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Resumen




Analysis Of Progesterone Receptor Functional Domains In Human
Breast Cancer Cell Lines

Steroid hormone receptors act directly in the nucleus over the chromatin
organization and transcriptional activity of several cellular promoters. On the
other hand, they have an indirect, less understood effect on cytoplasmic
signal transduction pathways, affecting ultimately on gene expression. For
the progesterone receptor (PR), MAPK pathway activation in response to
progestins in the breast cancer-derived cell line T47D is mediated by the
interaction and activation of PR on the estrogen receptor (ER). We are
interested on distinguishing between direct effects of nuclear receptors and
those mediated by signal transduction pathways on transcription of
hormone-responsive genes and cell proliferation. For this, we have stably
expressed in the PR-negative T47Dy cell line, tagged forms of the PR isoform
B (PRs) mutated at regions involved either in DNA binding (PRs-DBD), or in
its ability to interact with ER and activate the c-Src/Erk cascade (PRs-ERID).
The PRg-DBD mutant has lost its ability to bind and activate the reporter
mouse mammary tumor virus (MMTV) promoter, and PRs-ERID is unable to
induce cell proliferation in response to progestins. An additional mutant, PRg-
AF2, previously described as unable to recruit coactivators to the MMTV
promoter, has also been tested. Gene expression in response to progestins
in cell lines expressing wild type or mutant PRs has been studied by
microarray hybridizations on a 750 genes-containing breast cancer
customized cDNA array. Our results define the subsets of hormone-
responsive genes regulated by the different modes of action of PRg, as well
as genes where the nuclear and nongenomic pathways of PRs cooperate.
Results have been extensively validated by RT-real time PCR on kinetic
experiments of hormone treatment, and by using additional PRs mutants and
several signaling pathways inhibitors. Finally, we have focused our attention
on the involvement of Cyclin D1 gene (CCND1) activation by hormone on cell
proliferation, the mode of action of PR on its activation and the analysis of
promoter regions where PR binds. In conclusion, the stable cell lines
generated here have proven to be useful to identify the transcriptome
regulated by the different modes of action of PR and further understand
biological consequences of steroid hormones.



Analisis De Los Dominios Funcionales Del Receptor De
Progesterona En Lineas Celulares Estables De Cancer De Mama

Los receptores esteroideos actian directamente en el nicleo en la
organizacion de la cromatina y en la actividad transcripcional de varios
promotores celulares. Por otro lado, estos tienen otro efecto indirecto,
menos comprendido en las rutas de transduccion de sefales
citoplasmaticas, afectando en ultima instancia a la expresion génica. Para el
receptor de progesterona (PR), la activacion de la ruta de MAPKs en
respuesta a progesterona en lineas celulares de cancer de mama T47D es
mediada por la interaccion y activacion de PR sobre el receptor de
estrogenos (ER). Nosotros estamos interesados en distinguir entre los
efectos directos de los receptores nucleares y aquellos mediados por las
rutas de transduccion de sefales en la transcripcion de genes en respuesta a
hormona y proliferacion celular. Para esto, nosotros hemos expresado
establemente  en una linea cellular T47Dy desprovista de PR, formas
varinates marcadas de la isoforma B del PR en regiones involucradas bien en
la unién al DNA(PRs-DBD), o en su habilidad para interaccionar con ER y
activar la cascada c-Src/Erk (PRs-ERID). El mutante PRs-DBD ha perdido su
capacidad para unirse y activar el promotor reportero Mouse Mammary
Tumor Virus (MMTV), y PRs-ERID es incapaz de inducir proliferacién celular
en respuesta a progesterona. Un mutante adicional, PRs-AF2, previamente
descrito como incapaz de reclutar coactivadores para la regulacion del
promotor MMTV, también ha sido probado. La expresidon génica en respuesta
a progesterona en lineas celulares expresando los PR salvaje y mutantes ha
sido estudiada por hibridaciones en un microarray personalizado
conteniendo el cDNA de 750 genes de cancer de mama. Nuestros resultados
definen conjuntos de genes regulados en respuesta a hormona por los
diferentes modos de accion del PRg, también genes dénde las rutas
nucleares y no genémicas cooperan. Los resultados han sido extensamente
validados por RT PCR en tiempo real en experimentos cinéticos con
tratamientos hormonales, y por usar mutantes adicionales de PRg y varios
inhibidores de rutas de senalizacion. Por ultimo, hemos centrado nuestra
atencion en la participacion del gen Ciclina D1 (CCND1) en proliferacion
celular por hormona, el modo de accién del PR en su activacion y el analisis
de las regiones promotoras donde PR se une. En conclusion, las lineas
estables generadas aqui han probado ser utiles para identificar el
transcriptoma regulado por los diferentes modos de accion de PR y
adicionalmente comprender las consecuencias biolégicas de las hormonas
esteroideas.
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Introcuccion



SUPELRFAMILIA DE RECEPTOLES NUCLEALKES

1.1.1 - EL NACIMIENTO DE LA SUPERFAMILIA

Aunque las hormonas lipofilicas (esteroideas, tiroideas, y vitamina D3) fueron
aisladas en la primera parte del siglo XX, sus mediadores permanecieron ocultos hasta la
sintesis del estradiol radiomarcado por Jensen y Jacobsen en 1960, el cual permitio la
identificacion de una o mas proteinas de union a estradiol. El hallazgo de que esta proteina se
translocaba del citoplasma al nucleo tras administrar hormona sugirié que habia una union entre
el control de transcripcion y las acciones fisiolégicas de la hormona (Jensen, 2004). Este
concepto se apoya en el trabajo de los laboratorios de Clever y Ashburner, mostrando que el
resople cromosdmico en cromosomas polidiez de insecto era activado por ecdisteroides
(Ashburner, Chihara, et al, 1974). Las identificaciones siguientes de genes respondiendo
transcripcionalmente en tejidos diana por hormonas esteroideas de vertebrados, junto con el
hallazgo de que el receptor de glucocorticoides (GR) podria exhibir una estructura modular con
sitios separados para la hormona y de unién al ADN, y también que el promotor MMTV (Mouse
Mammary Tumor Virus) tenia elementos de respuesta a GR (GRE) con las propiedades
caracteristicas de un elemento potenciador, llevéd a un modelo de la accién de las hormonas
esteroideas como factores transcripcionales de unién a potenciadores regulados por ligando
(Chambon, 2004)(Yamamoto, 1985). En esta fase el clonaje de los receptores esteroideos se
volvidé una imperiosa necesidad porque estudios genéticos requerian elucidar la base molecular

de este modelo.

Originalmente, en 1972, se identificaron en el oviducto de gallina, dos formas diferentes
del receptor de progesterona (PR), llamadas PRa y PRs, y desde entonces se han encontrado en
la mayoria de células que responden a progesterona (Schrader, Toft, and O'Malley, 1972) estas
dos formas que comparten la estructura modular, con el dominio de transactivacién (AF), un muy
conservado dominio de union a ADN (DBD) y el dominio de union a ligando (LBD) en el extremo
carboxilo (Beato, Herrlich, and Schutz, 1995). Trece afos, tuvieron que pasar para que el ADNc
del GR humano fuese clonado por Ron Evans (Govindan, Devic, et al, 1985). En la misma
época, usando anticuerpos preparados contra el receptor de estrogenos humano (ER), junto a
oligonucledtidos sonda derivados de su secuencia aminoacidica, el laboratorio de Chambon aislo
y secuencié clones de ADNc para GR (Govindan, Devic, et al, 1985), y mostré que uno de ellos
contenia el marco abierto de lectura (ORF) completo del ER, del ahora conocido como ERa

(Raymoure, McNaught, et al, 1986). El GR y el ER, los cuales a propdsito fueron los primeros

14



factores de transcripcion para RNA-Polimerasa Il en ser clonados, exhibieron una sorprendente
homologia con el oncogen viral v-erbA cuyo homologo celular, la proteina c-erbA, mostré ser el
receptor de hormonas tiroideas (TR) (Weinberger, Thompson, et al, 1986). Este evento mostré la
primera indicacion de que los receptores esteroideos podrian pertenecer a una superfamilia de
receptores estructuralmente relacionados, que interaccionan con ligandos quimicamente no

relacionados.

Una comparacion de los receptores con el ER de gallina el laboratorio de Kumar reveld
seis regiones de homologia, dos de las cuales estaban altamente conservadas, al usar
construcciones con receptores quiméricos en los que faltaba alguna de las dos regiones de la
estructura modular e independiente de los NRs, en la cual las regiones actualmente conocidas
como LBD y DBD funcionaban independientemente (Kumar, Green, et al, 1987). Poco después
vendrian los descubrimientos del primer receptor de &cido retinoico o (RAR), y de las dos
isoformas mas de RAR-B RAR-y (Petkovich, Brand, et al, 1987)(Krust, Kastner, et al, 1989).

Queda claro que 1987 fue la época del inicio del clonaje de todos los miembros de las
superfamilia de receptore nucleares (NR), basandose en la homologia de sus DBDs. y LBDs. El
gran hito fue logrado in 1999: 49 NRs humanos habian sido clonados, entre los cuales 24 eran
receptores huérfanos para los que aun su ligando no ha sido descubierto.

Ligand Group
TRa, p (NR1A 1,2) Thyroid Hormones -
RARu, f, v (NR1B 1.2,3) Retinoic Acids
PPARG, B,y (NR1C 1,2,3) Fatty Acids
REV-ERBa,p and E75 (NR1D 1,2,3) Unknown
E78 (NR1E 1) Unknown
RORa, B, y and DHR3 (NR1F 1, 2, 3, 4) Retinoic Acids !
CNR14 (NR1G) Unknown
ECR,LXR o, f and FXR o, p (NR1H 1, 2, 3, 4, 5) Ecdystone/Oxysterol
VDR, PXR and CAR1 (NR11 1, 2, 3, 4, 5) Vitamin D/Androstanol
DHR96 (NR1J 1) Ecdysteroids
NHR1 (NR1K 1) Unknown _
NG1(, NURR1, NOR1 and DHR38 (NR4A 1, 2, 3, 4) Unknown w
COUP a, B, SVP, COUP vy, SVP46, EAR (NR2F 1, 2, 3,4, 5,6) Unknown T
TXL, TLL, PNR, dissatisfaction (NR2E 1, 2, 3, 4) Unknown
DHR78 (NR2D 1) Unknown
TR2, TR4 (NR2C 1, 2) Unknown I
= RXR a, . 7, USP (NR2B 1, 2, 3, 4) Retinoic Acids
HNF4 a, v, B, DHNF4 (NR2A 1, 2, 3, 4) Fatty acyl-CoA thioesters_|
SF1, LRH1, FTZ-F1 (NR5A 1, 2, 3) Unknown v
| | FTZ-F1B (NR5B 1) Oxysterol 7 _
GCNF1, THR4 (NR6GA 1,2) Unknown _ Vi
ERRp (NR3B 2) Unknown
4|_—|: ERRy (NR3B 3) Unknown
ERRa (NR3B 1) Unknown
—ERB (NR3A 2) Estrogens
1 GR (NR3C 1) Cortisol n
‘!V ERa(NR3AT) I MR (NR3C 2) Aldosterone (Steroids)
| L PR(NR3C3) Pragesterone
AR (NR3C 4) Testosterone ]

1.2 - MIEMBROS DE LA SUPERFAMILIA



Los receptores nucleares son factores de transcripcidn intracelulares que
regulan la actividad de los complejos de redes génicas. Estas proteinas definen una superfamilia
responsable de la mayor parte de los aspectos del desarrollo eucariota, diferenciacion,
reproduccion, y homeostasis metabdlica. Esta superfamilia se divide tipicamente en 3 clases: La
familia de receptores esteroideos (Clase 1) incluyendo el receptor de progesterona (PR), el de
estrdgenos (ER), glucocorticoides (GR), andrdgenos (AR) y mineralocortocoides (MR). La familia
del &cido retinoico o tiroideo (Clase ll) incluye los receptores de tiroides (TR), vitamina D (VDR),
acido retinoico (RAR) y del peroxisoma activador proliferador (PPAR). La tercera clase de
receptores (Clase Ill) ha sido llamada la familia de receptores huérfanos, y define un conjunto de
proteinas identificadas por analisis comparativo de secuencias como pertenecientes a la
superfamilia de receptores nucleares para la cual su ligando es desconocido. Los receptores
huérfanos estan recibiendo una particular atencion porque algunos de los nuevos ligandos
identificados (pe: acido biliar) implican a sus receptores en una variedad de procesos

metabdlicos (Chawla, Repa, et al, 2001).

1.3 - FUNCION SEGUN LA CLASE

Aunque todos los receptores nucleares regulan la expresion génica, entre las tres clases
existen sutiles diferencias en los mecanismos bioquimicos por los cuales los receptores llevan a
cabo su funcién. Con respecto a la familia de receptores esteroideos clase I, modelo tradicional
dénde tras la unién del ligando hormonal, el receptor se libera de las proteinas de choque
térmico (HSPs), trasloca al nucleo y se une como homodimero a elementos palindrémicos de
respuesta (repetidos a la inversa) corriente arriba de los sitios promotores. ER reconoce la
secuencia consenso AGGTCA, y el resto de receptores esteroideos reconoce la secuencia
consenso AGAACA. La unién al ADN va a la par al reclutamiento de proteinas coactivadoras y a
la posterior activacion transcripcional. Los receptores esteroideos se unen como dimeros
cabeza-cabeza: Un promotor de un dimero se une a una muy conservada mitad de uno de los
hexanucleotidos, y el segundo receptor se une a la secuencia hexanucleotidica menos
conservada. Las dos mitades son separadas por un numero invariante de tres nucledtidos,
aunque el tipo de nucledtidos no esta conservado. La clase Il de receptores tipicamente funciona
como heterodimeros, TR, VDR, RAR y PPAR son asociados con el receptor de acido retinoico X
(RXR) y se unen como un complejo dimérico a repetidos elementos de respuesta. El
heterodimero reconoce la secuencia consenso hexanucleotidica de AGGTCA. A diferencia de los
receptores esteroideos, estas proteinas se unen con una orientacién cabeza-cola y soportan
pequefios cambios en el nimero de nucledtidos entre las dos mitades necesarias para una
especificidad combinada (Umesono, Murakami, et al, 1991). Desde una perspectiva funcional,
los heterodimeros tienden a quedarse unidos a sus elementos de respuesta a pesar de que el
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agonista/ ligando esté presente; En ausencia de ligando, la activacion génica es evitada por la
interaccidn con corepresores manteniendo el heterodimero unido a ADN. Tras la union del
ligando, las proteinas corepresoras son liberadas y los coactivadores reclutados, llevando a la

activacion de la transcripcion.

Todavia no se tiene un completo conocimiento de la funcion de los receptores huérfanos
clase lll, pero ciertas evidencias indican que estos receptores bien pueden heterodimerizar con
RXR o pueden unirse como mondmeros a elementos de respuesta a hormona para llevar a cabo
su funcion. Tipicamente estas proteinas reconocen secuencias hexanucleotidicas similares,
como hacen los de clase Il, pero algunos de los receptores huérfanos también se unen como

mondmeros a las secuencias de ADN que flanquean los sitios de reconocimiento.

Los modelos actuales han servido para la comprension de la accion de los receptores
nuclear. Sin embargo, sus limitaciones son evidentes, demostrando la dependencia alostérica de
los receptores nucleares para regular la expresion génica, dependencia estructural tanto del
receptor como con las proteinas coactivadores y el promotor de ADN. Algunas de estas
transiciones incluyen cambios localizados en la orientacion helicoidal, y otras son transiciones
globales de orden-desorden. Aunque los mecanismos fisicos que llevan a reajustes estructurales
no son conocidos. Ademas a la complejidad, le afadimos que las interacciones del receptor
nuclear y coactivadores al promotor no son estaticas, sino que incluyen procesos altamente
inestables dependientes del tiempo que involucran a més de 50 proteinas (Kastner, Krust, et al,
1990).

