosidasa de-
glicosila a esta molécula y después de un cambio en el pH de la muestra, el sustrato

emite luz que es detectada por un luminémetro.



Se lisaron las células siguiendo la siguiente metodologia: se aspird el medio de cultivo y
se agregaron 50 pL de buffer de lisis 1X (NaH,PO, 100 mM, Na,HPO, 100 mM, Tritdn X-

100 0.2% pH 7.8). Se agregd 1mM de ditiotreitol (DTT) al momento de la preparacion.

5.3.1 Ensayos de actividad de luciferasa.

Se tomaron 30 pL de lisado y se transfirieron a una cubeta para luminémetro, una por
cada pozo. Se agregaron 100 pL de buffer de reaccion (glicilglicina 25 mM, MgCl, ,15 mM,
ATP 5 mM, BSA 0.5 mg/mL, pH 7.8) de manera manual y 30 pL de luciferina mediante el
inyector del luminbmetro. Se configurdé el luminémetro para realizar la lectura de la

actividad de la luciferasa durante 20 segundos.

5.3.2 Ensayo de actividad de B-galactosidasa.

Se agregaron 100 pL de solucién de reaccion (NaH,PO, 100 mM, Na,HPO, 100 mM,
MgCl, 1 mM, Galacton 1X, pH 8) al lisado utilizado para el ensayo de luciferasa. Se incubé
la reaccion en la oscuridad durante una hora a temperatura ambiente. Pasado el periodo
de incubacion, se agregaron 100 pL de solucién aceleradora (Solucién aceleradora
TROPIX EMERALD™ al 10% en NaOH 0.2 N) de forma manual. Se ajusté el lumindmetro

para realizar la lectura de actividad durante 5 segundos.

Los datos fueron normalizados obteniendo el cociente URL luciferasa/ URL pB-
galactosidasa. La induccion fue calculada con el cociente de los valores registrados en

presencia de ATRA y aguellos obtenidos en presencia de vehiculo.



5.4 Co-inmunoprecipitacion

Para determinar la interaccion de los receptores RARa y RXRa con E3KARP in vivo, se
realizaron ensayos de co-inmunoprecipitacion. Se sembraron 2X10° células de la linea

HEK 293T en placas de 10 cm (59 cm? de area).

Tabla 3. Disefio experimental de la co-inmunoprecipitacion de RARa-RXRa y

E3KARP.

Placas Plasmido ATRA | Inmunoprecipitacién | Western Blot | Reutilizacién
con transfectado (10 uM) de
células membrana
Hek 293 T

1 pcDNA3.1 ) a ESKARP a EBKARP
(6 pg)

2 pcDNA E3KARP O] algG a E3KARP
(6 no)

3 pcDNA E3KARP O] a E3KARP a E3KARP
(6 ng)

4 RARa + RXRa O] a RAR a RAR a RXR
(3 Ug c/u)

5 RARa + RXRa ) a RXR a RXR a RAR
(3 1g clu)

6,7 RARao+ RXRa + (-)/+ a E3BKARP a RAR
E3KARP

(3 g de cl/u de los

receptores + 6 g
E3KARP)

8,9 RARa + RXRa + (-)/+ a ESKARP a RXR
E3KARP

(3 ug de cl/u de los

receptores + 6 ug
E3KARP)

10,11 RARa + RXRa + (-)/+ a RAR a ESKARP
E3KARP

(3 ug de cl/u de los

receptores + 6 ug
E3KARP)

12,13 RARa + RXRa+ )+ a RXR a ESKARP
E3KARP

(3 pg de cl/u de los

receptores + 6 g
E3KARP)

14,15 - )+ o E3KARP o E3KARP




El dia siguiente, se realizaron transfecciones transitorias con los plasmidos, RARa, RXRa

(3 pg clu), pcDNA3.1-E3KARP (6 pg) y pcDNA3.1 (6 ug) .

Las transfecciones, inmunoprecipitacién y western blot fueron realizados segun el disefio

mostrado en la Tabla 3.

Al siguiente dia de la transfeccion, se cambi6 el medio a las células y se les traté con 10
UM de ATRA o DMSO. Se incubaron durante 24 horas con estos tratamientos y después
fueron lavadas dos veces con 5 mL de PBS 1X frio. Se agregdé 1 mL de PBS 1X frio a
cada placa y se mantuvieron en hielo a partir de este momento. Se realizé un raspado de

la monocapa celular y después fueron transferidas a tubos Eppendorf™ de 1.67 mL.

Se centrifugaron las muestras a 10,000 rpm a 4 °C por un minuto y se aspir6 el
sobrenadante. Se afadieron 500 yL de buffer de lisis con inhibidores de proteasas (50
mM Tris pH 7.5; 150 nM NaCl; 0.5% NP40; 10% glicerol) en presencia o ausencia de
ATRA (10 uM) y se homogeneizaron. Se incubaron por 30 minutos a 4 °C en agitacion
suave y posteriormente se centrifugaron a 13,000 rpm por 30 minutos a 4 °C. Se tomo
una alicuota de 80 uL del sobrenadante de cada muestra y fue guardado a -80 °C. Las
muestras fueron transferidas a tubos eppendorf™ con perlas de sefarosa 4B (Sigma™)
para preclarificar el extracto y se incubaron en agitacién lenta por 30 minutos a 4°C. Se
centrifugaron las muestras a 13,000 rpm por 2 minutos a 4 °C y se agregaron anticuerpos
policlonales (3 pg) purificados de suero de cabra (anti-E3KARP) 6 conejo (anti-RARa y
RXRa) 6 un anticuerpo inespecifico 1IgG (Santa Cruz Biotechnologies™), segun lo
mostrado en la tabla 3. Se incubaron los anticuerpos durante 3 horas a 4°C en agitacion
suave y después se afadieron 60 pyL de Proteina A sefarosa (si el anticuerpo fue
producido en conejo) o proteina G sefarosa (producido en ratén o cabra), segun

correspondiera a la muestra. Se dejo incubando toda la noche. Al siguiente dia, se



centrifugaron las muestras a 3,000 rpm por 2 minutos a 4 °C y posteriormente se
realizaron seis lavados con buffer de lisis con inhibidores de proteasas en presencia o
ausencia de ATRA (10 uM). Entre cada lavado, se centrifugaron las muestras a 3,000 rpm

por 1 minuto a 4 °C.

Se afadieron 50 pL de buffer de carga para proteinas 1X y se homogeneizaron las
muestras. Se hirvieron durante 8 minutos y se centrifugaron a 13,000 rpm por 2 minutos a
4°C y se recuper6 el sobrenadante en tubos eppendorf™ nuevos. Se guardaron las

muestras a -80°C.

5.5 Western blot.

Para verificar que los plasmidos con las secuencias codificantes de RARa, RXRa y
E3KARP se sobre-expresan al transfectarlos transitoriamente en células Hek 293 T, se
realizaron ensayos de western blot introduciendo diferentes concentraciones de los

vectores de expresion antes mencionados.

Para el caso de los receptores RARa y RXRa, se transfectaron 3 ug de DNA a las células
Hek 293T en presencia y ausencia de ATRA (10 uM). Para el caso de E3KARP, se

transfectaron cinco concentraciones de plasmido: 1 ug, 3 ug, 5 ug y 10 pg.

Al dia siguiente de la transfeccién, se adicionaron 200 uL de buffer de lisis (Tris 0.5 M pH
6.8; Glicerol; SDS 10%, azul de bromofenol 0.1%; B-mercaptoetanol 1%) a cada pozo y se

guardaron a -80 °C hasta el dia siguiente.

Las muestras obtenidas en el procedimiento anterior fueron descongeladas sobre hielo y
cargadas en un gel de acrilamida al 10%. Se corrieron 40 uL de cada muestra a 100 mV
durante dos horas. El gel fue transferido a una membrana de nitrocelulosa (BioRad™)

durante toda lanoche a1l2 mVy a4 °C.



Al siguiente dia, se lavo la membrana con TBS-T (TBS 1X, Tween™ 20 0.1%) durante 5
minutos. Posteriormente la membrana se incubd en agitacion durante 1 hora en una
solucion de leche con polvo. La membrana se lavé con TBS-T tres veces y se incubd
durante una hora con una dilucién 1:5000, hecha en TBS-T, de los anticuerpos RARa,
RXR (purificados en suero de conejo) o E3KARP (purificado en suero de conejo) (Santa
Cruz Biotechnologies™), segun lo mostrado por la tabla 3. Se dejé incubando toda la
noche a 4°C. Después, se realizaron tres lavados con TBS-T de 5 minutos cada unoy se
afadié el anticuerpo secundario anti-conejo-HRP (dilucién 1:10,000) (Santa Cruz
Biotechnologies™) y se incubé durante tres horas a 4 °C. Se realizaron tres lavados con

TBS-T de 10 minutos cada uno.

Después, se revel6 la membrana. Se preparé la solucion de revelado, utilizando el kit ECL
Plus Western Blotting Detection System (GE Healthcare Life Sciences ™). se mezclaron
250 pL de Solucion A y 25 uL de solucion B y se dejaron incubando por 5 minutos en
oscuridad. Pasado este tiempo, se humedecid la membrana con esta mezcla y se
introdujo en un cassette, envuelta en plastico delgado. Se dej6é incubando 5 minutos.
Dentro de un cuarto oscuro, se extrajo una placa de revelado (Amersham Hyperfilm ™
ECL) y se colocé sobre la membrana envuelta en plastico. Se dejé exponiendo durante 2,
5 o 10 minutos, segun fuera necesario. Después, la placa se sumergid en solucién
reveladora (Kodak™GBX) hasta observar las bandas de interés, inmediatamente se
transfiri6 a un recipiente con agua y después se sumergidé en solucion fijadora

(Kodak™GBX). La membrana fue almacenada en TBS a 4 °C.

5.6 Reudtilizacion de la membrana

Se sumergié la membrana en buffer de reutilizacion (100mM de B-mercaptoetanol; 2%

SDS; 62.5 mM Tris-HCI pH 6.7). Se incub6 por 60 minutos en agitacion lenta y se lavé 2



veces en TBS-T 1X a temperatura ambiente. Después se bloque6 la membrana en leche

en polvo al 5% disuelta en TBS-T y se continud con el resto del protocolo de western blot.

6. RESULTADOS.

6.1 SOBRE-EXPRESION DE E3KARP: WESTERN BLOT.

Inicialmente, verificamos la expresion de nuestra proteina de interés mediante western
blot. Como observamos en la figura 11, la proteina E3KARP se sobre-expresa al
transfectar transitoriamente el plasmido que contiene su secuencia codificante, siendo

mas evidente conforme aumenta la concentracién de DNA introducido.

E3KARP

g

Figura 11. Sobre-expresidn de EIKARP en células Hek 293T. S& muastra el Western blot obtenido a partir
de la transfeccion del plasmido de expresion con 1a secuencica codificante de E3KARF a concentraciones
cracientes,

6.2 INTERACCION IN VIVO: ENSAYOS DE CO-INMUNOPRECIPITACION.

Para demostrar que E3KARP interactta con los receptores RARa y RXRa, se llevaron a
cabo ensayos de co-inmunoprecipitacion en células Hek 293T, como se describe en la

seccion de metodologia.



En la figura 12 se muestra un experimento representativo de tres ensayos independientes.