1.4 - EVOLUCION DEL COMUN ANCESTRO

Los efectos de las hormonas esteroideas son mediados a través de su union a
receptores intracelulares, los cuales son miembros de la superfamilia de receptores nucleares
(NR). Esta famila de factores de transcripcion engloba a los receptores para hormonas
esteroideas, tiroideas, vitamina D y acido retinoico asi como a un numero de receptores
huérfanos. Se cree que todos los NRs derivan de un antecesor comun y que los receptores
ancestrales podrian haber sido constituidos de factores de transcripcion homodiméricos que han
evolucionado y adquirido la habilidad para unirse a ligando y heterodimerizar. Alternativamente,
los receptores ancestrales podrian haber sido originalmente dependientes de ligando y la union a
ligando especifica podria haber cambiado a lo largo de la evolucion, resultando en la pérdida de

dependencia de ligando para algunos de esos receptores.



DOMINIOS FUNCIONALES DE LOS RECEPTORES NUCLEALES

.2.1 - RELACIONES ESTRUCTURALES CON LA FUNCION

Estudios bioquimicos de receptores parcialmente purificados, demostraron que los

receptores nucleares contienen dos subunidades
estructurales: una moderadamente conservada en el
extremo-C de union a ligando (LBD) y una altamente
conservada de uniéon a ADN (DBD) localizada
centralmente. La LBD tiene un nimero de funciones
criticas. Primero, como indica su nombre, el LBD
contiene un bolsillo interior de unién especifico para
su hormona o ligano. Segundo, el dominio contiene
una funcién de activacion transcripcional por ligando
(AF2)

coactivadoras. El coactivador es entonces capaz de

necesaria  para reclutar  proteinas
interaccionar con proteinas de remodelamiento de la
cromatina y activar asi la maquinaria general de
transcripcién. Finalmente, el LBD es un mediador de
reacciones para reajuste  (dimerizacion 0
tetramerizacion), necesarias para la union de alta
afinidad a elementos de respuesta a hormona.

c

S

RECEPTORES ESTEROIDEOS
CLASICOS

Clasicos o nucleares, los
receptores esteroideos son proteinas
localizadas en el citosol (o algunas veces en
el nucleo). En union a ligando, realizan un
cambio conformacional que les permite
interaccionar con al ADN. Los receptores
contienen un dominio en el extremo
carboxilo que presenta un bolsillo de unién a
ligando; un dominio central conservado rico
en cisteinas que es probablemente
responsable de la actividad de unién a ADN;
y una region variable en el extremo amino
que podria modular la transactivacion. Los
receptores nucleares esteroideos muestran
una considerable homologia entre ellos, y
forman una superfamilia de proteinas junto
a los receptores de la vitamina D, y para
hormonas tiroideas. Mas de 60 diferentes
proteinas receptoras han sido identificadas
en los vertebrados. En algunos casos, sus
ligandos no han sido identificados, y en este
caso se describen como receptores
huérfanos.

La segunda subunidad identificada fue el DBD, la que

ancla el receptor al elemento de respuesta hexanucleotidico

LBD
(AF2) N
AF1

localizado dentro de los promotores nucleares regulados por
el receptor. Como veremos con mas detalle, el DBD también

sirve como un transmisor alostérico de informacion a otras

regiones de la molécula del receptor. EL DBD esta conectado

DBD

al LBD por una corta secuencia de aminoacidos bisagra,

llamada region H. Las propiedades funcionales de la

secuencia bisagra aun no son muy claras, aunque ésta puede

ser fosforilada y la fosforilacion produce un incremento de la activacién transcripcional (Knotts,

Orkiszewski, et al, 2001).
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La mayoria de los receptores nucleares contienen secuencias aminoacidicas en el
extremo-N del DBD. Estos residuos contienen funciones de activacion transcripcional llamadas
AF1. A diferencia de las secuencias moderadamente conservadas AF2 incluidas dentro del LBD,
la secuencia AF1 esta poco conservada (<15%) a lo largo de la superfamilia de los receptores
nucleares, e incluso dentro de subgrupos tal como la familia de receptores esteroideos. Esta falta
de homologia entre secuencias tanto de AF1 como del extremo-N podria explicar, por ejemplo,
como los receptores esteroideos pueden unirse a elementos de respuesta similares In Vitro, de
promotores de genes diferencialmente regulados, conteniendo las mismas secuencias que In
Vivo. Finalmente, aunque la secuencia AF1 puede funcionar como un activador transcripcional
independiente de ligando, esta también puede sinergizar funcionalmente con AF2 (Sartorius,
Melville, et al, 1994).

Las propiedades funcionales de los residuos localizados entre AF1 y el extremo lejano N
son las menos comprendidas de cualquiera de las secuencias de los receptores nucleares. Para
algunos receptores, estos residuos juegan un papel importante al atenuar o modular las
propiedades de activacion transcripcional. Ademas, residuos de serina y treonina localizados
dentro de estas secuencias son fosforilados en respuesta a ligando, relacionédndose con ciclo
celular, y de este modo funcionan como sensores de transduccion de sefiales (Narayanan,
Adigun, et al, 2005). Aun no estd claro si la fosforilacion u otras modificaciones
postraduccionales provocan cambios en la estructura del receptor nuclear, aunque si esta bien
determinado usando un sistema modelo con péptidos que la fosforilacion de la cadena de
aminoacidos pueden bien estabilizar o desestabilizar la estructura secundaria (Mestas, and
Lumb, 1999)

1.2.2 - LA ESTRUCTURA DEL RECEPTOR DE PROGESTERONA HUMANO

Como ya hemos visto, el PR pertenece a la familia de receptores esteroideos de los
receptores nucleares. PR media la accion de la hormona progesterona, un ligando clave en
reproduccion y embarazo. Comprender la funcién de PR es complejo, en parte porque el
receptor existe In Vivo como dos isoformas funcionalmente distintas, PRa (94Kd) y PRg (116Kd)
(Kastner, Krust, et al, 1990), expresadas desde un mismo gen (11at q22-23) por el uso de
promotores alternativos y diferentes sitios internos para el inicio de traduccion. Las dos isoformas
son idénticas, salvo que a la isoforma A le faltan 164 aminoacidos en el extremo amino. Como
vimos en todas las otras formas de receptores nucleares, ambas isoformas contienen un LBD en
el extremo-C y una region DBD centralmente localizada. Ambos dominios estan unidos por 50
aminodcidos de secuencia bisagra. Las funciones de activacion transcripcional estan localizadas

en el extremo-N de DBD (AF1) y dentro del LBD (AF2). En un aparente contraste con todos los



otros receptores nucleares, existe una tercera funcion de activacion (AF3) localizada dentro de la
secuencia unica de la isoforma B de 164 Aa (BUS). Este AF3 no es un activador tradicional de
transcripcién ya que puede funcionar solo en el contexto de su homélogo DBD, sugiriendo que el

contacto directo entre las dos superficies es necesario para llevar a cabo su funcion.

ERID| ERIDII
N c
hPR; =1 Ar3 IF AF1 -H LBD/AF2| I~
1 165 456
ERIDI ERIDII 933
N c
— IF AF1 H | wBo/AR2l—
hPR,
1 291 768

A pesar de su alto grado de homologia, las dos isoformas despliegan propiedades
funcionales significativamente diferentes en promotores naturales y sintéticos:
(a) PRg es tipicamente un mejor activador transcripcional que PRa (Sartorius, Melville, et al,
1994)
(b) La antiprogestina RU486 actua como un antagonista parcial en PRg, y como antagonista puro
del PRa (Meyer, Pornon, et al, 1990)
(c) El raton knockout para el gen PRa desarrolla displasia uterina y ovarios anormales, sin
embargo el knockout para PRg afecta a la glandula mamaria, causando un arresto prematuro del
crecimiento ductal y una diferenciacion alveolar-lobular incompleta (Mulac-Jericevic, Lydon, et al,
2003)
(d) Estudios por microarrays han demostrado que las dos isoformas regulan conjuntos de genes
diferentes (Richer, Jacobsen, et al, 2002)

En definitiva, aunque las dos isoformas del PR tienen similares actividades de unién a
ADN y a hormona, también muestran distintas actividades transcripcionales. PRg es en general,
un activador més fuerte que PRa. Aunque PRa puede ser un mayor activador en cierto tipo
celular y en contextos de genes diana especificos, el mayor potencial activador de PRg es debido
en parte a la existencia del tercer dominio de activacién AF3. También en ciertas células y
contextos de promotores diana el PRa es inactivo como factor transcripcional y puede funcionar
como un represor transdominante dependiente de ligando de otros receptores esteroideos
incluyendo PRs y ER. PRa puede actuar como represor en repuesta a la union de agonistas de
progestina o antagonistas, a través de un dominio inhibitorio (ID) situado en los primeros 140 Aa
(165-305 Aa) que es el responsable de esta funcion de transrepresion. La secuencia interna ID
esta presente en ambas isoformas pero es solo activa en el contexto de PRa, sugiriendo que la
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secuencia especifica de PRg en su extremo amino juega un papel clave en suprimir la funcién
del dominio ID.
LBD: EL DOMINIO DE UNION A LIGANDO

William & Sigler (Tanenbaum, Wang, et al, 1998) en 1998 determinaron la primera
estructura de alta resolucidn del domino LBD del PR unido a su ligando, la progesterona. Como
observamos en todos los demas LBDs, la estructura del PR esta compuesta de una region
globular y un sdndwich de hélices alfa antiparalelas. Aunque la estructura conserva la estructura
terciaria, esta compuesta de diez hélices: La hélice 2 esta enteramente inmersa en la estructura
del PR, y las hélices 10 y 11 estan condensadas en una Unica unidad continua. La hélice 12,
mas implicada en la regulacion del reclutamiento de coactivadores, es mas larga que en otros
LBDs y abarca todo el bolsillo de union a ligando. La progesterona se une en la zona propuesta
por Williams y Sigler, localizada en la mitad del LBD, formando especificos enlaces de hidrogeno
y contactos de Van Der Waals con los residuos de la lamina B y las hélices 3, 5, 7, 11y 12.
Ademas, se producen interacciones hidrofébicas entre el ligando y las paredes del bolsillo de

unién para la estabilidad y especificidad de la reaccion de unién.

Dado que el LBD del PR aun no ha sido cristalizado en presencia de un péptido
coactivador LXXLL, la naturaleza exacta de la interaccion receptor-coactivador no esta definida.
Sin embargo, la comparacion estructural con otras estructuras de LBDs revela que la hélice 12
participa formando una ranura hidrofobica probablemente necesaria para la union de una
proteina coactivadora (Tanenbaum, Wang, et al, 1998). La estabilizacion de la hélice en
presencia de progesterona, ocurre por las interacciones hidrofébicas de la hélice 4 y de la union
por enlaces de hidrogeno con el agonista hormonal. Por comparacion, la posicion de los
antagonistas de la progesterona como RU486, quedaria como mediante choques estéricos con
la hélice 12 y el triptofano 755, el cual contacta la hélice 12 en la estructura unida a
progesterona(Williams, and Sigler, 1998). Estas observaciones sugieren que la hélice 12 deberia
ser desplazada en presencia del antagonista y de este modo seria incapaz de formar la interfaz

necesaria para el reclutamientos de coactivadores.

Varias estructuras del PR-LBDs, complejado con diversos ligandos esteroideos o no
esteroideos, han sido propuestas desde que se determiné la primera estructura(Madauss, Deng,
et al, 2004). A pesar del tipo de ligando, el LBD mantiene la misma estructura terciaria tal y como
hemos descrito arriba. Sin embargo, minuciosos analisis de la interaccion en el bolsillo de union
revelan que los contactos receptor-ligando estan ajustados dependiendo del tipo de ligando.

Como consecuencia, el volumen del bolsillo de unién LBD estd modulado desde 490A a 730A,



dependiendo del ligando. Los cambios de volumen se acomodan por reajustes de la cadena

principal y lateral orientandose a la interfaz de la union.

DBD: EL DOMINIO DE UNION A DNA

Recientemente, la estructura del complejo PR-DBD unida a los elementos palindrémicos
de respuesta ha sido determinada mediante cristalografia por rayos X (Roemer, Donham, et al,
2006). Como vimos para otras estructuras de receptores esteroideos, PR se une al ADN como
un dimero, usando una orientacién cabeza-cabeza. En general la estructura terciaria del ndcleo
de la estructura del DBD es bastante similar a la de otros DBDs de receptores nucleares. La
hélice 1 de cada mondémero DBD cae dentro de la ranura mayor del hexanucleétido en el sitio
medio, y la hélice 2 cae sobre y perpendicularmente a la hélice 1. El analisis de la interaccion
proteina-ADN revela que los contactos de la cadena lateral aminoacidica con las bases en la
ranura mayor son casi idénticos, a aquellos vistos para el cercano receptor de glucocorticoides o
androgenos. Sin embargo, la ranura menor dentro del trinucleétido espaciador entre cada
hemisitio esta altamente comprimida en relacion a los de los complejos de GR y AR-ADN. Las

implicaciones funcionales de esta ultima observacion estan adn bajo investigacion.

A pesar de las muchas similitudes con otras estructuras DBDs, existen varias diferencias
implicadas en el reconocimiento de promotores para receptores esteroideos y de especificidad
funcional. EI CTE del DBD interacciona directamente con la ranura menor del ADN en las bases
exteriores de cada elemento de respuesta hexanucleotidico. Ademas, un analisis mutacional
reveld que el CTE contribuyé a la afinidad de unién general del PR y a la habilidad del receptor
para unirse a los hemisitios de modo aislado. La contribucién del CTE no es debida a
interacciones inespecificas, como reveld un ensayo de seleccién de sitios de union, en el cual se
vié también union del DBD por las secuencias que flanquean la secuencia hexanucleotidica
canonica preferencial. Los promotores regulados por PR tienden a no exhibir claramente los
elementos palindromicos de respuesta. De este modo, los promotores estan a menudo
compuestos de sitios palindromicos pobremente conservados o hemisitios no relacionados,

sugiriendo asi que el PR-CTE ayudaria a estabilizar la unién a estos promotores.

RESIDUOS DESDE EL DBD AL EXTREMO AMINO
Usando aproximaciones bioquimicas y biofisicas, Horwitz demostré que las isoformas
del PR sin el LBD (NTA y NTB) mantenian una estructura amino estable (Bain, Franden, et al,
2001). Sin embargo, los andlisis indicaron que esta estructura existe en solucién como un amplio
conjunto de conformaciones, mas que como una estructura Unica tipo globular. Estudios de
mapeo revelaron que las regiones de baja estabilidad estructural corresponden a los motivos
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previamente identificados como de fosforilacion y a los limites funcionales de la subunidad AF1,
y las regiones de alta estabilidad estaban entremezcladas entre estos sitios. Sin embargo, estos
resultados no implican que las secuencias estructurales sean intrinsecamente estables, aunque
si que los fragmentos que no contenian mas que el DBD fueron inmediatamente degradados por
proteasas. Estas observaciones tomadas juntas indican que el DBD puede influenciar la
estructura amino y estabilizarla. Estos resultados podrian también explicar por qué, cuando se
estudian aisladas, las funciones de activacién de los receptores nucleares son tipicamente
desestructuradas. Tras la unién a los HREs palindrémicos, tanto NTA como NTB produjeron
cambios conformacionales. Estos cambios fueron localizados en la region AF1 y la bisagra (H).
De este modo, demostraron que la union a ADN es una transicién estructural alostérica mediada
por DBD. Los cambios dependientes de ADN en la estructura del extremo-N aparecen como un
tema comun entre los receptores nucleares, aunque sus implicaciones funcionales no esten
totalmente claras. Los experimentos sugieren que los cambios son necesarios para el
reclutamiento de proteinas coactivadoras al promotor (Murphy, and Blenis, 2006). Sin embargo,
la hipétesis de que los receptores unidos a ADN verdaderamente reclutan coactivadores, esto
es, incrementan las energias de union para la interaccion coactivador-AF, aun ha de ser
rigurosamente probada. Analisis bioquimicos de NTA y NTB revelaron idénticas propiedades
estructurales entre ambas isoformas, y diferencias en su conformacion hidrodindmica. Esta
observacion llevo a la hipotesis de que las diferencias funcionales especificas de cada forma no
fueron debidas a diferencias estructurales macroscopicas entre las dos isoformas, sino a que
BUS podria estabilizar dando una mayor funcionalidad a la actividad de los conférmeros dentro

del conjunto PRg en relacion al conjunto PRa.