A partir del patron observado en la placa de revelado, se desprende que la proteina

E3KARP se expresa en células HEK 293T de manera enddgena y que la transfeccién

transitoria del vector vacio pcDNA 3.1 (6 pg) no afecta esta expresion. En segundo lugar,

se observa que la proteina E3KARP y las proteinas RARa y RXRa se sobre-expresan al

transfectar transitoriamente los plasmidos que contienen la secuencia codificante de estos

productos proteicos

Se observa que el anticuerpo contra ESKARP es capaz de precipitar a los receptores

RARa y RXRa in vivo en presencia y ausencia de ATRA. Lo que indica que las tres

proteinas se encuentran en el mismo complejo proteico.

PLASMIDO
pCMX-RAR  + + o+
PCMX-RXR  + o o
pCONA-E3K  + + o+
10 UM ATRA - - &
<€— 64kDa
IP: RAR
<€— 49kDa
RAR E3KARP
RAR E3KARP
<€—49kDa
RXR E3KARP
RXR E3KARP

PLASMIDO
pCDNA3.1 - -+
pCDNA-E3K - - -+ B f +
pCMX-RAR - -+ o+ + + +
pCMX-RXR - - + + . + +
10 pM ATRA
49kDa
E3KARP
INpUT - . .
E3KARP RAR

Figura 12. E3IKARP interactua con RARa y RXRa in vivo en células Hek 293T.



6.3 INFLUENCIA DE E3KARP SOBRE LA EXPRESION DE UN GEN REPORTERO
SINTETICO DE LUCIFERASA REGULADO POR LOS RECEPTORES DE ACIDO

RETINOICO.

Para evaluar el efecto de E3KARP sobre la actividad transcripcional mediada por RARa y
RXRa, se realizaron transfecciones transitorias de estos tres genes en las lineas celulares
CV-1y HeLa. Para medir los niveles de activacion, se co-transfect6 como reportero el
gen de luciferasa, llamado RARE-luc. La expresion de luciferasa se encuentra regulada
por un promotor cuya actividad es dependiente de los receptores RARa y RXRa, ya que

contiene un RARE del tipo DR-5.

Para analizar la eficiencia de la transfeccion y normalizar los datos obtenidos, se
transfectd un reportero de B-galactosidasa, el cual se expresa de forma constitutiva en

células de mamifero mediante un promotor de citomegalovirus.

Las células fueron tratadas con el ligando agonista ATRA o con el vehiculo DMSO. Los
resultados mostrados son un experimento representativo, ya que todos los ensayos se

repitieron por lo menos tres veces.

6.3.1 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE ATRA A UTILIZAR

Varios grupos han reportado que el ATRA puede activar a RARa y RXRa, sin embargo se
reportan al menos tres concentraciones distintas: 100 nM, 500 nM y 1 uM (Klein, et al.,
2000; Farboud et al.,2003; Saito et al., 2010). Se realizaron experimentos para determinar
la concentracibn mas adecuada de activacion de los receptores en nuestro sistema, por
este ligando agonista. Se transfecté el reportero RARE-luc, y ambos receptores y las

células fueron tratadas con 100 nM, 500 nM y 1 uM de ATRA o con DMSO, como



vehiculo. Como se observa en la figura 13, la activacion inducida por 1 pM de ATRA es la
mas fuerte, por lo que todos los experimentos posteriores se realizaron utilizando esta

concentracion.
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Figura 13. Curva de concentracion de ATRA en células CV-1. (A) Se muestran los valores de unidades
relativas de luz de luciferasa (URL) normalizadas con las unidades relativas de luz (URL) de
B-galactosidasa. Cada muestra fue tratada con DMS0 o con 100 nl, 500 nh & 1pM da ATRA

6.3.2 EFECTO DE E3KARP SOBRE LA EXPRESION DE LUCIFERASA REGULADA

POR RARa Y RXRa EN UN PROMOTOR SINTETICO TIPO DR-5.

Se ha mostrado con anterioridad que E3KARP es un coactivador de los receptores
nucleares esteroides ER, AR, PR y GR (Sanchez-Alcantara, 2003). Habiendo ejemplos de
coactivadores que se comparten entre los miembros de la super-familia, como SRC-1, se
evaluaron diferentes concentraciones de E3KARP para determinar si puede incrementar

los niveles de transcripcion del heterodimero de RARa -RXRa en un promotor sintético.
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Figura 14. EIKARFP incrementa la transcripcion de luciferasa (promotor DR-5) cuando se transfecta
a concentraciones crecientes en células CV-1. (A) Se muestran los valores de unidades relativas de luz
de luciferasa, Cada muestra fue tratada con DMS0 o con 1M de ATRA

Para demostrar tal efecto, se realizaron experimentos de activacion transcripcional del
reportero RARE-luc mediada por RARa-RXRa en las células CV-1 en presencia y
ausencia de su ligando ATRA y transfectando concentraciones crecientes de E3KARP
(50, 100 y 200 ng). El control P.V. (plasmido vacio), corresponde al efecto de los

receptores sobre el promotor en ausencia de la sobre-expresion de proteinas accesorias.

Bajo estas condiciones, se observd un incremento ligero en actividad transcripcional al
transfectar ESKARP (50 ng) comparado con el plasmido vacio. Al transfectar 100 ng de
plasmido, la actividad basal y en presencia de hormona aumenta tres veces con respecto

al control. Se observo que al transfectar concentraciones mayores de E3KARP (200 ng),



la actividad basal y en presencia de hormona disminuye (figura 14), siendo comparable al

control.
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Figura 15. E3IKARP aumenta la transcripcion mediada por RAR y RXR en el contexto de un promotor
sintético tipo DR-5 en células Hela. (A) S& muestran las unidades relativas de luz (UEL) de luciferasa
normalizadas con los valores de las unidades de luz (URL) de B- galactosidasa. Las células se trataron con
DMS0 o con 1 pM de ATRA (B) Se muesiran los valores de la induccion (cociente entre |a actividad en
presencia de hormona y en ausenca de hormona) en cada condicidn.

Para confirmar estos resultados, se llevaron a cabo experimentos de activacion
transcripcional mediada por RAR-RXR en células HelLa, en presencia y ausencia de
ATRA y en presencia y ausencia de E3KARP (200 ng) (figura 15). Para estos ensayos, se
calculd la induccién, que es el cociente entre la actividad transcripcional en presencia de
hormona y la actividad en ausencia de ésta. Se utilizo el control negativo plasmido vacio a
200 ng. Se observé un incremento de 3 veces en la induccion al sobre-expresar E3KARP,

comparado con el plasmido vacio.

Los resultados anteriores sugieren que E3KARP es un coactivador de RARa y RXRa en el

contexto de un promotor sintético del tipo DR-5.



6.3.3 EFECTO DE SRC-1 Y PINX-1 SOBRE LA EXPRESION DE LUCIFERASA

REGULADA POR RARa Y RXRa EN UN PROMOTOR SINTETICO TIPO DR-5.

Con el fin de evaluar mas detalladamente la actividad transcripcional de RARa y RXRa
sobre el reportero RARE-luc, se midio la expresion de luciferasa al transfectar SRC-1, que
ya ha sido caracterizado como un coactivador de RARa. Adicionalmente, se transfectd

PINX-1, que es un correpresor de ERa (datos sin publicar).

Se observd que al transfectar E3KARP, se incrementa 2.4 veces la actividad
transcripcional de RARa y RXRa. ElI mismo efecto se observa en el caso de SRC-1, ya

gue la induccion aumenta 2.8 veces. PINX-1 muestra un efecto de activacion sobre la

expresion de luciferasa, tanto en presencia como en ausencia de hormona (ver figura 16).

Es importante notar que E3KARP aumenta la expresion de la luciferasa en niveles
comparables a los del coactivador SRC-1, por lo que estos resultados apoyan la hipétesis

de que E3KARP es un coactivador de RARa y RXRa. A partir de estos experimentos no
es posible deducir que papel podria tener PINX-1 en la regulacion mediada por RARa y

RXRa. Se requieren mas experimentos para clarificar este fenémeno.
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Figura 16. Efecto de EIKARP, SRC-1 y PINX-1 en la actividad transcripcional mediada por RAR v RXR
en el contexto de un promotor tipo DR-5,2n la linea celular HelLa. {A)5e muestran las unidades relativas
de luz (URL) de luciferasa normalizadas con los valores de |las unidades de luz (URL) de B- galactosidasa.
Las muestras fueron fratadas con DMSO o con 1 pM de ATRA

6.4 INFLUENCIA DE RARa y E3KARP SOBRE LA EXPRESION DE UN REPORTERO
DE LUCIFERASA REGULADO POR EL PROMOTOR DEL GEN DE LA HISTIDASA

HEPATICA (HAL).

Anteriormente, se habia reportado que el receptor que PPARa regula negativamente la
actividad transcripcional del promotor del gen HAL en presencia de un ligando agonista y
del coactivador PGC-1a, mientras que GR lo regula positivamente en presencia de su
ligando agonista (Aleman et al., 2008). Analisis in silico mostraron que esta region
regulatoria contiene multiples sitios de unién para diversos factores de transcripcion, como

GR, PPARa y CREB, entre otros. (Aleman et al., 2008). Ademas, un estudio anterior

demuestra que ATRA modula negativamente la expresion de HAL en queratinocitos



(Eckhart et al., 2008). Por lo tanto, se hizo necesario caracterizar si RARa y RXRa regulan

de manera directa este promotor.

Para evaluar esta posibilidad, y demostrar que los efectos mostrados en la expresion de
la luciferasa eran debidos a la regulacién de transcripcional mediada por RARa, se
realizaron curvas en las que se transfectd6 RARa a concentraciones crecientes. Como
control negativo, se introdujo a la célula solamente el reportero, lo que constituye la

actividad basal del promotor en ausencia de la sobreexpresion de receptores retinoicos.
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Figura 17. RARa incrementa la expresion de luciferasa en el contexto del promotor natural tipo DR-1
en células CV-1. (A) S& musstran los valores de unidades relativas de luz de luciferasa. Cada muestra fue
tratada con DMS0 o con 1ulM de ATRA.

Se observé que en esta linea celular no hay activacion del promotor de HAL en ausencia
de transfeccion con RAR/RXR aln en presencia de ATRA. Al transfectar RAR/RXR,se
observé un incremento de 3.6 veces en la actividad al transfectar RARa a una

concentracion de 50 ng comparado con el control negativo, un aumento de 1.7 veces a la



concentracion de 100 ng de plasmido transfectado y un aumento de 4 veces al transfectar

200 ng de RARa (figura 17).

Por lo tanto, sugerimos que RARa, en presencia de ATRA es capaz de regular

positivamente la expresion de HAL en células de mamifero.

6.4.1 EFECTO DE E3KARP SOBRE LA EXPRESION DE LUCIFERASA EN EL

PROMOTOR DE HAL CON ELEMENTOS TIPO DR-1.

Una vez que se demostré que RARa regula la expresion de luciferasa con el promotor del
gen HAL en células CV-1, se realizaron experimentos para dilucidar el papel de E3KARP

en esta modulacion.