BIOLOCIA DE LAS HORMONAS ESTEROIDEAS

.3.1 - FUNCIONES FISIOLOGICAS DE LAS HORMONAS ESTEROIDEAS

Las hormonas esteroideas como el estradiol y
la progesterona ejercen sus efectos en células diana
predominantemente a través de la unién y activacion
del ER y PR, respectivamente. Estos receptores son

miembros de la superfamilia de factores de

HORMONAS ESTEROIDEAS

Moléculas hormonalmente activas,
tienen un nucleo formado por cuatro anillos
fusionados (A-D) como estructura quimica
comun. La figura muestra el esqueleto
esteroideo con los anillos nombrados con la

transcripcion hormonales dependientes de ligando, que | nomenclatura cominmente usada.
se unen a las regiones de control (promotoras) de
genes especificos, donde se reclutan los coactivadores

0 corepresores, junto a la maquinaria transcripcional

necesaria para la expresion génica. Por otro lado, la

habilidad del receptor nuclear para modular la transcripcion de genes no es sélo dependiente de
su interaccion con otros factores transcripcionales. Existe una extraordinaria diversidad de
factores involucrados en la respuesta celular a sefiales hormonales, y destacando el papel de ER

y PR en la regulacion de las funciones ovaricas y uterinas.

Las hormonas esteroideas -incluyendo progestinas, estrdgenos, andrdgenos,
glucocorticoides y mineralocorticoides- son moléculas pequefias, potentes y lipofilicas que
regulan un amplio conjunto de funciones fisiologicas y celulares, tales como proliferacion,
supervivencia, diferenciacion, desarrollos de 6rganos, metabolismo y homeostasis. En el tracto
reproductivo femenino, la regulacion de los niveles de las hormonas ovéricas como el estradiol y
la progesterona controlan el remodelamiento ciclico de los tejidos del ovario y el utero, lo que es
necesario para la ovulacién, implantacion, placentacién y mantenimiento del embarazo. Las
diversas actividades fisioldgicas del estradiol y la progesterona, sin embargo, no estan
restringidas al sistema reproductivo femenino. Los estrégenos son también esenciales para la
fertilidad masculina, y ambas hormonas han sido implicadas en el sistema cardiovascular,
inmunolégico y nervioso central y en la funcién 6sea. En particular, los estrogenos juegan un
papel importante en la proteccion contra la osteoporosis en mujeres posmenopausicas, en la

prevencion de las enfermedades coronarias y en el mantenimiento de la funcién cognitiva.
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Por otro lado, un abanico de enfermedades reproductivas y desordenes, incluyendo
endometriosis, adenomiosis, fibrodiosis, infertilidad y desarreglos menstruales, se caracterizan
por una respuesta celular alterada de las sefiales hormonales en los tejidos diana. El mayor reto
en la biologia celular reproductiva actual, es definir los mecanismos por los que el estradiol y la
progesterona controlan tal diversidad de eventos celulares tales como proliferacion,
diferenciacion, supervivencia y apoptosis en las células diana. La explicacion a esta multiplicidad
de efectos se debe a la extraordinaria diversidad de sefiales citoplasmaticas y factores nucleares
capaces de modular la funcion de receptores esteroideos. Ademas de los efectos positivos en los
drganos reproductivos, los estrégenos juegan un papel importante en el desarrollo de los
canceres de utero, y ambas hormonas estan implicadas en el desarrollo de los canceres de
mama. El papel critico que juega el estradiol en el desarrollo de cancer de mama se muestra en
la respuesta protectora observada en mujeres tratadas con el antiestrogénico (4-OHT),
resultando en una disminucién de la mortalidad en un 25% y un 45% de disminucion en la

incidencia.

PROGESTINA Y PROLIFERACION DE CELULAS DE MAMA

Las hormonas incrementan el riesgo de cancer al incrementar la division celular,
incrementando asi el riesgo de errores genéticos de varios tipos o produciendo eventos
mutagénicos. La gran mayoria de los experimentos In Vitro hechos con células normales de
mama ,en cultivo, y con lineas de cancer de mama han mostrado que los estrogenos aumentan
la proliferacion, y que afiadir progestina reduce este efecto. En contraste, estudios In Vivo de los
efectos mitogénicos de los estrdgenos y la progesterona en células humanas de epitelio mamario
de mujeres premenopausicas, que muestran una predominancia de eventos proliferativos
durante la fase luteal del ciclo menstrual cuando los niveles de ambas hormonas son altos,
sugieren que la terapia EPRT (estradiol+progesterona) respecto a la ERT (restradiol) tiene mas

efectos adversos por aumentar el riesgo de cancer de mama.

.3.2 - ASPECTOS MOLECULARES DE LA ACCION DE LA PROGESTERONA EN CANCER
Clinicamente, el PR es una importante diana terapéutica. Los agentes progestacionales
son ampliamente usados en la contracepcion oral, terapia hormonal sustitutiva en menopausia
(HRT), y para tratar el cancer de mama y la hiperplasia endometrial (Kimmick, and Muss, 1998).
Las antiprogestinas se usan en ensayos clinicos para estudios de contracepcion, induccién de
parto, y el tratamiento de meningiomas, endometriosis y canceres endometriales. En cancer de
mama, los niveles totales de PR son medidos como una guia para la terapia hormonal, y como
marcadores de prondstico de la enfermedad (Horwitz, and McGuire, 1978). Es interesante el

hecho de que mientras la adicion de progestina al HRT disminuye la incidencia de cancer



endometrial, también incrementa la incidencia de cancer de mama (Schairer, Lubin, et al, 2000).
Las acciones de la progesterona en la mama son paraddjicas porque tiene funciones
proliferativas y de diferenciacién. Esto contrasta con las acciones principalmente
antiproliferativas del utero. Por lo tanto, para proteger el Utero, las progestinas son a menudo
afiadidas a los estrogenos en HRT. Sin embargo, este tratamiento es controvertido, porque
recientes experimentos sugieren que la progestina en HRT incrementa el riesgo de cancer de
mama. Dado que la expresién de una u otra isoforma del PR podria ser mas o menos
beneficioso para ciertos estados fisiolégicos o tumores, seria Util tener ligandos que activaran o

suprimieran preferentemente una de las isoformas.

Datos recientes sugieren que las células positivas para SRs en mama actuan como
proveedoras de las células progenitoras cercanas.. En contraste con las células mamarias
normales, donde las células en proliferacién estan desprovistas de SRs, la mayoria (80%) de las
diagnosticadas como células cancerosas de mama, expresan ER y PR. Esto sugiere que las
células positivas para SRs llevan a cabo una temprana activacion de los mecanismos
endocrinos, y/o que las lineas positivas para SRs, de algun modo, retienen la habilidad de
dividirse. Las células expresando PR también se dividen en la glandula mamaria de las
embarazadas, donde el PRg esta colocalizando con Ciclina D1 en estas células en
division(Aupperlee, Smith, et al, 2005). De este modo, las rutas involucradas en el crecimiento
normal de la glandula mamaria y el desarrollo, estdn probablemente reactivados durante la

progresion del cancer de mama.

Un papel més directo del PR en cancer de mama ha sido ilustrado por los ensayos
clinicos que muestran como la progestina incrementa el riesgo de padecer cancer cuando es
tomada con estrégenos como parte de la terapia de reemplazo hormonal combinada (SHRT).
Los tumores fueron mas grandes y de mas alto grado en relaciéon con los debidos solo a
estrdgenos o placebo (Chlebowski, Hendrix, et al, 2003). Datos experimentales en organismos
modelo apoyan esta teoria y sugieren un papel proliferativo para las progestinas, aun sin ser
carcinogénicas (Haslam, Osuch, et al, 2002). Sin embargo, la progesterona podria inducir a
poblaciones de células mamarias precancerosas y de manera inapropiada reentrarlas al ciclo
celular o estimular a células madre durmientes para realizar una autorenovacién. Conforme los
tumores mamarios progresan, éstos se vuelven mas resistentes a los tratamientos endocrinos
(antiestrégenos y/o inhibidores de aromatasas). Sin embargo, la mayoria (65%) de los canceres
de mama resistentes retienen los altos niveles de SRs (ERa y PRs). En estos canceres
resistentes, positivos para SRs, la activacién rapida de SRs desde la membrana podria volverse

gradualmente dominante y quizés inapropiadamente integrarse en la regulacion de las
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actividades transcripcionales directas. Tanto el PR activado por niveles hormonales
extremadamente bajos o por debajo del umbral de concentracion, como el PR fosforilado en
ausencia de hormona, son capaces de activar las rutas de sefializacién asociadas a membrana,
incluyendo la kinasa c-Src, EGFR y la ruta p42/p44 MAPK. Los niveles elevados de la actividad
MAPK ocurren frecuentemente en canceres de mama, proporcionandoles un estimulo
proliferativo continto y una alta supervivencia (Dunn, and Davie, 2003). Los efectos finales de
sefializacion por MAPK de los receptores EGFR o Her2 (erbB2) también se estudian como

terapias endocrinas (Schiff, Massarweh, et al, 2005)

1.3.3 - CLINICA DE LA PROGESTERONA Y ESTRADIOL EN CANCER

El conflicto entre las actividades

positivas y negativas de estas hormonas ha UER B 400 Sl LTI,

acelerado la busqueda de moduladores
selectivos de los receptores (SRMs), para
usarlos en

terapias  sustitutivas que

aprovechan selectivamente los efectos
beneficiosos en los diversos tejidos de los
eliminan las

esteroides, mientras se

La mayoria incluyen solo estrégenos, o en
combinacién con progestagenos, se usan para aliviar
los sintomas menopausicos y para prevenir la
osteoporosis. Las progestinas son preescritas para
compensar el incremento del riesgo de cancer de
endometrio asociado a la terapia de reemplazo con
estrégenos (ERT). En EEUU, desde 1980s es muy
comun prescribir estrogenos en combinacion con
progestina, al igual que en los paises escandinavos lo
es desde antes.

actividades adversas en mama y utero.

TERAPIAS POR MEDIADORES, INHIBIDORES Y REGULADORES
Estrégenos y progestagenos juegan papeles clave tanto en el desarrollo normal de la
gldndula mamaria como en la progresion del cancer de mama. Estrategias terapéuticas dirigidas
a inhibir la accion de los SRs (PR, ER) usando mediadores selectivos (SRMs) (Osborne, Zhao,
and Fuqua, 2000),

(Oforectomia), mediante la ablacién ovarica (con agonistas y antagonistas de hormonas

reguladores negativos (SRDs), retirando estré6genos por cirugia
luteinizantes) o con inhibidores de aromatasas, representan diversos ejemplos de terapias
clinicas para tratar el cancer de mama. Se han descrito grupos significativos de canceres de
mama (ER+/PR-) con una selectiva resistencia a la terapia con SRMs. Las diferencias entre los
beneficios clinicos de usar SERMs o inhibidores de aromatasa en tumores con marcadores
ER+/PR-, podria explicarse mediante la comprension de los mecanismos regulatorios de ER y
PR que simultdneamente causan el fenotipo y la resistencia a las terapias. Estos mecanismos
involucran cruzamientos moleculares entre ER, PR con otros factores de crecimiento y cone las
rutas de sefializacion, relacionandose asi los efectos clasicos y no clasicos de NRs en células de

cancer de mama.



La importancia de las hormonas esteroideas en cancer de mama se conoce desde hace
décadas, y muchos estudios han descrito la ontogenia de la expresion de los receptores
esteroideos en sistemas modelo de raton y glandula mamaria. Uno de los genes regulados por
ER mas estudiados ha sido el gen de PR, el cual media los efectos de la progesterona en el
desarrollo de la glandula mamaria y en el cancer de mama. No es sorprendente que los tumores
mas comunes sean ER+/PR+. Interesantemente, una sobreabundancia de PRA en canceres de
mama humanos se asocia con resistencias a tamoxifeno, por otro lado el polimorfismo funcional
que resulta de una produccién incrementada de PRg esta asociado con un incremento en el
riesgo de padecer cancer (De Vivo, Hankinson, et al, 2003). Ademas, cuando los niveles de PR
disminuyen drasticamente durante la terapia con tamoxifeno, mas de la mitad de los tumores
cambian su expresién génica y desarrollan resistencia al inhibidor. Dejando a los tumores mas
agresivos y metastaticos e indicando un cambio en los mecanismos regulatorios del tumor. Los
tumores ER+/PR- (sin PR) se asocian a con una avanzada edad, al uso de la hormona
posmenopausica, un alto indice de masa corporal, a la menopausia, mostrando en muchos

casos resistencias al tratamiento SERM y con altos grados de expresién de EGFR-Her2

Existen muchas teorias para explicar la generacion de tumores ER+/PR-. La mas simple
es que el ER no es funcionalmente capaz de estimular la produccion de PR. Aunque el fenotipo
de estos tumores podria explicarse por los bajos niveles circulantes de estrégenos enddgenos en
mujeres posmenopausicas, la mayoria de ellos no son debidos a que esta teoria y no
explicarian la resistencia a tamoxifeno ni la nula expresion de PR. De hecho, la literatura sugiere
que como esta teoria no explica la pérdida de PR, deben ser otros mecanismos los que
expliquen este fenotipo. Incluso un reciente estudio habla de mutaciones encontradas en el NR-
DBD imposibilitando su unién a ADN vy relacionandolo con estrés oxidativo. Y otros estudios
sefialan que la regulacion de PR es independiente de ER y que la disminucion de los niveles

proteicos de PR ocurre a nivel de ARNm implicando a AP1 en la represion del promotor.
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MECANISMOS MOLECULALKES DE LAS HORPMONAS
ESTEROIDEAS EN CANCER DE MAMA

A pesar de la intensa investigacion sobre la etiologia de los canceres hormonalmente
regulados, los mecanismos moleculares basicos sobre la desregulacion celular permanecen
inciertos. Una caracteristica de los receptores de hormonas esteroideas (SR), ademas de su
funcién nuclear como factores de transcripcion, es su interaccion citoplasmatica con factores de
crecimiento que inician rutas de sefializacién en multiples tipos celulares. Los efectos rapidos de
sefializacion mediados por los SRs, ocurren independientemente de sus acciones nucleares, y
juegan un papel clave en la regulacién de los eventos transcripcionales mediados por SRs,
representando una via independiente para coordinar la regulacién génica en respuesta a la

activacion de rutas kinasas.

.4.1 - EFECTOS DIRECTOS O GENOMICOS
Los efectos de la progesterona son mediados a través de la interaccién directa con su
receptor intracelular especifico PR (Beato, 1989). La unién de la hormona, difundiendo a través

de la membrana lipidica, induce cambios conformacionales en la estructura del receptor,

provocando la disociacion de las chaperonas, la
dimerizacion, modificaciones postranscripcionales y la
unién a elementos especificos de respuesta a hormona
(HREs) en el ADN de los promotores de genes especificos.
Finalmente se reclutan proteinas coreguladoras que
interaccionan con la maquinaria general de transcripcion
para elaborar los cambios en la actividad promotora
inducidos por la hormona. El tiempo entre la entrada de la
hormona a la célula y la acumulacién de cantidades
significativas de proteina formada es del orden de horas, y
la ruta completa es sensible a inhibidores particulares de
sintesis de proteinas 0 ARNm, tales como Actinomicina D

o Cicloheximida.

CHAPERONAS

En ausencia de la hormona
esteroidea, los SRs estan
complejados con varias moléculas
chaperonas, incluyendo las proteinas
de choque térmico (HSP) como
Hsp90, Hsp70, Hsp40, Hop y p23.
Estas uniones son un requisito
indispensable para un apropiado
empaquetamiento y ensamblaje de los
heterocomplejos SRs-HSPs
adecuados para la union al ligando.
Las HSP también funcionan como
conexiones de los SRs con el sistema
de trafico proteico.