En estos ensayos, se transfectaron ambos receptores en presencia de E3KARP o SRC-1
en concentraciones crecientes y en presencia o ausencia de ATRA (1 uM) y se calculé la
induccién, como ya se habia mencionado anteriormente. Como se esperaba, se observé
un efecto positivo sobre la actividad transcripcional del promotor del gen HAL al sobre-
expresar los receptores, sin importar la cantidad de plasmido vacio transfectado. El
tratamiento con ATRA gener6 inducciones muy similares en estas condiciones, siendo
éstas de 7, 6.5 y 5.6 veces, por lo que se confirman los resultados de experimentos
anteriores y ademas se descarta que la transfeccibn en si misma altere los datos

obtenidos.

Al transfectar SRC-1, se observa un incremento en la actividad transcripcional mediada
por RARa y RXRa, aumentando 26 veces con respecto al control sin hormona. Es

importante mencionar que SRC-1 fue transfectado a las mismas concentraciones que



E3KARP vy el control P.V, y que en todos los casos la actividad transcripcional aumento

conforme a la concentracion de pladsmido (datos no mostrados).
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Figura 18. La sobre-expresion de EIKARP promueve la disminucion de la transcripcion mediada
por RAR y RXR en el contexto del promotor natural (HAL) tipo DR-1 en la linea celular CV-1. (A) Se
fugstran a8 unidades relalivas de luz (URL) de luciferasa pormalizadas con 168 valores de 188 unidadas da
luz (URL) de B- galactosidasa. Las células se trataron con DMS0 o con 1 pM de ATRA. (B) Se muestran los
valores de la induccidn (cociente entre la actividad en presencia de hormona y en ausencia de hormona) en
cada condician



Sorprendentemente, al introducir E3KARP, se observa una disminucion de la actividad
transcripcional que depende de la concentracion de plasmido transfectado, reduciendo la
induccion de 16 veces a 2 veces y 3 veces. Si comparamos estas inducciones con su
correspondiente control negativo (induccién con plasmido vacio), observamos que

disminuye casi tres veces con respecto a éste.

Por lo tanto, aun cuando a bajas concentraciones la sobre-expresién de E3KARP parece
activar a este promotor, a mayores concentraciones promueve la inhibiciéon del promotor
natural tipo DR-1 del gen HAL, en este contexto celular, a diferencia de lo que sucede

con un promotor sintético DR-5 (figura 18).

Con el fin de confirmar el efecto de ESKARP sobre la actividad transcripcional mediada
por RARa-RXRa en este promotor, se realizaron ensayos en otro contexto celular (células
HelLa). Se transfectaron ambos receptores, el reportero HAL C-luc y E3KARP (200 ng) o
el control plasmido vacio. Sorprendentemente, se observé que la transfecciéon de E3KARP
aumenta 7.6 veces la actividad transcripcional sobre el promotor de HAL, en comparacion
con el plasmido vacio (figura 19). Estos resultados sugieren que el efecto de E3KARP en
la regulacion transcripcional mediada por RARa-RXRa en este promotor podria ser
dependiente del contexto celular y/o de la disponibilidad de correguladores en cada tipo

celular.
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Figura 19. E3KARP activa la expresion de luciferasa mediada por RAR y RXR en el contexto de un
promotor natural tipo DR-1 (HAL) en la linea celular Hela. (&) Se muestran las unidades relativas de luz
(URL) de luciferasa normalizadas con los valores de las unidades de luz (URL) de - galactosidasa. Las
celulas se trataron con DMSO o con 1 pM de ATRA.  (B) Se muestran los valores de |a induccion (cociente
entre la actividad en presaencia de hormaona ¥ en ausencia de hormona) en cada condicion.

6.4.2 EFECTO DE SRC-1 Y PINX-1 SOBRE LA EXPRESION DE LUCIFERASA EN EL

PROMOTOR DE HAL CON ELEMENTOS TIPO DR-1.

Para caracterizar el papel de distintos correguladores en la actividad transcripcional
mediada por RARa y RXRa en el contexto de este promotor, se midi6 la expresion de la
luciferasa bajo las mismas condiciones que se describen en la seccion de metodologia.
El control negativo utilizado fue el vector vacio a una concentracién de 100 ng. Las células

utilizadas fueron Hela.

Al transfectar E3KARP, se observé un ligero incremento en la actividad comparada con el
control plasmido vacio, mientras que SRC-1 aument6 6 veces esta actividad. PINX-1
disminuy6 la actividad, de manera comparable al control negativo (figura 20). Por lo

tanto, E3KARP parece promover la activacion transcripcional de este promotor en este



contexto celular y PINX-1 promueve la inhibicion de este promotor, en comparacion con el

control.
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Figura 20. Efecto de EIKARP, SRC-1 y PINX-1 en la actividad transcripcional mediada por RAR v RXR
en el contexto de un promotor natural tipo DR-1, en células Hela. (A) Se muestran las unidades
relativas de luz (URL) de luciferasa normalizadas con los valores de las unidades de luz (URL) de B-
galactosidasa. Las muestras fueron fratadas con DMSO o con 1 pM de ATRA

7 DISCUSION

La identificacion de nuevos correguladores y la caracterizacion de los mecanismos
asociados a la regulacion génica en células transformadas es relevante para obtener una
comprension mas detallada de la biologia del cancer y la validacion de mejores blancos

terapelticos para este conjunto de enfermedades.

En los dltimos afios, se han identificado y caracterizado un gran numero de
correguladores que se unen a distintos miembros de la super-familia de receptores

nucleares, ya sean del grupo de receptores esteroides o0 no-esteroides. Estas



interacciones pueden tener efectos positivos 0 negativos sobre la actividad del receptor
nuclear. Varios de estos correguladores actian sobre receptores de tipo | y tipo Il, de la
misma manera, por ejemplo: SRC-1, un coactivador general de receptores nucleares
esteroides y no-esteroides, incluyendo RARa ; CBP, un coactivador de ERa, AR, PR y
RARa (Heery, et al., 1997); PGC1-a, un coactivador de PPARy, RXRa, HNF-4a, ERa y
GR (Puigserver et al., 1999; Knutti et al., 2000; Tcherepanova et al., 2000; Delerive, et al.,
2002; Bhalla et al., 2004), y los correpresores N-CoR y SMRT, que inhiben la transcripcién

mediada por los receptores nucleares esteroides y no-esteroides (Wei, 2003).

En la primera parte de este trabajo, se demostré6 que E3KARP interactia con RARa y
RXRa in vivo en células de mamifero por medio de ensayos de co-inmunoprecipitacion,
mostrando por primera vez que E3KARP se une a receptores nucleares no-esteroides.
Los resultados muestran que este corregulador se encuentra en el mismo complejo con el
heterodimero RARa-RXRa, tanto en presencia como ausencia de un ligando agonista,
como ya se ha demostrado previamente con otros coactivadores, como PCAF y NSD-1
(Blanco et al., 1998; Huang et al., 1998). Estos resultados no muestran si la unién entre
los receptores y E3KARP es directa o indirecta, ni determinan qué residuos de estas
proteinas son relevantes para esta interaccion. Estos puntos deberdn analizarse en
futuros estudios y se requerirAn mas experimentos para determinar los detalles de estas
interacciones. Sin embargo, se conoce que E3KARP interactia preferentemente con la
region amino-terminal de los receptores esteroides estudiados anteriormente por nuestro

grupo, por lo que es probable que la interaccion se lleve a cabo en este dominio.

Por definicion, un coactivador incrementa la actividad transcripcional de un factor de
transcripcion. Para realizar esta determinacion, se utilizO un reportero que contiene
elementos de respuesta candnicos DR-5 y observamos que E3KARP es un coactivador

del heterodimero RARa-RXRa en este contexto, en dos lineas celulares de mamifero. El



arreglo especifico y nimero de nucle6tidos espaciadores entre ambas mitades de la
secuencia RARE determinan la selectividad de la union a cada elemento de respuesta, la
polaridad de la unién del heterodimero a estas secuencias y la regulacion transcripcional
mediada por los receptores. En elementos de respuesta tipo DR-5 0 DR-2, el compafiero
de dimerizacion RXR de un heteordimero RAR-RXR ocupa la mitad 5. Este arreglo
particular o “polaridad del heterodimero”, promueve cambios conformacionales en RAR
gue tienen como resultado la disociacion de correpresores, después de la union a ligando.
Ademas, estos cambios conformacionales facilitan la union de coactivadores al
heterodimero y por lo tanto, la activaciéon de la transcripcion del gen blanco (Sanguedolce

et al., 1997).

Nosotros sugerimos que E3KARP, ademdas de ser por si mismo un coactivador, puede
funcionar como plataforma de unién a otros coactivadores en el contexto de un promotor
tipo DR-5, ya que se le considera proteina de andamiaje en varios contextos, tanto
nucleares como citoplasmaticos y no parece poseer una actividad enzimatica intrinseca
(Weinman et al., 1995; Shenolikar et al., 2001). Es necesario probar esta hipétesis en
estudios posteriores, realizando ensayosde coinmunoprecipitacion de cromatina, en
donde se evaluara la presencia de coactivadores y correpresores conocidos, en el

promotor de HAL (DR-1) y RAR 8 (DR-5).

Después de haber comprobado que RAR tenia actividad positiva sobre el promotor de
HAL, en presencia de ATRA, quisimos determinar el efecto de E3KARP sobre este
promotor complejo que contiene sitios de tipo DR-1. Esto fue interesante ya que Eckhart
et al. (2005) habian observado la inhibicion de HAL en queratinocitos después del
tratamiento con ATRA. Sin embargo, se observé que al sobre-expresar RAR en

presencia de ATRA, habia un incremento en la actividad del promotor en dos lineas



celulares, sugiriendo que la actividad de este promotor puede ser dependiente del

contexto celular.

Se demostré ademas que E3KARP regula negativamente la activacion transcripcional del
promotor natural de la histidasa hepatica (HAL), en presencia de ATRA, en la linea celular
CV-1. Este efecto es dependiente de la concentracion de plasmido transfectado. En un
estudio previo, se habia demostrado que PPARa regula negativamente la actividad
transcripcional de este promotor en presencia de un ligando agonista y del coactivador
PGC-1a (Aleman et al., 2008). Como en el caso de los promotores tipo DR-5,
anteriormente se ha reportado que el arreglo y nimero de los nucleétidos espaciadores
de ambas mitades del elemento de respuesta es relevante en la modulacion de la
actividad de los heterodimeros RAR y RXR. En los RARE tipo DR-1, la polaridad de los
receptores se invierte, por lo que RAR se encuentra en la posicién 5°. En algunos casos,
cuando esto sucede, la unién de un ligando agonista no provoca la disociacién de los
correpresores, resultando en la inhibicion de la expresion del gen blanco (Sanguedolce et
al., 1997). Sin embargo, existen ejemplos en la literatura que sugieren la participacion de

otros factores en este mecanismo.

Se ha reportado la existencia de RARE tipo DR-1 activos, en los que RAR-RXR regulan
positivamente la expresion génica. Durand y colaboradores (1992), reportaron este efecto
en el gen CRABPII en lineas celulares de carcinoma embrionario (P19). Otro estudio
muestra que RARB y RXR modulan positivamente la expresion del gen murino Ssm, que
igualmente contiene sitios DR-1 en su promotor (Han, et al., 2007). Los autores del primer
estudio explican estos resultados por medio de un modelo en el que no existe un Unico
patrébn de reconocimiento por parte de los heterodimeros RAR-RXR sobre el DNA,
mientras que los autores del segundo reporte sugieren que la disponibilidad de las

distintas isoformas de los receptores en cada contexto celular, podrian regular el efecto en



la expresion génica en este tipo de elementos de respuesta. Al ser una proteina de
andamiaje, es posible que el efecto que observamos con E3KARP a altas
concentraciones se podria deber al reclutamiento de proteinas represoras al promotor o
tener un efecto a nivel citoplasmético donde este involucrado en retener proteinas en el

citoplasma o modificar el comportamiento de algunas vias de sefalizacion.