(Ver Apartado 1.4.1 - Chaperonas)
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a la expresion de genes que sin los
clasicos PREs en su region promotora, tales como el factor de crecimiento epidérmico (EGF)
(Richer, Lange, et al, 1998), c-fos vy ciclina D1. Sin estos PREs, la regulacion de estos genes
ocurre a través de mecanismos de union indirecta, como es el caso de la interaccion del PR con
la proteina especifica 1 (SP-1) que promueve la transcripcion del gen p21 en presencia de
progestina (Owen, Richer, et al, 1998). PR también se puede regular a través de su union a la
proteina activadora 1 (AP-1)(Tseng, Tang, et al, 2003)o de transductores de sefiales y
activadores de la transcripcion (STATS) (Proietti, Salatino, et al, 2005).

Cuando se unen al ADN, bien directamente o de otro modo, todos los SRs interaccionan
con componentes de la maquinaria basal de transcripcion, asistidos por moléculas coreguladoras
del receptor nuclear. Los coreguladores controlan la susceptibilidad de la cromatina para la
transcripcién (el remodelamiento de cromatina) y el reclutamiento de la maquinaria de
transcripcion (pe: RNA polimersa Il). Las transferasas de grupos acetilo de histonas (HATS)
funcionan como coactivadores, sin embargo las deacetilasas de histonas (HDACs) funcionan
como corepresores. Estas enzimas trabajan en concierto con otras proteinas reguladoras
transcripcionales, incluyendo los complejos de remodelamiento de cromatina dependientes de
ATP (SWI/SNF), las metiltransferasas de arginina (CARM1 y PRMT1), y las kinasas de histonas.
Ademas, los agonistas de ligando de los receptores promueven la union de proteinas
coactivadoras causando el inicio de transcripcion, mientras la union de antagonistas promueve la

interaccidn con proteinas corepresoras que facilitan la represién de la transcripcién.

FACTORES DE TRANSCRIPCION: “CROSSTALK” TRANSCRIPCIONAL
Como hemos mencionado antes, la unién directa a HREs en el ADN no es la Unica
manera por la cual los receptores esteroideos controlan la transcripcion génica. Un mecanismo
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alternativo permite a los NRs regular la expresion génica en ausencia de unién a ADN. Este
mecanismo es conocido como “crosstalk con factores de transcripcion” y depende de las
interacciones proteina-proteina entre los receptores esteroideos y otros factores de transcripcion
con secuencias de unién especifica a promotores diana. Un ejemplo bien estudiado es el
crosstalk entre los receptores esteroideos y los factores de transcripcion AP-1 (Fos/Jun). Los
receptores esteroideos tales como ER, GR, AR y PR pueden modular la actividad de promotores
de genes dependientes de AP-1 sin sitios de union al ADN para receptores esteroideos
(Bamberger, Bamberger, et al, 1996). En muchos casos la interferencia es mutua, por ejemplo
AP-1 también afecta la actividad transcripcional de los receptores esteroideos activados. Un
crosstalk similar ha sido demostrados entre los receptores esteroideos y otros factores de
transcripcién con secuencias especificas tales como, la familia de factores de transcripcion NF-
kB, SP-1, CREB (proteina de unién a elementos de respuesta a AMPc), C/EBPs (proteinas de
unién a regiones potenciadoras CCAAT), STAT-5 (transductor de sefales y activador de la
transcripcién) y OCT de factores de unién al octamero (Gottlicher, Heck, and Herrlich, 1998). Las
consecuencias funcionales de estos crosstalk transcripcionales varian dependiendo del tipo
celular, del promotor diana, del receptor esteroideo y del factor transcripcional involucrado. Por
ejemplo, se ha demostrado como ER unido a su ligando estimula y/o reprime la transcripcion de
genes conteniendo sitios AP-1 segun el tipo celular, el promotor y la isoforma del receptor en una
manera especifica(Webb, Nguyen, et al, 1999). Mas aun, ER incrementa la transcripcion de
genes conteniendo sitios SP-1 pero inhibe la transcripcidn de genes via sitios NF-xB(Stein, and
Yang, 1995).

CHAPERONAS EN COMPLEJOS CON RECEPTORES ESTEROIDEOS
Las chaperonas funcionan generalmente en los procesos de empaquetamiento
estructural de proteinas, pero también asisten en la regulacion de diversas rutas de transduccion
de sefiales; la mejor caracterizada es la ruta de respuesta a esteroides por proteinas receptoras
especificas. En ausencia de hormonas, sin embargo, los mondmeros de receptores esteroideos
existen tipicamente en complejos heteroméricos transcripcionalmente silenciados conteniendo

diferentes proteinas chaperonas complementarias.

La primera indicacién de que las chaperonas son componentes en los complejos
inactivos con receptores esteroideos aparecio en 1985, cuando una proteina de 90Kd asociada a
PR y al receptor de glucocorticoides (GR) fue identificada como Hsp90 (Catelli, Binart, et al,
1985). Esta fue la primera vez en la que la pareja de unién de la chaperona hsp90 habia sido

identificada, asi el descubrimiento puso juntas a las proteinas de choque térmico (hsp) y al



campo de los receptores esteroideos propusiendo un interesante modelo. En esa misma época,
una proteina de 50-60Kd fue encontrada complejada con receptores nucleares, siendo

catalogada como un miembro de la familia de las inmunofilinas FBP52 (Tai, Maeda, et al, 1986).

Sabemos que PR en la mayoria de los vertebrados existe en dos formas A y B, sin
embargo no existen diferencias en el ensamble con las chaperonas. Se encontrd a Hsp70 junto a
Hsp90 en complejos con los PRs, ademas de otras tres proteinas desconocidas en ese
momento(Kost, Smith, et al, 1989). Mas tarde, una de ellas fue identificada como FKBP52, una
segunda FKBP51 (Smith, Baggenstoss, et al, 1993) y la tercera fue la proteina p23 (Johnson,
Beito, et al, 1994). Una vez descubiertas las subunidades, se busco la funcion que cada proteina
tenia en el complejo. En paralelo, usando un sistema In Vitro para ensamblar complejos aislados
de reticulocito de conejo en condiciones fisiologicas se determinaron tres nuevos miembros:
Cyp40 previamente detectado con ER (Ratajczak, Hlaing, et al, 1990), Hip y Hop. Asimismo, al
analizar la curva temporal de ensamblaje una imagen empez6 a emerger explicando la
asociacion de estas proteinas con el PR (Smith, 1993). Basandose en estas observaciones y en
otros experimentos adicionales, se propuso una ruta ordenada de ensamblaje consistente en
complejos de PR con una composicion diferente de subunidades.

Se identificaron tres
fases basicas: (a)

una fase temprana

en la cual Hsp70
inicialmente se une a
PR; (b) una fase
intermedia implicando a Hsp70, Hip, Hop y Hsp90; (c) una fase madura con Hsp90, p23 y las

EARLY INTERMEDIATE MATURE

Inmunofilinas. También, se determind que bajo condiciones maximas de ensamblaje los
complejos maduros con PR no son de por si estables y se disocian sin la unién del estimulo
hormonal. Este encuentro chocaba con el anterior modelo en el cual los complejos son estables
hasta la unién de la hormona que provoca la disociacién. Por otro lado, la falta de complejos a
largo plazo es consistente con la naturaleza transitoria normal de la union por chaperonas. Asi
los complejos con PR estan en un estado ciclico continuo de reacciones de ensamblaje en las
cuales los complejos tempranos, intermedios y maduros estan siempre presentes. Los
ensamblajes de los monomeros de PR a los complejos maduros llevan aproximadamente 3
minutos y la disociacion ocurre en 5 minutos, indicando que la mayoria del PR estaré en forma
de un complejo maduro relativamente estable. A temperatura fisiologica, el PR debe existir en un
complejo maduro para establecer y mantener asi, su alta afinidad por las conformaciones de
union a hormona (Smith, 2000). De hecho, no es sorprendente que el domino de unién a ligando
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(LBD) de los receptores esteroideos tenga una estructura relativamente inestable que es
reconocida por las chaperonas. En realidad, todas las interacciones chaperona-receptor
esteroideo se localizan en el dominio de unién al ligando (LBD) del extremo-C del receptor. Otros
estudios sugieren que las chaperonas asociadas al receptor podrian estar involucradas en el
trafico intracelular del receptor entre los compartimentos citoplasmatico y nuclear (DeFranco,
1999). Por tanto es obvio, que las chaperonas poseen una estructura externa para mantener
intacto el bolsillo de unién a ligando del PR, pero esta estructura externa podria ser substituida
por estructuras intramoleculares ancestrales, como ocurre en el ER y en otros receptores

nucleares.

La extensa interaccion con las chaperonas aparece como el mecanismo principal que
mantiene a los receptores esteroideos silenciados. Asi en estos complejos, el PR previene la
dimerizacion de su sitio de union al ADN (DBD) dejandolo enmascarado, y bloguea
efectivamente las interacciones con potenciales proteinas coreguladoras. Cuando la
progesterona se une a PR, no directamente estimula la disociacion de chaperonas sino que
bloquea la reiniciacion del ciclo de ensamblaje. La apropiada fosforilacion del PR podria causar
en cierto modo, un cambio conformacional en el PR que reduciria la probabilidad de iniciar el
ensamblaje con Hsp70, y no cn Hsp90 ya que las tasas de disociacién de Hsp90 estan

inalteradas por la unién de hormona.

En un contexto de evolucién molecular, los receptores esteroideos parecen haberse
adaptado a tomar a las chaperonas como subunidades regulatorias represivas. Varias
caracteristicas de las chaperonas las hacen tan adaptadas para este papel:

(a) Hsp70 y Hsp90 son proteinas abundantes en todas las células, y su existencia esta datada
con anterioridad a la aparicién de los receptores esteroideos en células de vertebrados.

(b) Las chaperonas tienen una afinidad natural por muchas proteinas, de este modo
probablemente el receptor primitivo de esteroides obvio la necesidad de fabricarse un sitio de
unién a chaperonas.

(c) Las chaperones se adaptaron a funcionar como complejos multiproteicos evitando

relativamente la interferencia estérica.

De este modo, el receptor primitivo de hormonas esteroideas no requirié evolucionar,
simultaneamente a las chaperonas, hacia un mecanismo de union y liberacion de estas parejas
reguladoras desde que las chaperonas ya estaban adaptadas a interaccionar transitoriamente
con los substratos. Para que el primitivo receptor de hormonas escapase de las repetidas rondas

de unién y liberacion con las chaperonas, su conformacion tenia que cambiar, y baséandose en



un comportamiento comun de los otros receptores nucleares de ramas evolucionadas, la union

de hormona ya le proporcionaba este estimulo-salida.

.4.2 - EFECTOS NO GENOMICOS / EXTRANUCLEARES / NO CLASICOS

En 1942, Hans Selye en un estudio con hormonas esteroideas descubrid que estas
inducian efectos anestésicos a los pocos minutos de su aplicacion, mientras que las acciones
hormonales conocidas en ese momento por hormonas corticoides, luteinizantes, foliculares y
testiculares eran solo visibles después de horas o dias de su aplicaciéon [Fue el primer articulo
detallado sobre las acciones esteroideas rapidas, ademas de que la accion retrasada era un
claro ejemplo de un cuidado trabajo cientifico e imparcial sobre ideas preconcebidas]. El articulo
de Selye fue en realidad el primero en detallar las acciones no genomicas de las hormonas
esteroideas, y su descubrimiento ha permitido el desarrollo de anestésicos esteroideos que se
usaron durante afios rutinariamente en medicina y que actualmente son usados con animales.
Dos décadas después, estudios In Vitro sobre la modulacion del lon de Sodio (Na*) inducida por
aldosterona en eritrocitos (célula roja sanguinea sin nucleo ni mitocondrias) contribuyé con mas
evidencias a la descripcion de las acciones no genémicas de las hormonas esteroideas (SPACH,
and STREETEN, 1964). La transcripcion requiere ADN, el cual esta localizado en el nucleo, de
modo que la ausencia de nucleo excluye la posibilidad de transcripcion y asi de acciones
gendmicas. Muchos fendmenos inducidos por hormonas esteroideas ocurren rapidamente, por
ejemplo la reaccién acrosdmica (rotura de la membrana acrosomal de la cabeza del
espermatozoide y liberacion de enzimas) inducida por progesterona toma lugar segundos
después de que el esperma entre en contacto con la hormona (Osman, Andria, et al, 1989). Asi
la alta concentracién (micromolar) de progesterona presente en la regién que rodea a los oocitos,

activa la reaccion acrosomica de los espermatozoides.

Los SRs median cambios en la expresion génica y en la biologia celular por activacién
directa de rutas de sefializacion citoplasmaticas. En 1969, Smith & Ecker demostraron que los
esteroides promueven la maduracidn de oocitos de rana independientemente de la transcripcion
(Smith, and Ecker, 1969). Cuando los nucleos fueron sacados de los oocitos de Xenopus laveis y
Rana pipiens, la activacion de las proteinas kinasa activadas por mitogenos (MAPK) y CDK1
seguia detectdndose en respuesta a hormona.(Masui, 2001). Estos estudios proporcionaron
pruebas inequivocas de que las sefiales activadas por esteroides que regulan la meiosis, eran
iniciadas sin necesidad de la maquinaria genomica. Sorprendentemente, aunque mucho hemos
aprendido sobre la sefializacién activada por progesterona desde este articulo de 1969, poco se
ha avanzado respecto a las moléculas inmediatamente activadas por progesterona para la
sefializacion.
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PROGESTERONA: ACCIONES NO GENOMICAS

Consistente con su papel de hormona esteroidea de las génadas, la mayoria de los
efectos no genémicos de la progesterona han sido descritos en células germinales tales como
oocitos 0 espermatidas. Cuando la hormona es afadida los Oocitos de Xenopus laveis
previamente arrestados en la fase G2 inducen su maduracion. Este fendmeno es insensible a
Actinomicina D e incluso ocurre en células sin nucleo (Masui, and Markert, 1971), indicando que
es el resultado de una accién no gendmica. La respuesta inicial a progesterona implica la
inhibicién de la adenilato ciclasa, y consecuentemente la disminucion de los niveles de AMPc
(Finidori-Lepicard, Schorderet-Slatkine, et al, 1981). La progesterona es mas efectiva cuando se
aplica en el exterior celular que cuando es microinyectada en el citoplasma, consistente con la
localizacion de membrana del receptor respectivo. Ensayos recientes indican que existe una
isoforma homéloga al receptor clasico de progesterona en Xenopus, el cual es conocido como
XPR y esta presente en pequefias cantidades en la membrana celular (Bagowski, Myers, and
Ferrell, 2001). Mé&s aun, XPR parece estar asociado con la fosfatidilinositol 3 kinasa (PI3K) y con
la kinasa regulada por sefales extracelulares (Erk)/proteina kinasa activada mitogénicamente
(MAPK), ambas activadas al afadir progesterona. Sin embargo, otras hormonas como
hidrocortisona, deoxycortisona y el antagonista del receptor de progesterona clasico RU486
(Mifepristona, previene la implantacion del 6vulo fertilizado en el Utero) pueden sacar adelante la
maduracion de los oocitos sin activar este mecanismo concreto. Esto indica que hay otros
mecanismos potenciales no clasicos, implicando receptores y mecanismos de sefializacion, e

incluso receptores clasicos modificados.

Investigaciones recientes han demostrado que ademas de los mecanismos genomicos
de las acciones de los receptores esteroideos, algunos receptores exhiben funciones no
gendmicas (Losel, and Wehling, 2003). En estos casos, los receptores esteroideos no funcionan
como factores de transcripcion en el nucleo. Los efectos no gendmicos de los receptores
esteroideos son caracterizados por el corto intervalo de tiempo necesario para producir una
respuesta bioldgica seguida de la estimulacion hormonal. Esto es debido al hecho de que,
contrariamente a la ruta genomica, el tiempo extra para que ocurra la transcripcion y traduccion
no es necesario. Como resultado, las funciones no gendmicas de los receptores esteroideos son
insensibles a inhibidores de transcripcion como Actinomicina D, también a inhibidores de
traduccion como Cicloheximida(Smith, 1998). Diferentes ensayos han mostrado que las
hormonas esteroideas, incluyendo estrogenos, androgenos y progestina, pueden interaccionar
con sus receptores esteroideos en la membrana y activar cascadas intracelulares de

sefializacion corriente abajo de los receptores para los factores de crecimiento(Ames, Tanaka, et



al, 1995). Se ha demostrado que los receptores nucleares esteroideos se unen a las regiones
adaptadoras SH2/SH3 de los receptores tirosin kinasa, influyendo en su actividad. Se ha
descrito también que el estradiol, la progestina y los andrdgenos inducen la asociacion directa de
sus receptores con la tirosina kinasa citoplasmatica Src y p85, y a la subunidad de la via clasica
de kinasas PI3K(Migliaccio, Castoria, et al, 2002). Esta interaccién activa las cascadas de
sefializacion Src/Ras/Erk y la PI3K/PKB (AKT), las cuales son importantes para las funciones
celulares de proliferacién y supervivencia. Juntos, estos resultados ilustran que estas funciones
no gendmicas de los receptores esteroideos, se basan en las rutas de sefializacion intracelular
para ejercer las rapidas respuestas fisiolégicas. De modo que las acciones no gendmicas
involucran la generacion de los segundos mensajeros intracelulares, y varias cascadas de
transduccién de sefiales, tales como el flujo de iones (a menudo calcio), modulacién de AMP

ciclico y las rutas proteinas kinasas.

CRITERIO PARA DEFINIR LAS ACCIONES NO GENOMICAS

Una accién no gendmica define cualquier accién que indirectamente influencia la expresion de
genes, como hacen los receptores clasicos esteroideos, mediante efectos rapidos tales como la activacion
de cascadas de sefializacion. Hay varios criterios que indican una accion no gendmica:

(@) La ausencia de un “normal-funcional” nucleo en algunos tipos celulares, tales como eritrocitos,
plaguetas y espermatozoides, excluyen la accion genomica.

(b) Efectos que no son bloqueados por inhibidores de transcripcion, tales como Actinomicina D, no pueden
involucrar expresion génica. En una manera similar, efectos insensibles a Cicloheximida, un inhibidor de la
sintesis de proteinas, proporcionando las pruebas para definir los mecanismos no genémicos.

(c) Un corto intervalo de tiempo — en el rango de segundos a minutos —. Sin embargo, muchos efectos no
gendmicos podrian también ocurrir sobre una escala de tiempos mayor, al incluir las acciones genémicas.
(d) La observacion de los efectos producidos por analogos a las hormonas esteroideas que no acceden al
interior celular, excluiria los mecanismos clasicos de translocacion del receptor unido al ligando hacia el
nucleo. Sin embargo, ciertos experimentos directos demuestran que esto es dificil de conseguir.

El término sefalizacién iniciada en la membrana por esteroides (MISS) ha sido propuesto como una
alternativa a las acciones no gendémicas: sin embargo, es posible que haya efectos no gendmicos que
necesariamente no se oriainen en la membrana.

CROSSTALK DE SENALIZACION

El papel directo del PR en el desarrollo de cancer de mama o su progresion permanece

poco definido, en comparacion a los estudios con AR en cancer de prostata o ER en cancer de
mama. Sin embargo, tanto ERoc como PR son necesarios para el normal desarrollo mamario.
Los estrégenos inducen la elongacién ductal, mientras los progestagenos actian directamente
en el glandula mamaria induciendo la extension de los brazos laterales ductales e inducen
alveologénesis (Hovey, Trott, and Vonderhaar, 2002). Estos efectos ocurren en asociacién con
las acciones de los factores de crecimiento. EGF promueve la proliferacién de los brotes del
extremo ductal durante el desarrollo mamario normal, aumenta el exterior crecimiento ductal y la
extension lateral inducida por los estrégenos mas la progesterona. De hecho, la expresion de PR

no puede llevarse a acabo a menos que EGF este presente (Ankrapp, Bennett, and Haslam,
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1998), sugiriendo la existencia de importantes crostalk entre EGFR y ambos SRs. El PR unido a
ligando es un potente mitogeno de mama. Sin embargo, las células epiteliales mamarias que
expresan PR también expresan ER, y los estrégenos normalmente son necesarios para inducir la
expresion de PR. Por esta razén, ha sido dificil separar los efectos de la progesterona del de los

estrogenos, en si mismos potentes mitogenos mamarios.

Aunque el papel de los SRs citoplasmaticos en la fisiologia de mamiferos no esta
totalmente clara, la activacion rapida mediada por SR podria servir para potenciar varias
funciones nucleares activadas por los SRs . La amplificacion de la funcién de los SRs nucleares
podria ocurrir a través de las rapidas y directas fosforilaciones de los SRs y/o sus coreguladores
en respuesta a la activacién de rutas citoplasmaticas inducidas por la unién de SR a ligando. Tal
bucle positivo retroalimentado explicaria la dramatica influencia de las rutas de sefializacién en
las funciones nucleares de PR y AR. Por ejemplo, varias funciones dependientes de progestina
de PR son MAPK dependientes, incluyendo la regulacion positiva de Ciclina D1, Ciclina E, la

activacion de CDK2 y la entrada en la fase S (Richer, Lange, et al, 1998).

Seguida a la unién al ligando, la mayoria de los SRs estimulan un activacion transitoria
(3-10 minutos) de las MAPKs. Sin embargo, la sefializacion mitogénica requiere una activacion
sostenida (de horas a dias) de MAPK en modelos de células de fibroblasto(Murphy, and Blenis,
2006). Recientemente, Lange encontrd que (Lange no publicado), ademas de la activacion
rapida y transitoria de MAPK por progestina/PRg (5-15 minutos), el PRs unido a progestina
induce subsecuentes oscilaciones de la actividad de MAPK que culminan en una fase de
activacion sostenida (horas a dias), que es c¢-Src y EGFR dependiente. Estudios adicionales
revelaron la creacion de un bucle de sefalizacion autocrino, en el cual PRg activa la regulacion
transcripcional positiva de Wnt-1, llevando a la activacion del receptor-Frizzled dependiente de
MMP9 vy arrojando ligandos de EGF desde la superficie celular. Consistente con la
transactivacion dependiente de Wnt-1 por progestina, se produce la regulacion positiva de
Ciclina D1, la entrada en fase S y el crecimiento en agar de células de cancer de mama T47D.
Efectos bloqueados por un ShRNA contra Wnt-1 o por los inhibidores de MAPK, SRC o EGFR.
Es mas, la progestina falla al estimular la entrada en fase S en células MCF7 que expresan
establemente un mutante PRs-PXXP incapaz de unirse al dominio SH3 de ¢-Src y activar MAPK
(Skildum, Faivre, and Lange, 2005). Estos resultados indican que las acciones integradas del
PRs citoplasmatico y el nuclear, actuando por la via de interaccion con c-Src y mediante eventos
transcripcionales directos, junto a la sefalizacion de EGFR inducen la proliferacion de células de
cancer de mama. Otros importantes efectores corriente debajo de EGFR incluyen a los STATSs.

Las progestinas inducen la fosforilacion de las tirosinas y la translocacion de Statba y



Stat3(Richer, Lange, et al, 1998). Proietti demostré que la fosforilacion de Stat3 y la activacion de
las acciones no gendmicas del PR, son eventos criticos para el crecimiento de las células de
cancer de mama. En este sentido, se ha descrito como el crecimiento de las células T47D y de
tumores de adenocarcinomas mamarios inducidos por progestina en ratones BALB/c depende de
la activacion de Jak1y Jak2, c-Src y Stat3 (Proietti, Salatino, et al, 2005).

CROSSTALK CON OTROS RECEPTORES

Las acciones extranucleares de los factores transcripcionales SRs clasicos se han vuelto
una intensa area de investigacion, particularmente en modelos de cancer de mama y prostata.
Miagliazzio fue el primero en escribir sobre la kinasa p60-Src y la activacion de MAPK por
estradiol en células MCF-7 y sobre la interaccion entre PRg, ERa, y la kinasa p60-Src en células
T47D(Migliaccio, Piccolo, et al, 1998). El tratamiento con hormonas esteroideas de células de
cancer de mama o prostata causa una rapida y transitoria activacion de la sefializacion por
MAPK que es dependiente de SR pero independiente de su actividad transcripcional
(Boonyaratanakornkit, Scott, et al, 2001). Mientras los efectos genomicos del tratamiento
hormonal estan retrasados durante varios minutos a horas (ej: llevando transcripcion y
traduccion), los efectos extranucleares o no genémicos, ocurren rapidamente en solo unos pocos
minutos. Por ejemplo, tras el tratamiento con progestina, la activacion méaxima de la kinasa p60-
Src ocurre a los 2-5 minutos, y corriente abajo la activacion de p42/p44 MAPK a los 5-10
minutos. EI PR humano contiene un motivo rico en prolinas (PXXP) que media la union directa al
dominio homologo Src 3 (SH3) de moléculas de sefalizacion de la familia kinasa Src-p60 en una
manera dependiente de ligando. PRa y PRg purificados y activados por la union al ligando
activan la proteina kinasa relacionada con Src (HcK), In Vitro. Mutaciones de la secuencia PXXP
del PR bloquean la habilidad de la progestina para unirse a Src y asi activar tanto ¢-Src (0 HcK)
como p42/p44 MAPKs, indicando que ambas son probablemente activadas por mecanismos
dependientes de c-Src involucrando la activacién de Ras por la via de fosforilacién de las
proteinas adaptadoras del substrato Src (p190 y Shc), seguido por Grb-2 y la unién a SOS.
Mutaciones del dominio de unién a ADN (DBD) eliminarian la actividad transcripcional sin afectar

a los efectos de activacién de c-Src o MAPK.

Ballaré (Ballare, Uhrig, et al, 2003) recientemente presentd que la activacion de MAPK
por progestina esta bloqueada por antiprogestina y antiestrégenos en células Cos-7
transfectadas con PR y ERa. Propuso que la activacion de c-Src/MAPK por PR esta mediada
indirectamente por la interaccion del dominio homélogo 2 a Src (SH2) de c-Src con la
fosfotirosina 537 de ERa.
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En este modelo, la activaciéon de c-Src y la ruta MAPK por progestina depende de la

presencia de un ERa no unido a ligando, el cual interacciona constitutivamente con PRg a
través de dos dominios que flanquean el dominio rico en prolinas. La deleccion de uno de estos
dos dominios de interaccion con ERa in el PRg blogueaba la activacién de c-Src/MAPK por
progestinas en presencia de ERc.. Mutaciones del dominio PXXP de PRg no tenian efecto. Por
otro lado, Boonyaratanakornkit encontré que la expresion de PR incrementa la actividad de c-
Src en células Cos-7 en ausencia de progestina e independientemente de afadir ER. La
coexpresion de PR y ERa reducia los niveles basales de la actividad c-Src, revelando una clara
estimulacién de c-Src por progestina. Ademas, la progestina activo c-Src en células MCF12A
desprovistas de PR e infectadas con un PR salvaje pero no infectadas con un PR mutante en
PXXP. Ambos grupos coinciden en que ERa interacciona con el dominio SH2 de c-Src, pero
ninguno muestra los efectos de los estrogenos en la habilidad de la progesterona para activar c-
Src o MAPK.

Aunque las discrepancias entre los dos modelos deben ser resueltas, la sobreexpresion
de los SRs en células Cos7 podria llevar a efectos dependientes de la concentracién, resultando
en la formacién de diferentes complejos de sefializacion dependientes de la presencia de otras

sefializaciones y moléculas adaptadoras. Apoyando esta idea, Wong(Wong, McNally, et al, 2002)



identifico una proteina adaptadora de interaccion con ER, llamada MNAR (modulador de la
actividad no gendmica del receptores de estrégenos) que contenia tanto a los motivos LXXLL (de
unién a receptores nucleares) como los PXXP (de unidén a dominios SH3). MNAR es esencial
para la interaccion ER-Src, pero no es requerido para la activacion dependiente de Src
PR/progestinas (Edwards no publicado). En oocitos de Xenopus MNAR interacciona con ARy
parece mediar la inhibicién de la meiosis por la via de sefializacion por GBy. La MNAR de
Xenopus también incrementa la transcripcion de AR por la via de activacion de c¢-Src en células
CV1 (Haas, White, et al, 2005).

¢COMO DEFINIR TODOS ESTOS EFECTOS? - TERMINOLOGIA

La confusion persiste en las publicaciones con un vocabulario inconsistente. Intentemos
clasificar los efectos: “Genomicos” se refiere a cualquier accion de una hormona que lleva a un
cambio en la transcripcion de genes, estando el receptor nuclear clasico de esa hormona esteroidea
involucrado o no. “No Genémicos” es usado para cambios que ocurren con una presintetizada
maquinaria celular, que ocurren independientemente de la transcripcion de nuevos mensajeros. Este
término no deberia ser usado cuando nos referimos a cambios rapidos que claramente inician
transcripcion. “Mediados Por Receptores Nucleares” se referiria a cambios que requieren acciones
directas o indirectas de los receptores esteroideos clasicos. “Post-transcripcionales” definen
cambios que precisan de la traduccion de nuevas proteinas o la activacién ribosomal, sin que nuevos
genes sean transcritos. “Post-Traduccionales” modificaciones de proteinas que incluyen cambios en
el estado glicosilado, adicion de lipidos y fosforilacion. “Rapidos” se refiere a cualquier accion que
tenga lugar en una escala temporal desde milisegundos a minutos. “A Largo Plazo” incluye efectos
que ocurren durante muchas horas o incluso dias después de administrar la hormona. “Intermedios”
incluyen aquellos eventos que ocurren dentro de unas pocas horas y no necesariamente persisten por
un dia; comprenden la mayoria de las acciones involucradas en el crosstalk entre respuestas
genomicas y no gendmicas. “Iniciados En La Membrana” su uso se limita a cuando los efectos de la
hormona claramente cambian la actividad de proteinas de membrana tal como ocurre con los
receptores de superficie, canales idnicos, o complejos de sefializacion asociados a membrana. Este
término tamhién niiede ser 11sado cliandn nos referimns a camhins en Ins linidns de membrana tales

Todos estos resultados juntos, indican que multiples interacciones contribuyen a la
activacion directa de las proteinas kinasas por SRs y sugieren que al menos algunas funciones
no gendmicas de anfibios PR/AR han sido conservadas en mamiferos. De modo interesante, Zhu
(Zhu, Bond, and Thomas, 2003) ha descrito un producto génico codificando un posible homologo
de mamifero para un receptor de progesterona en membrana (mPR). Este receptor a la par que
proteina G unido a progesterona ha sido identificado en los oocitos de trucha con lunares. Los
mPRs de pescado y mamifero parecen estar estructuralmente no relacionados con los clasicos
PRa 0 PRgs. Mas estudios son necesarios para determinar si mPR juega un papel en la
sefializacion rapida inducida por progestina o si mPR interacciona con los clasicos PRs. Sin
embargo, estudios con mPR subrayan el importante mensaje de que las proteinas de union a
hormonas esteroideas diferentes de los clasicos SRs podrian regular algunos eventos no

genomicos de sefializacion mediados por hormonas esteroideas.
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REGULACION DEL RECEPTOR DE PROGESTERONA

Durante muchos afios, los mecanismos de accion de los receptores esteroideos
parecian bastante simples. La hormona de alguna manera se desplazaba al nucleo celular,
dénde proteinas inactivas — los receptores — la esperaban. La sefial hormonal entonces activaba
los receptores, el cual se unia a secuencias especificas de ADN y regulaba la transcripcion.
Simple, los cientificos se felicitaban a si mismos por el hecho de que podrian estudiar
directamente la transcripcion y ademas evitar las desconcertantes cascadas de kinasas con las
que otros colegas, estudiando los receptores de superficie, tenian que contentarse. Todo ello
antes de los efectos transcripcionales, actualmente favoritos, de sefalizacién activados por

hormona.