Nosotros observamos que E3KARP aument6 la actividad transcripcional mediada por
RARa-RXRa sobre el promotor de HAL en células HelLa. Este incremento puede
explicarse de dos maneras. La primera se basa en el hecho de que este promotor natural
contiene mdltiples sitios de reconocimiento para otros factores de transcripcion, ademas
de los RARE tipo DR-1: posee un GRE, tres sitios de union para Apl, dos sitios de union
para CREB y un sitio especifico para Spl (Aleman et al., 2008). Cualquiera de las
proteinas antes mencionadas puede explicar la modulacion positiva de la transcripcidén en
el contexto de este promotor natural. Nosotros sugerimos que estas observaciones
podrian representar un efecto positivo de E3KARP sobre el GR enddgeno que expresan
las células Hela, ya que anteriormente se ha demostrado que E3KARP es un coactivador
de este receptor y de otros receptores nucleares esteroides (Sanchez-Alcantara, 2003).
En futuros estudios, sera necesario realizar ensayos de actividad transcripcional
transfectando el reportero HAL, GR y E3KARP en presencia y ausencia de hormona, para
saber si GR y E3KARP regulan este promotor Es importante mencionar que la linea
celular CV-1 no expresa de manera endoégena GR o0 algun otro receptor nuclear esteroide,
lo cual refuerza nuestra explicaciébn sobre los distintos efectos de E3KARP en la
transcripcién del reportero con un promotor natural tipo DR-1 observados entre ambas
lineas celulares. Aunque esta explicacion sea correcta, no se puede descartar la
participacion del heterodimero RARa-RXRa en el mecanismo, ya que en estos

experimentos la adicion de ATRA provoca una induccion de la expresion del gen



reportero. Es posible que mdultiples factores se encuentren regulando la actividad
transcripcional en este promotor y que E3KARP pueda mediar la union a distintos
receptores nucleares y/o factores de transcripcion en células HeLa. Ademas, es posible
gue estos mecanismos dependan de la disponibilidad de correguladores en contextos
celulares distintos, como otros autores ya han sugerido anteriormente para el caso de los

RARE tipo DR-1 (Han, et al., 2007).

Por lo tanto, el modelo de cambios en la polaridad en los distintos contextos del promotor,
ya sea del tipo DR-1 o del tipo DR-5, explican parcialmente los efectos opuestos sobre la
actividad transcripcional de los receptores. Se comprobd que RAR, por si solo, regula
positivamente la expresion del reportero HAL en respuesta al tratamiento con ATRA y que
la sobre-expresion de ESKARP disminuye la actividad transcripcional en este contexto.
Este efecto inhibitorio es dependiente de la cantidad de plasmido transfectado. Nosotros
explicamos estos resultados por medio de un mecanismo en el que el heterodimero
RARa-RXRa se encuentre reclutando coactivadores y que, por lo tanto, se esté
promoviendo la transcripcibn del gen reportero. Al transfectar E3KARP en
concentraciones crecientes, se regula negativamente esta expresion, por lo que
sugerimos que ESKARP promueve la inhibicién de la transcripcion de HAL en células CV-
1. Proponemos un modelo en el que RARa-RXRa modula a los promotores con RARE
tipo DR-1 a dos niveles: a nivel de arreglo y espaciamiento del RARE (contexto del
promotor) y a nivel de correguladores y/o factores de transcripcion reclutados por los
receptores. En estudios posteriores, estos mecanismos deberan dilucidarse por medio de
la construccibn de vectores con RAREs mutados y por ensayos de co-
inmunoprecipitacion de cromatina (ChlP) en donde se detectara si E3BKARP se encuentra
interactuando con los dos tipos de promotores (DR-1 y DR-5) y si existen cambios sobre

las proteinas ancladas dependientes del contexto del promotor y/o del contexto celular.



Con estos experimentos, podremos saber si ambos niveles de regulacion son importantes

para determinar la promocion o inhibicién de la expresion de genes.

Bajo este mismo modelo, E3BKARP puede funcionar como una plataforma de unién a
distintas moléculas, ya que reclutaria a otros coactivadores en el contexto de un promotor
tipo DR-5, mientras que facilitaria la uniébn de correpresores o bloquearia la union de
coactivadores en el contexto de un promotor tipo DR-1. En el primer caso, el resultado es
una modulacion positiva de la actividad transcripcional de RARa-RXRa y en el segundo
caso, una regulacién negativa. Sin embargo, se conoce que E3KARP interactia con
varios receptores nucleares diferentes y varias otras proteinas citoplasmaticas y
nucleares, por lo que este mecanismo de inhibiciébn podria ser mediado por interaccion
con otras proteinas y no directamente a nivel del promotor. Para determinar si ESKARP
realmente funciona como un correpresor en este contexto, se tendrdn que realizar mas
estudios, en donde se sobre-expresara y silenciara E3KARP, se tratara a las células con
ATRA y después se determinara el nimero de copias del RNA mensajero del gen HAL
por medio de la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa con

transcriptasa inversa (QRT-PCR) .