Tras las prematuras felicitaciones, las cosas empezaron a desenredarse cuando quedo
claro que los receptores esteroideos son sélo un grupo de una larga familia de receptores cuyos
ligandos son también no esteroideos y en muchos casos desconocidos; los receptores que unian
un ligando, podian ser expresados como estructuras variantes mdltiples; los receptores que no
se situaban en el nucleo esperando a ser activados, podian ser activos incluso sin ligando; los
receptores se emparejaban en un desconcertante conjunto de heterodimeros y con sitios de
unién a ADN; los receptores podian controlar la transcripcion sin (herejia!) unirse al ADN; vy, la
mayoria de receptores — lejos de ser controladores directos de transcripcion — interaccionan con
un complejo conjunto de proteinas coreguladoras, las cuales funcionan como intermedios de

sefializacion entre los receptores y la maquinaria general de transcripcion.

.5.1 - INTERACCION CON FACTORES DE TRANSCRIPCION Y COREGULADORES

La transcripcion de genes por RNA polimerasa Il necesita ensamblarse a la caja TATA
con multiples proteinas formando el complejo de iniciacion. La unién del factor transcripcional I
D (TFIID) - en si mismo un complejo de la proteina de unién a TATA (TBP) - es el primer paso
en este ensamblaje. TFIIB, sirviendo como un puente funcional entre TBP y la polimerasa I, se
recluta entonces con TFIID. Otros factores transcripcionales generales, designados TFIIA hasta
TFIlJ, se unen al complejo de preiniciacién (Tjian, and Maniatis, 1994). Sin embargo, mientras
TBP es necesario, este no es suficiente para mediar transcripcion dependiente de RNA
polimerasa Il en respuesta a los transactivadores (Sadowski, Henry, et al, 1993). Esta y otras
observaciones llevaron a la hipotesis de que existen factores adicionales, llamados
‘coactivadores”, también necesarios para una transcripcion eficiente. A diferencia de TBP, el

complejo TFIID solo puede



soportar la transcripcion regulada por los activadores
corriente arriba, concluyendo que la funcién del
coactivador es proveida por los TAFs asociados con
TFIID. De hecho, se han descrito interacciones entre
los receptores nucleares y TAFs. Evidencias de
factores adicionales se apoyan en las observaciones
de que diferentes clases de receptores pueden
interferir en las actividades transcripcionales de los
otros, al necesitar factores de transcripcion que son
limitantes y que no son componentes de la maquinaria
de transcripcién basal (Kost, Smith, et al, 1989). Estos
factores son también llamados coactivadores si el
ligando puede replicar la transcripcion mediante los
receptores unidos a promotores, sin disminuir los
niveles de transcripcion basal, o inhibiendo la

transcripcion de otros promotores.

MEDIACION DE LA TRANSCRIPCION

Los receptores esteroideos median
la activacion de la transcripcion a través del
reclutamiento de RNA pol Il a promotores
diana, y esto esta mediado a través del
ensamblaje secuencial del complejo de
preiniciacion de multisubunidades, el cual
consiste en un numero de factores de
transcripcion generales (TFlls). Siendo un
camino por el cual los receptores
esteroideos pueden influenciar la expresion
génica, a través de sus interacciones con
componentes del complejo preiniciado de
transcripcion. De hecho, se ha demostrado
que los receptores esteroideos interaccionan
indirectamente con diferentes componentes
del complejo de preiniciacién, asi con la
proteina de union a TATA (TBP, una
subunidad de TFIID), TFIIH, TFIIF y con los
factores asociados a TBP (TAFs). Tales
interacciones indirectas podrian serlo a
través de puentes moleculares compuestos
e moléculas de coactivadoras .

Si las interacciones entre los receptores y los factores de transcripcion basal son

necesarias pero no suficientes para un control transcripcional eficiente y preciso dependiente de
hormona, entonces al menos debe estar involucrada también una tercera categoria de factores.
Un complejo oligomérico - que incluye a activadores de proteinas (pe: de los receptores),
coactivadores, y factores basales - es necesario para estabilizar los interactuantes y

proporcionar especificidad transcripcional (Goodrich, Hoey, et al, 1993).

COACTIVADORES

Experimentos iniciales en levaduras mostraron la imagen de los coactivadores como
“‘adaptadores transcripcionales” (Ptashne, and Gann, 1990). Estos adaptadores proporcionaban
un puente entre los factores de transcripcion unidos a ADN y la maquinaria general de
transcripcion. Aunque realmente este simple escenario de accion de coactivadores es mucho
mas complejo. Se ha escrito que los coactivadores tienen muchas actividades ademas de la de
iniciar la transcripcion, tales como el transporte de ARNm desde el nucleo, la traduccion de
ARNm, y modificaciones postraduccionales de las proteinas sintetizadas. Estos coactivadores
poseen acciones estratificadas en el completo proceso de transcripcion/traduccion, reflejando el
hecho que estos no actuan solos sino como parte de complejos multiproteicos. Estas entidades
poseen muchas actividades enzimaticas, representando una maquina compleja que es capaz de
concentrar y coordinar diversas enzimas en el proceso que regulan, en un mismo lugar.
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Sorprendentemente, los primeros coactivadores descritos para un receptor nuclear
fueron los componentes de la holoenzima polimerasa I, aunque atendian a otra funcién
(Yamamoto, Hirosawa, et al, 1992). En levaduras, la familia de proteinas SWI/SNF es requerida
para la transcripcion de genes regulados diferencialmente, en parte porque SWI/SNF revierte los
efectos represores de los componentes de la cromatina (Singh, Coe, and Hong, 1995).
Yoshinaga presento que la activacion transcripcional a través de receptores de glucocorticoides
0 ER en levaduras es dependiente de la funciéon de SWI1-3. Los homologos humanos de estas
proteinas denominados hSNF2a-23 (Hartig, and Cato, 1994) o Hbrm potencian la transcripcion
a través de ER, RAR y GR, en ensayos de transfeccion, y requieren un dominio receptor DBD
intacto.Tras la identificacion del primer coactivador de NR - el coactivador del receptor de
esteroides SRC-1 (Onate, Tsali, et al, 1995) -, se pronostico que esta seria una pequefia familia
de coactivadores (quizas cinco a diez) para llevara a cabo el papel de puenteo entre los factores
de transcripcion y la maquinaria traduccional. Lejos de la prediccion, actualmente estan descritos

aproximadamente 200 coactivadores de NR que trabajan con unos 48 NRs.

REGION AF2:

En definitiva, en la transcripcion de la regulacién a través de la interaccion directa con la
maquinaria basal, los receptores de hormonas esteroideas median la activacion de la
transcripcion mediante el reclutamiento de los coreguladores (coactivadores y corepresores), los
cuales poseen actividad de remodelamiento de cromatina o facilitan la interaccion entre los
receptores esteroideos y la maquinaria de transcripcion. Los coactivadores normalmente
interaccionan con la regién AF2 del extremo-C de los NRs. La interaccion entre los coactivadores
y los receptores esteroideos unidos a ligando ocurre a través de la caja NR o de los motivos
LXXLL (L es leucina y X es cualquier aminoacido). La caja NR permite al coactivador
interaccionar con la regién AF2 del extremo-C in el LBD de un receptor unido a ligando. De este
modo, se han descrito varios factores que interaccionan con los receptores nucleares en una
manera dependiente de ligando, alguno de los cuales podria ser miembro de una larga familia de

proteinas relacionadas:

1.- Histonas Acetiltransferasa

Los coactivadores de NR CBP (proteinas de unién a CREB), los factores relacionados a
CBP p300 y p/CAF (factor asociado a p300/CBP) son ejemplos de coactivadores unidos a NR
con una actividad intrinseca acetiltransferasa de histonas (Lee, Lee, et al, 2001). La actividad
acetiltransferasa permite a los coactivadores acetilar residuos de lisina en el extremo-N de

histonas presentes en el ADN. La acetilacion neutraliza las cargas positivas de los extremos de



las histonas, disminuyendo su afinidad por el ADN negativamente cargado y dejando menos
compacta a la cromatina. Como una consecuencia, la estructura de la cromatina queda abierta y

los factores de transcripcion pueden acceder a las regiones promotoras de genes diana.

2.- La Familia SRC De Coactivadores De Receptores Nucleares

El coactivador del receptores esteroideos p160 (SRC) de la famila de coactivadores
incluye SRC-1 (también llamado NCoA1), SRC-2 (también llamado TIF-2, GRIP-1, NCoA-2), y
SRC-3 (tambien llamado AIBI, RAC3, ACTR, pCIP y TRAM-1), y no tienen actividad
remodeladora de cromatina (Leo, and Chen, 2000). Su principal funcion es la de reclutar la
maquinaria transcripcional basal y otros coactivadores, tales como p300/CBP, que si poseen
actividad histona acetiltransferasa y metiltransferasa. Las proteinas histona acetiltransferasa no
solo apuntan al extremo-N de las histonas para acetilarlas, también a ciertos factores de
transcripcion basales y algunos coactivadores son también objetivos. Por ejemplo, la respuesta
transcripcional puede también ser atenuada a través de la acetilacion de las proteinas SRC p160
por p300/CBP. También se reclutan a los NRs por la via de los complejos SRC,
metiltransferasas, incluyendo la metiltransferasa de arginina asociada al coactivadores | (CARM-
1) y la metiltransferasa de proteinas argininas | (PRMT-1), las cuales tienen actividad
remodeladora de cromatina. Se cree que las metiltransferasas son capaces de cambiar la

actividad de la maquinaria transcripcional basal.

Aunque todos estos coactivadores estan implicados en la activacion de genes mediada
por PR, no todos son funcionalmente equivalentes In Vivo ni son expresados de la misma
manera en todas las células. Por ejemplo SRC3 tienen un patron de expresién mas restrictivo
que SRC1 o SRC2 (Suen, Berrodin, et al, 1998). Un articulo reciente de X. Li demostré que el
PR preferencialmente reclutaba a SRC1, SRC3 y CBP, pero no a SRC2 o pCAF, llevando a la
modificacion especifica de histonas del promotor modelo MMTV y sugiriendo el reclutamiento de
coactivadores por los receptores nucleares como un mecanismo para mediar la sefializacion
hormonal especifica (Li, Wong, et al, 2003). SRC-1 fue aislada en un escaneo por doble hibrido
en levaduras contra una libreria de cADN humano usando HBD del hPR como cebo (Onate,
Tsai, et al, 1995). In Vitro, SRC1 interacciona cuando los agonistas ocupan el hPR pero no con
los antagonistas. In Vivo, SRC-1 aumenta la transcripcién mediada por hPR en presencia de

R5020 pero no del antagonista RU486, y no altera la actividad basal transcripcional.

3.- La Familia DRIP/TRAP De Coactivadores De Receptores Nucleares
Las complejos de proteinas de interaccion con receptores para la vitamina D (DRIP) y de
las proteinas asociadas a receptores tiroideos (TRAP) carecen de la actividad enzimatica
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remodeladora de cromatina, aunque aumentan la transcripcion dependiente del receptor a través
de mecanismos que difieren de los usados por la familia de coactivadores SRC. El complejo
DRIP/TRAP aumenta la transcripcion dependiente del receptor por reclutamiento de la
maquinaria basal de transcripcion al receptor unido a ligando, por la via de la subunidad
DRIP205 (también llamada TRAP220 y proteina de unién a PPAR)

4.- Otros Complejos Coactivadores

Otros complejos coactivadores de NR que tienen un papel en el remodelamiento de
cromatina incluyen al complejo SWI/SNF de remodelamiento de la cromatina dependiente de
ATP, el cual contiene las subunidades Brg-l(gen relacionado a brama 1)/Brm y el complejo
activador de sefial Cointegrador-2 conteniendo proteinas del grupo trithorax, las cuales pueden
metilar histonas(Belandia, Orford, et al, 2002). También al hRPF-1 que es el homologo humano
de RSP5 de levadura, una proteina relacionada con la familia de proteinas ubiquitin-lipasas
(Imhof, and McDonnell, 1996). En células de mamifero la expresién de hRPF1 aumenta la
eficiencia transcripcional dependiente de hormona de PR, sin alterar la transcripcion basal. In
vivo, solo la isoforma B, y no la A, de PR es activada por coexpresién de hRPF1. Los receptores
B contienen un dominio de activacion 3 (AF3) que no los A, mientras que sus AF1 'y AF2 son
idénticos, de ahi que quizas hRPF1 ejerce su efecto a través de este dominio.

ATP-dependent Histone acetylation Basal Transcriptional HDAC recruitment
chromatin remodelling & methylation complex recruitment

CARM1/PMRT
-
Brg1/Brm

+ligand ligand

L-CoR '

TRAP/DRIP RIP140

RNA

Muclear Histones Basal Transcriptional
receptors complex

REGION DBD:

Un grupo diferente de coactivadores esta especializado en la interaccion con el dominio
DBD del receptor. EL DBD del PR es necesario para la union especifica con los elementos de
respuesta a progesterona (PREs) del ADN, pero mucho menos conocida es su funcién de union

a cofactores nucleares. Estos incluyen pequefias proteinas nucleares de dedos en anillo



(SNURF), GT198, coactivadores tejido especifico, y el grupo de proteinas de alta movilidad
(HMG). SNURF es una proteina nuclear expresada ubicuamente, capaz de activar la
transcripcion dependiente de los receptores esteroideos (Moilanen, Poukka, et al, 1998). Esta
forma de unién en la transcripcidn regulada por la hormona esteroidea (Poukka, Aarnisalo, et al,
2000), demuestra un mecanismo por el cual los coactivadores interaccionando con el DBD
sinergizan en transactivacion por permitir la cooperacién entre los receptores nucleares y otros
factores de transcripcion. HMG-1 y HMG-2 son miembros de una familia de proteinas de
cromatina no histénicas producidas por dos genes separados (Melvin, Roemer, et al, 2002). Las
proteinas HMG no reconocen secuencias especificas de ADN sino que se unen en a la ranura
menor del ADN, reconociendo curvas en el ADN. Parece que PR usa HMG1-2 para interaccionar
con alta afinidad con el ADN, al menos In Vitro, y para la inducir la actividad transcripcional In

Vivo.

REGION AF1:

Comparada con los coreguladores interaccionando con AF2 y DBD, los cofactores de
interaccion con AF1 estan menos caracterizados. Las AF1 son las regiones menos conservadas
entre las diferentes especies de PRs y estan probablemente asociadas con una habilidad
diferente de PRa y PRg para reclutar proteinas coreguladoras especificas (Giangrande, Kimbrel,
et al, 2000). Un estudio reciente ha identificado varios dominios del extremo-N interaccionando
con factores, incluyendo a la proteina de dimerizaciéon de Jun 2 (JDP-2), al coactivador de
receptores nucleares 62 (NCoA62, también conocida como proteina de interaccion con Ski), y a
APE2, una proteina reparadora del corte de nucledtidos (Edwards, Wardell, and
Boonyaratanakornkit, 2002). JDP2 inicialmente definida como un represor de Jun y otros factores
de transcripcién bZIP, funciona como un coactivador AF1 del PR. Se ha mostrado que la JDP2
enddgena y el PR son reclutados, en una manera dependiente de hormona, al promotor en el
contexto de cromatina In Vivo. Los cofactores de AF1 podrian potenciar la funcién de PR al
reclutar o estabilizar otros coactivadores in una ruta alternativa independiente de AF2 y de los
coactivadores SRC (Edwards, Wardell, and Boonyaratanakornkit, 2002). Ademas de en la region
AF2, los coactivadores para AF1 también interaccionan con el dominio A/B del NR (Berrevoets,
Doesburg, et al, 1998). Tales interacciones se han encontrado al estimular la actividad

transcripcional de AF1 y crean un sinergismo entre las dos funciones de activacion AF1y AF2.