Los datos obtenidos con el promotor natural tipo DR-1 del gen HAL arrojan otra
perspectiva interesante. Un estudio anterior demostré que la expresion del gen HAL es
regulada negativamente por el tratamiento con ATRA (1 uM) en queratinocitos (Eckhart et
al., 2008). Se ha caracterizado la funcion del producto proteico de HAL, la histidasa
hepatica, que es la de metabolizar la L-histidina y convertirla en acido urocainico. En el
higado, el 4cido urocainico es metabolizado hasta obtener acido glutamico, mientras que
en la piel este producto se acumula en las células y las protege contra los rayos UV
(Barresi et al., 2011). En este estudio, demostramos por primera vez que RARa y RXRa

son mediadores en la regulacion de este gen y que ademas, ESKARP esté involucrado en



este mecanismo de manera dosis-dependiente, en células CV-1. Tomando en cuenta
todas las evidencias anteriores, seria importante analizar el papel de los receptores
nucleares RARa y RXRa y la proteina E3KARP en la regulacién transcripcional del gen
HAL vy el efecto que tendria en el metabolismo de histidina y/o en la fotoproteccion contra

rayos UV.

Los datos muestran que PINX-1 funciona como un correpresor de RAR-RXR en ambos
promotores y en las dos lineas celulares utilizadas. Estos resultados corresponden con
estudios anteriores, en los que se demostrdé que PINX-1 es un correpresor de ERa. Sin
embargo, es necesario caracterizar que PINX-1 es un correpresor de RAR y RXR por

medio de estudios de gRT-PCR y ChlIP.

En este trabajo, se utiliz6 SRC-1 como un control positivo para llevar a cabo los
experimentos, ya que es un coactivador bien caracterizado de RARa-RXRa. Nosotros
confirmamos este efecto positivo en la transcripcion para ambos promotores y
consideramos que SRC-1 es una proteina coactivadora con actividad de acetilasa de
histonas que no es regulada por el contexto del promotor. Por el contrario, nosotros
sugerimos que E3KARP es un corregulador que si es modulado por el contexto del
promotor y que, debido a que es considerada como una proteina de andamiaje, coordina

la unién de mudltiples factores que generan distintos efectos en la expresion.

Otra de las perspectivas sugeridas a partir de este trabajo, es la caracterizacion de las
proteinas que son reclutadas en cada promotor. Como ya se ha mencionado antes,
nosotros sugerimos que el contexto celular y del promotor y el reclutamiento diferencial de
correguladores y/o factores de transcripcién mediado por los receptores y ESKARP podria
ser uno de los mecanismos que expliquen los efectos contrarios en la expresion regulada

por los dos tipos de promotores. Conocer qué actores participan en estos procesos



celulares y qué importancia tiene el contexto del promotor en la regulacién de la expresion

de genes son puntos clave a investigar en el futuro.

8 CONCLUSIONES

A partir del trabajo de caracterizacion de E3KARP como corregulador de receptores
retinoicos en dos promotores distintos, y de acuerdo con los resultados obtenidos,
podemos concluir que, en primer lugar, E3KARP interactia con RARa y RXRa in vivo en
presencia y ausencia del ligando agonista ATRA en células de mamifero, siendo la

primera vez que se demuestra que E3KARP se une a receptores nucleares no esteroides.

Se demostroé que E3KARP incrementa los niveles de transcripcion mediados por RARa y
RXRa en el contexto de un promotor sintético tipo DR-5, de manera comparable al efecto

gue tiene SRC-1 en este promotor, por lo que sugerimos que E3KARP es un coactivador

de RARa y RXRa en este contexto.

Se comprobé que RARa y su compariero de dimerizacion RXRa, por si mismos aumentan
los niveles de transcripcién en el promotor natural tipo DR-1 del gen HAL, en presencia de
ATRA y que la sobre-expresion de E3KARP disminuye la actividad transcripcional
mediada por los receptores en este contexto, en células CV-1, por lo que sugerimos que
RAR modula positivamente al gen HAL y que ESKARP est4 involucrado en la inhibicion

directa o indirecta de este gen.

Sorprendentemente, se observé que E3KARP aumenta los niveles de transcripciéon
mediados por RARa y RXRa en el contexto del promotor natural del gen HAL en células
Hela, sugiriendo que esta regulacién podria depender del contexto celular. Nosotros

sugerimos que la regulacion de la transcripcion en este promotor natural se da a nivel del



elemento de respuesta especifico y del reclutamiento diferencial de correguladores por
parte de los receptores y proteinas de andamiaje como E3KARP. Sin embargo, es
necesario realizar mas experimentos que determinen las proteinas que son reclutadas en
ambos promotores y qué papel puede tener E3KARP como plataforma de unién a
multiples moléculas. Deben realizarse, asimismo, estudios en donde se establezca el
papel de RARa, RXRa y E3KARP en el metabolismo de la histidina y/o fotoproteccion

contra los rayos UV.

PINX-1 se comporta como un corregulador que aumenta o disminuye la actividad de
RARa y RXRa, dependiendo del promotor, sin embargo, deben realizarse mas

experimentos para confirmar estos resultados.

PERSPECTIVAS

1. Determinar si la interaccion entre RAR RXR y E3KARP se realiza de forma directa
o indirecta, e identificar los residuos que median esta interaccion.

2. Dilucidar el mecanismo mediante el cual E3KARP regula la actividad
transcripcional de RAR y RXR e identificar qué proteinas son reclutadas en ambos
promotores, del tipo DR-1 y del tipo DR-5.

3. Confirmar que E3KARP es un corregulador cuyo efecto sobre RAR y RXR
depende del contexto del promotor.

4. Caracterizar a PINX-1 como un correpresor de RAR y RXR.

5. Evaluar el papel de RAR y RXR y la proteina E3KARP en la regulacién
transcripcional del gen HAL y el efecto que podria tener en el metabolismo de la

histidina y fotoproteccién contra rayos UV.



6. Determinar el papel de E3KARP en procesos celulares como diferenciacion y

apoptosis.
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