REGION PARA SPLICING DE ARN:
Descripciones recientes sobre los coactivadores de PR han revelado otro mecanismo

por el cual el PR regula la expresion génica, que es influyendo en el splicing de ARN. Aunque la
transcripcion y el procesamiento del RNAm son eventos unidos In Vivo, el mecanismo que
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coordina estos procesos permanece esquivo. Estudios de Auboeuf han demostrado que los
promotores dependientes de progesterona en splicing alternativo dependen del reclutamiento
mediado por PR de coreguladores, que estan involucrados tanto en la estimulacién de la
transcripcién como en la regulacién del splicing alternativo del RNAm. Uno de estos
coreguladores involucrados, es el coactivador activador (CoAA), el cual contiene dos motivos de
reconocimiento de ARN altamente conservados (RRM) comunmente encontrados en
ribonucleoproteinas. Es mas, CoAA potencialmente coactiva la transcripcion mediada por
multiples elementos de respuesta a hormona y actia sinergicamente con TRBP y CBP (lwasaki,
Chin, and Ko, 2001). Se han mostrado otros coactivadores de receptores nucleares que regulan
el splicing de ARN (Monsalve, Wu, et al, 2000). Ademas, PR podria influenciar el splicing al
promover la expresion de factores de splicing. Por ejemplo, Kester(Kester, van der Leede, et al,
1997) identifico un nuevo gen diana para progesterona, homélogo a los miembros de la familia
proteica de los SRs (ricos ser/arg) de factores de splicing. Por lo tanto, los receptores
hormonales esteroideos activados coordinadamente, controlan la actividad de transcripcion de

genes y el procesamiento del ARN, y el PR parece jugar un papel primordial en este aspecto.

En resumen, diversos estudios han indicado varios aspectos de los coactivadores que
parecen involucrar multiples mecanismos cooperativos. Las propiedades estructurales de los
coactivadores permiten multiples interacciones entre el receptor y el complejo coactivador(Tsai,
and O'Malley, 1994). Ademas, los dominios de interaccion con varias actividades enzimaticas
dentro de los coactivadores determinan el reclutamiento de distintas acetiltransferasas
(CBP/p300, PCAF), metiltransferasas (CARM1, PRMT1) (Tochio, Tsui, et al, 2001), kinasas
(Rsk2, Msk1) (Chen, Tini, and Evans, 2001), ubiquitin ligasas (E6-AP, p300) (Grossman, Deato,
et al, 2003), complejos remodeladores de la cromatina (SWI/SNF), y factores de splicing de ARN,
facilitando la formacion de un complejo de preiniciacion que contribuye también a los eventos
corriente abajo en la transcripcion. Es mas, el reclutamiento preferente de cofactores especificos
a promotores particulares y en un entorno celular especifico crea varios distintos patrones de
expresion de genes.

COREPRESORES

Ademas de la activacion génica, los receptores esteroideos pueden reprimir ciertos
genes diana con su union a los HREs en una manera dependiente de ligando. La represion
puede ocurrir a través de HREs negativos, los receptores se unen a estos y median una
regulacion negativa. Pudiendo ejemplificarse con la accion del receptor de tiroides unido a la
hormona tiroidea en la represion transcripcional del gen regulador de ciclo celular E2F-1 (Bigler,
and Eisenman, 1995). Los HREs negativos estan normalmente cerca de los sitios de iniciacion

de la transcripcion y algunos estan presentes corriente abajo de la caja TATA; algunos incluso



tiene localizaciones inusuales, como la region 3" no traducida (Belandia, Latasa, et al, 1998). Se
cree que las propiedades de los HREs negativos dependen de su localizacion; Estos median una
respuesta negativa solo cuando estan posicionados cerca o corriente abajo del sitio de iniciacién.
Esto sugiere que los HREs negativos y sus receptores unidos podrian regular los genes diana

por controlar la tasa de liberacién de RNApol Il del promotor.

Por otro lado, la mayoria de los mecanismos generales de represidn ocurren por
reclutamiento de complejos corepresores a receptores unidos a antagonistas en promotores de
genes diana a través de HRE. Asi la represion directa transcripcional es a menudo mediada por
el reclutamiento de complejos corepresores, los cuales estan asociados con receptores unidos a

antagonistas o sin ligando.

La busqueda de coactivadores es una salida légica del hecho que todos los ligandos
naturales conocidos de receptores nucleares son agonistas que activan la transcripcién. Sin
embargo, hay dos condiciones bajo las cuales la presencia o ausencia de ligando inhibe la
transcripcion. Una ocurre cuando antagonistas sintéticos de hormonas esteroideas compiten por
el éxito con los agonistas naturales por unirse a receptores e inhibir la transcripcién inducida por
el agonista. La otra es una propiedad clave de algunos miembros de la subfamilia de receptores
nucleares no esteroideos, los cuales se unen al ADN en ausencia de ligando y activamente
reprimen la transcripcion basal (Sap, Munoz, et al, 1989). Bajo condiciones similares, los
receptores esteroideos no unidos a ligando no pueden unirse al ADN, porque ellos son
secuestrados por un complejo cubierto de proteinas de choque térmico. Las proteinas se unen al
ADN para reprimir la transcripcidn por tres mecanismos:

(a) el represor se une al mismo sitio o por solapamiento en el ADN con el activador y
competitivamente bloquea el acceso del activador al ADN

(b) ambas proteinas se unen al ADN a sitios no solapados, pero el represor interfiere con la
actividad del activador

(c) el represor se une al ADN y silencia la maquinaria basal de transcripcion directamente.

Obviamente los receptores nucleares han estado implicados en todos estos procesos.

De este modo, por analogia con los coactivadores, definimos los corepresores como
factores limitantes que inhiben la transcripcion después de ser unidos al promotor por los
receptores unidos a ADN vy factores cuyos efectos inhibitorios pueden se liberados por
squelching. Un ejemplo de un corepresor, es el represor Ssn6 de levadura. Esta proteina afecta
a la represion génica dependiente de glucosa cuando esta unido al promotor. De interés es el
hecho que Ssn6, haya sido identificado junto a su pareja Tup1, como un represor transcripcional
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de PR. La eliminacion de Ssn6 aumenta los efectos transcripcionales de un fragmento PR AF1,
aumentando los efectos de progesterona, y permitiendo que el antiprogestageno RU486 se
vuelva un potente agonista. Cuando el RU486 ocupa el PR, este puede atraer corepresores al
complejo antagonista del receptor esteroideo. Entonces el complejo podria no simplemente
bloquear la activacion pasivamente, por competir con la union a HREs., sino que activamente

reprime la transcripcion por reclutar corepresores al complejo transcripcional

.5.2 - EFECTOS POSTRANSCRIPCIONALES: FOSFORILACION

Actualmente existen evidencias sobre que los factores de crecimiento puedan mimetizar
los efectos de los esteroides en sus receptores. La actividad de los SRs es también regulada por
fosforilacién, y la mayoria de los sitios de fosforilacidn estan situados dentro de las regiones A/B,
E y F. La fosforilacion de NRs es mediada por las proteinas kinasas activadas por mitégenos
MAPK, las activadas por estress p38 MAPK, la proteina kinasa A y C (PKA y PKC), también con
la subunidad CDK?7 del factor transcripcional basal TFIIH y el complejo de kinasas de ciclinas A 2
(CDK-2). Las consecuencias funcionales de la fosforilacion de NR varian. Mientras la
fosforilacién por MAPK parece incrementar la actividad transcripcional de ER, la fosforilacién por
MAPK reprime la habilidad para transactivar del PPAR-y. Estas rutas de sefializacion intracelular
pueden por lo tanto, integrar sus sefiales con receptores esteroideos y substituir o aumentar los

efectos de los ligandos hormonales.

Los eventos de fosforilacion y desfosforilacion que ocurren en los miembros de la familia
de SR proporcionan un nivel afiadido de complejidad a la accién del PR. Las isoformas del PR
estan altamente fosforiladas por multiples kinasas; la fosforilacién ocurre en los residuos de
Serina dentro del extremo-N, y en menor medida, en residuos de Serina a lo largo del receptor.
El PR contiene un total de 14 sitios conocidos de fosforilacién. Las Serinas en las posiciones 81,
162, 190 y 400 se definieron originalmente como sitios basales porque parecian estar
constitutivamente fosforiladas en ausencia de hormona. Las Serinas 102, 294 y 345 son sitios
fosforilados tras 1-2 horas de tratamiento hormonal (Zhang, Beck, et al, 1995). Interesante es el
hecho de que la fosforilacién de PR inducida por hormona incluye a las actividades kinasas
dependiente e independientes de ADN. Ya se han identificado algunas de las kinasas
responsables de la fosforilacion, mientras otras permanecen esquivas. Por ejemplo, las Serinas
81y 294 son fosforiladas por la caseina kinasa Il (Zhang, Beck, et al, 1994) y MAPK (Lange,
Shen, and Horwitz, 2000) respectivamente. Las progestinas pueden también estimular la
fosforilacion de Ser294 independientemente de MAPK por la activacion de una kinasa
desconocida. Ocho de los 14 sitios (Thr430, Ser25, 162, 190, 213, 400, 554 y 676) son
conocidos por ser fosforiladas por la proteina kinasa dependiente de ciclina A 2 (CDK2), In



Vitro(Knotts, Orkiszewski, et al, 2001). Cinco de estos sitios han sido confirmados In Vivo como
auténticos sitios de fosforilacion (Ser162, 190, 213, 400, 676)
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Aunque el papel de la fosforilacion de PR no esta completamente claro, la fosforilacién
influye en aspectos de la regulacién transcripcional tales como la interaccidon con los
coreguladores (Narayanan, Adigun, et al, 2005), la regulacion de la localizacion nuclear del PR
dependiente de ligando (Shen, Horwitz, and Lange, 2001), las actividades transcripcionales
(Takimoto, Hovland, et al, 1996), el recambio del receptor (Lange, Shen, and Horwitz, 2000), y
todos ellos necesitan de la fosforilacidn. Por ejemplo, la fosforilacion de Ser294 dependiente de
MAPK es necesaria para la traslocacion nuclear de PR libre y la exportacién de PR unido a
ligando, sugiriendo que la sefializacion de MAPK regula la accién de PR al alterar el movimiento
nucleo-citoplasma (Qiu, Olsen, et al, 2003). El significado funcional del secuestro del PR nuclear
en respuesta a la activacion de MAPK es desconocido. La localizacion nuclear podria servir para
concentrar el receptor inactivo o activo, ya que los PRs son degradados en el citoplasma tras la
salida del nucleo. Tras a un breve pretratameinto (5-15 minutos) con EGF, el receptor PRg
fosforilado se vuelve ultrasensible a niveles subfisioldgicos de progestina. Pero cuando EGF y
progestina son afiadidos a las células simultanéamente, la magnitud de la sensibilidad de PR es
mucho mas reducida con relacién al pretratamiento con EGF, sugiriendo la importancia del orden
temporal de eventos de fosforilacion en la regulacién de la sensibilidad a hormona. Ademas, el
PR fosforilado sin ligando parece regular genes mediante mecanismos no clasicos. Por ejemplo,
la regulacion por PRg de la expresion de IRS-2 ocurre independientemente de ligando pero
requiere la fosforilacion de Ser 294 de PR en células de cancer de mama (Qiu, and Lange,
2003).

De hecho, los SRs actuan como sensores para las rutas de transduccion de sefiales. El
PR fosforilado es hipersensible a niveles subfisioldégicos de progestina con relacion a un PR
homdlogo no fosforilado. EGF y progestina sinergizan expresando el RNAm o los niveles
proteicos para un numero de genes reguladores de crecimiento, incluyendo a Ciclina D1y Ciclina
E (Hovland, Powell, et al, 1998); la regulacién de las ciclinas por progestina es MAPK
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dependiente. Las ciclinas regulan la progresion de células a través del ciclo celular por su
interaccidn con proteinas kinasas dependientes de ciclinas (CDKs). Las progestinas activan a
CDK2 (Groshong, Owen, et al, 1997), y el PR esta predominantemente fosforilados por CDK2 en
sitios de prolina (S/TP) (Knotts, Orkiszewski, et al, 2001), tal vez permitiendo la regulacion
coordinada de la actividad transcripcional de PR durante la progresion del ciclo celular.
Apoyando esta idea, Narayanan (Narayanan, Adigun, et al, 2005) encontré que la actividad de
PR es mayor durante la fase S y mas baja en G0/G1 del ciclo celular, concomitantemente a la
fosforilacion disminuida de PR. La sobreexpresién de Ciclina A o CDK2 es aumentada por la
actividad transcripcional de PR; mientras ciclina A interacciona con el extremo-N de PR, CDK2
parece alterar la funcién de PR indirectamente por incrementar su fosforilacion y el

reclutamiento de SRC-1 al PR activado.

FUNCIONES DE LA FOSFORILACION DE SER294

La Ser294 del PR es un sitio de fosforilacion inducible por ligando; este se vuelve
rapidamente fosforilado tras la exposicion hormonal (Zhang, Beck, et al, 1995). La Ser294 es
también un sitio consenso para MAPK (PXXSP) o directo de prolinas. En contraste a la
fosforilacién de Ser294 inducida por progestinas, la cual ocurre a los 30-60 minutos
independientemente de la activacion de MAPK, la fosforilacion de Ser294 inducida por factores
de crecimento ocurre a los 3-5 minutos y es MAPK dependiente(Qiu, Olsen, et al, 2003).
Diversos estudios sugieren que la Ser294 del PR es un sitio significativo para la regulacién de
PR por multiples kinasas (Qiu, and Lange, 2003). La fosforilacion de Ser294 parece mediar el
incremento del movimiento nucleo-citoplasma del PR (Qiu, Olsen, et al, 2003), y es necesaria
para sostener el sinergismo transcripcional en presencia de progestina y factores de crecimiento
(Shen, Horwitz, and Lange, 2001).

La fosforilacion de ser 294 podria también mediar algunos aspectos de la accién de PR
independientemente de ligando. Los factores de crecimiento tales como EGF son fuertes
activadores de p42/p44 MAPK e inducen la fosforilacién rapida de PR en Ser294 y la
consecuente acumulacion nuclear. Mutaciones en el sitio consenso MAPK (S294A) eliminan la
translocacién mediada por EGF; sin embargo, la habilidad de la progestina (R5020) de inducir
localizacién nuclear de PR-S294A quedo inalterada. La acumulacién de PR en el nucleo,
inducida por EGF, sugiere un mecanismo de activacion de la transcripcion independiente de
ligando. Labriola (Labriola, Salatino, et al, 2003) propuso que la heregulina, un miembro de la
familia del EGF, puede estimular la localizacion nuclear, la union al ADN, y la actividad
transcripcional de PR en células de cancer de mama (T47D) en ausencia de hormona. Esto fue

acompafado por la activacién de MAPK y la fosforilacion de Ser294. Qiu (Qiu, Olsen, et al, 2003)



propuso cambios similares a los de la fosforilacion de Ser294 sin que los factores de crecimiento
estimularan la actividad transcripcional del PR o alteraran la regulacion negativa en células
variantes (T47D) (Shen, Horwitz, and Lange, 2001). Aunque estas pruebas necesitaban de la
union al ligando, la activacion de MAPK estaba claramente aumentada. Las razones de estas
diferencias son desconocidas, pero podrian involucrar a diferentes expresiones de los miembros
de la familia de EGFR expresados en la superficie celular en los clones de las lineas celulares
(T47D), llevando a diferencias en la activacion de las kinasas intracelulares corriente abajo tales
como CDK2. En cualquier caso, estos datos sugieren una continuidad entre la hipersensibilidad
de PR a las extremadamente bajas concentraciones de ligando y la independencia completa a
ligando, un fenémeno bien documentado para AR. La regulacion de PR por rutas de sefializacion
alternativas, incluyendo la elevada actividad MAPK a menudo exhibida por los tumores de
mama, podria contribuir a la desregulacion génica y a cambios en el crecimiento celular y/o

supervivencia.

FUNCIONES DE LA FOSFORILACION DE SER400

A diferencia de Ser 294, la Ser400 esta basalmente fosforilada y regulada por ligando In
Vivo mediada por CDK2. Como los mitbgenos, la progestina regula la actividad de CDK2
(Musgrove, Swarbrick, et al, 1998). Ademas, como la progestina, los mitogenos también inducen
una fosforilacion rapida y fuerte de Ser400 (Pierson-Mullany, and Lange, 2004), sugiriendo un
mecanismo de regulacién de PR, dependiente del ciclo celular. En presencia de la CDK2
activada, la fosfoSer400 permanece nuclear, sugiriendo que la fosforilacion de Ser400 secuestra
PR sin ligando. La sobrexpresion de CDK2 incrementa la actividad transcripcional de PR en
ausencia y presencia de progestina. Mutando Ser400 en Alanita (S400A) selectivamente se
bloquea la actividad transcripcional de PR independiente de ligando, con un débil efecto en la
transcripcién inducida en respuesta a la union a ligando(Pierson-Mullany, and Lange, 2004). Este
resultado sugiere que CDK2 regula positivamente PR sin ligando (la actividad transcripcional
basal) por actuar en Ser400 mientras aun ejerce positivos efectos en presencia de ligando, tal
vez en cooperacion con otros sitios CDK2 del PR (Edwards, Weigel, et al, 1993) o sus
coactivadores (Narayanan, Adigun, et al, 2005). Ademas, Ser400 esta situada junto a 9
aminoacidos reconocidos como un motivo de destruccion, que podrian alterar el recambio de PR,
sugiriendo un importante significado por el cual el PR es regulado en respuesta a fosforilacion
(Shen, Horwitz, and Lange, 2001). Consistente con esta idea, el CDK2 activado induce una
rapida regulacion negativa de PR en presencia o ausencia de progestina, mientras los
inhibidores de CDK2 bloquean la regulacion negativa de PR inducida por ligando. Los
mecanismos que unen la estabilidad/recambio con la actividad transcripcional necesitan mas
estudios. Sin embargo, se ha propuesto un modelo en el cual ciertos SRs son regulados por
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proteinas kinasas que primero modulan la localizacion del receptor, llevando a cambios in la

actividad transcripcional y/o en el recambio proteico (Rowan, Garrison, et al, 2000).

.5.3 - DEGRADACION POR UBIQUITINACION

La regulacion de la expresion de PR por ligandos ocurre tanto a nivel de RNAm como
proteina. A nivel de RNAm, los efectos de la progestina en al menos 6 de los mensajeros del PR
ha sido definidos en células hBCC (T47D) (Sheridan, Krett, et al, 1988). Los niveles de ARNm
disminuyen gradualmente entre 4-20 horas después del tratamiento con progestina y entonces
regresan los niveles de antes tras 24-48 horas. Ademas, a las fluctuaciones en ARNm, los
niveles de proteinas son también rapidamente regulados negativamente en repuesta a unién de
ligando. EI PR enddgeno, marcado mediante la incorporacion de los aminoacidos densos H2, C13
y N5, es recambiado con una vida media de 21 horas en las células control, y de 6 horas en
células tratadas con progestina. La tasa y la extensién de la proteina decrece como reflejaria la
curva temporal de ocupacion por ligando y la saturacion fraccional del receptor. La antiprogestina
también induce la regulacion negativa del PR pero con unas menores cinéticas que los
agonistas, sugiriendo una relacion entre la actividad transcripcional del PR inducido por ligando y
la regulacion negativa del receptor.

Una razon seria que las células gastan la energia para limpiar los receptores activos,
para atenuar su respuesta transcripcional propia. Alternativamente, el recambio del receptor
nuclear podria proveer un mecanismo de ‘reseteo” del aparato transcripcional después de cada
estimulo, asi que receptores previamente modificados puedan ser reemplazados por los nuevos
sintetizados para ser moléculas completamente funcionales. De este modo, la regulacién
negativa del receptor podria permitir una reactivacién continta de la transcripcién de los genes
regulados por PR, en los tejidos en los cuales el PR esta constantemente expuesto a cambios de

los niveles fisioldgicos de la progesterona.

La destruccion temporalmente marcada de las proteinas reguladoras por la ruta del
proteosoma-ubiquitinas esta emergiendo como un mecanismo importante para el estricto control
de los diversos procesos celulares (Mimnaugh, Chavany, and Neckers, 1996), en transcripcion
de genes (Treier, Staszewski, and Bohmann, 1994), en angiogenesis y en progresion del ciclo
celular (Stearns, Evans, and Kirschner, 1991). Las aberraciones en esta ruta o de sus substratos
proteicos estan implicadas en enfermedades como Alzheimer (Huang, Atwood, et al, 1997) o
cancer. De este modo, los inhibidores de ubiquitinacién son candidatos a las pruebas clinicas

para tratar cancer.



El PR es un objetivo para la regulacion negativa por fosforilacion. Un inhibidor especifico
de la ruta de degradacion 26S proteosoma bloquea la pérdida de PR dependiente de ligando. El
mismo resultado se produce por la inhibicion de la via MAPK p42/p44, también por la mutacion
de un solo sitio de fosforilacién consenso del PR para MAPK. Sugiriéndose que el PR activado
es un substrato de la fosforilacién inducida por MAPK, el cual marca al receptor para la

degradacion por el complejo 26S-proteosoma.

La degradacion de PR en presencia de R5020 parecer estar especificamente mediada
por el 26S proteosoma, porque el inhibidor ALLM, de la actividad de enzimas implicadas en
degradacion pero no de 26S, no tienen efecto en la degradacion de PR. En contraste, el inhibidor
LLnL, para varias proteasas de cisteinas incluyendo la actividad proteasa de la cisteina del 26S
proteosoma, efectivamente bloquea la degradacion de PR. Aunque la degradacién independiente
de ubiquitina de los sustratos por el 26S es conocida, la mayoria de las proteinas diana
marcadas para se destruidas lo hacen a través de esta ruta al ligarseles moléculas de 76
ubiquitinas, ensamblandose como cadenas poliubiquitinizadas. Estas proteinas ubiquitinizadas
son a menudo dificiles de visualizar. Sélo el 3% de las calcinas existen como conjugados
sububiquitinados durante la mitosis; estas especies tienen una vida media de 90 segundos. La
proporcidn de PR que existe como conjugado ubiquitinado a este punto dado, seria incluso

menor, porque los receptores tienen una vida media de varias horas.

Los substratos para la via ubiquitina-proteosoma a menudo contienen
secuencias/motivos aminoacidicos especificos necesarios para su reconocimento y degradacion
(Glotzer, Murray, and Kirschner, 1991). El examen de la secuencia proxima a la Ser294 del PR
reveld la presencia de tales motivos; un caja de destruccion consenso de 9 aminoacidos
originalmente descrita en moléculas de ciclina y necesaria para la destrucciéon por la ruta
ubiquitin-proteosoma (King, Glotzer, and Kirschner, 1996). Es curioso que en el PR esta
secuencia este junto al sitio consenso de las MAPK. Otro motivo de cajas consenso esta
localizado entre los aminoacidos del PR 399-407, solapando con el sitio de fosforilacion basal
Ser400, el cual es un objetivo In Vitro de la kinasa CDK2. Aunque existen otros sitios basales de
fosforilacién en el hPR, esta Ser400 también produce un modesto incremento en la fosforilacién
en respuesta a ligando (Zhang, Beck, et al, 1995). Aunque el significado funcional de estas dos
secuencias es desconocido, su presencia en diferentes posiciones del PR podria explicar porque
la destruccion del receptor intermedio inmaduro y la fosforilacion de un PR maduro dependiente
de ligando. La fosforilacion de PR en Ser294 por MAPK podria exponer el motivo de destruccion
para ser la diana del 26Sproteosoma. La fosforilacion del segundo sitio podria llevar a la
degradacion del receptor inmaduro o receptor sin ligando. De hecho, el anélisis estructural de la
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region amino del PRa indica que ambos sitios de fosforilacion estan expuestos en la superficie de

la molécula.

Siguiendo a la unién a ligando, el PR realiza una rapida regulacion negativa (Sheridan,
Krett, et al, 1988). Este proceso esta muy aumentado por la fosforilacion de Ser294, el cual es la
diana de PR para ubiquitinacién y degradacion por la ruta 26S-proteosoma (Lange, Shen, and
Horwitz, 2000). Un mutante de PR, en donde Ser294 fue reemplazada por alanita S294A, se une
a ligando, como el PR salvaje, y realiza a caracteristico retardo en un gel de movilidad propio de
otros sitios de fosforilacidén que entran en el nicleo y se unen a PREs. Sin embargo, el PRS294A
falla al realizar el proceso ubiquitinacién dejando al receptor estable en la presencia de
progestina con relacion al salvaje. Interesantemente, cuando es establemente expresado en
células de cancer de mama, el PR mutante S294A activado es un débil activador transcripcional
y falla al responder a los agentes que activan MAPK (Shen, Horwitz, and Lange, 2001). La
creacion de un receptor que fosfomimetiza Ser294 al reemplazar Ser294 por acido aspartico
(S294D) invirti6 estos efectos, resultando en un PR hiperactivo mostrando un recambio
incrementado en relacion al salvaje (Lange no publicado). De este modo, la fosforilacion
reversible de Ser294 se une al incremento de la actividad transcripcional, para realizar una
rapida regulacion negativa del PR por la via del proteosoma ubiquitina; la unidn entre estos
eventos requeria mas ensayos, pero podria involucrar la regulacion de eventos transcripcionales
por componentes de la ruta ubiquitin y/o la participacion de factores para el movimiento entre el

nucleo-citoplasma o las chaperonas.

De este modo, la fosforilacion especifica de PR en Ser294 por MAPK parece ser
necesaria para la ubiquitinacion de PR inducida por progestina y la posterior degradacion por el
26S proteosoma. La unién de ligando podria alterar la conformacion de PR tal que este se vuelve

un mejor substrato para la MAPK p42/p44.



MECANISMO PROLIFERATIVO POLR PROCESTELRONA

1.6.1 - CICLO CELULAR

Los factores de crecimiento inducen independientemente la fosforilacion de PR en sitios
especificos mediante rutas kinasas separadas, ademas de por la activacién de su propia ruta
por la unién de progestina con su receptor en si mismo (Lange, Shen, and Horwitz, 2000). El
crosstalk entre PR y los factores de crecimiento mitogénicos ocurre a diferentes niveles,
incluyendo la regulacién positiva por progestina de los receptores para factores de crecimiento

epidérmico (EGFRs) y sus ligandos (Lange, 2004).

En el tejido mamario normal, el EGF potencia las acciones proliferativas de progesterona
y estrdgenos, y causa la aparicion de las ramas ductales laterales y el desarrollo lobuloalveolar
de la glandula mamaria madura (Haslam, and Shyamala, 1981). En el tejido mamario canceroso,
EGF y progestina sinergicamente regulan de modo positivo los niveles proteicos de Ciclina D1y
Ciclina E (Hovland, Powell, et al, 1998). Las Ciclinas regulan la progresion de las células a través
del ciclo celular por interaccion con las proteinas kinasas dependientes de ciclina (CDKs). Por
ejemplo, las ciclinas de tipo D son expresadas a lo largo del ciclo celular en repuesta a la
estimulacion mitogénica, mientras la expresion de ciclinas E, A 'y B (las ciclinas mitéticas) es
periodica. Los complejos son formados por isoformas de Ciclina D con CDK4 y CDKG, y ciclinas
A-E asociadas con CDK2 en la fase S. La ciclina A también forma complejos con CDK1 en la
fase S tardia y G2, mientras el complejo ciclina B/CDK1 esta restringidos a la fase M (Sherr,
1996).

La mayoria de los 14 residuos de Ser fosforilados in PR son sitios para CDK2. De este
modo, la fosforilacion de PR es inducida prioritariamente por los complejos Ciclina E/CDK2 (en la
transicion de G1 a S) y/o ciclina A/ICDK2 (durante la fase S temprana). Ademas, la progestinas
son excelentes sincronizadores naturales del ciclo celular, e inducen el incremento de los niveles
y la actividad de CDK2, ademas de la expresién de ciclina D1, precisamente para la entrada en
la fase S seguida por la inhibicion del crecimiento celular al limite G1/S (Groshong, Owen, et al,
1997).

La actividad de CDK2 puede incrementar la actividad transcripcional, tanto en presencia

como en ausencia de progestina (Lange, 2004). De ahi que la fosforilacién de PR por CDK2
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activado sugiere un mecanismo para la regulacién coordinada de la accién de PR durante la
progresion del ciclo celular. Narayanan (Narayanan, Edwards, and Weigel, 2005) mostrd que la
actividad transcripcional es mas alta en la fase S con relacion a las fases G1 y G2/M, en las

cuales PR es expresada pero este existe en un estado de actividad represora.

Ademas, el estado fosforilado de PR en cada fase ha sido examinado usando los
anticuerpos disponibles para los sitios fosforilados conocidos. Las Ser162 y 294 eran fosforiladas
hormonalmente en las fases G1y S, pero no en la fase G2/M. Sugieren que en la fase G2/M el
PR esta en una conformacién alterada o se asociado con otras proteinas que ocluyen estos
sitios. Una interpretacion alternativa de estos datos es que las especies de PR con la Ser294
fosforilada son activas, pero se degradan rapidamente; quizas de manera preferente en la fase
G2/M. Esto podria explicar los bajos niveles detectados de PR con la Ser294 fosforilada en
proporcion al PR total. Es posible ademas que la fosfatasas del citosol (activas en G2/M) medien
en la red de fosforilacién por los movimientos de entrada y salida del nicleo de los PRs, siendo
nucleares durante la fase S. Sin tener en cuenta los mecanismos, existe una clara correlacion
entre la actividad de PRy la fosforilacion del mismo (en las Serinas 162 y 294). Sin embargo, en
una publicacion previa en la misma revista (Narayanan, Edwards, and Weigel, 2005) estos
investigadores mostraron que el incremento inducido por CDK2 en la actividad transcripcional del
PR (pe: en presencia de progestina) no se detect6 en los sitios de fosforilacion de PR, pero en su
lugar se estimulaba la asociacién de SRC1 fosforilado sobre los complejos de PR presentes en
el promotor de MMTV. También encontraron que la ciclina A y el CDK2 estaban asociados con

PR en los complejos de transcripcion activa.

En recientes articulos (Narayanan, Edwards, and Weigel, 2005) usando un ensayo ChIP
se mostro que ademéas de SRC-1/2 también SRC3 y CBP eran reclutados por el promotor
MMTV, de modo preferente, durante la fase S en proporcion con las fases G1 o G2/M.
Finalmente, estos autores mostraron que la actividad transcripcional de PR durante las fases G1
y G2/M podria volver a los niveles de la fase S afiadiendo el inhibor HDAC (Histona acetil
transferasa) tricostatina A (TSA). Sin embargo, el tratamiento con TSA no restauraba totalmente
la habilidad de la progestina para inducir la fosforilacion 294 de PR. Los autores interpretan estos
datos sugiriendo que la fosforilacién de Ser294 de PR no esta involucrada en el mecanismo de
activacion transcripcional de PR. Otra explicacién podria ser que la acetilacion de histonas vy el
remodelado de la cromatina (sin enrollar) son pasos que ocurren tras la fosforilacion de PR, lo
que actuaria induciendo la acumulacion nuclear de PR durante la fase S y un reclutamiento
temprano de cofactores, por ejemplo de las isoformas de SRC. De modo que la fosforilacion de

Ser294 de PR puede no ser necesaria por los complejos con suficiente actividad HDAC.



Asimismo, los niveles totales de la actividad transcripcional de PR en las fases G1'y
G2/M del ciclo celular eran muy sensibles a progestina, pero permanecian bajos en la fase S.
Por contra, la actividad transcripcion de PR en la fase S era elevada, pero mucho menos elevada
y respondiendo en menor medida al afiadir hormona, asi pues la actividad basal era también
muy alta. Dado que esta actividad era claramente bloqueada por el inhibidor antagonista RU486,
los autores del estudio atribuyen esta actividad dependiente de PR alegando la presencia
residual de ligando tras los lavados del suero, requeridos durante los pasos de sincronizacién del

ciclo celular para el enriquecimiento de la fase S.

Narayanan (Narayanan, Edwards, and Weigel, 2005) ha revelado una ventana (en fase
S) de la hipersensibilidad de PR, en la que el receptor nuclear fosforilados podria ser activado
por niveles subfisiolégicos de hormona. Los eventos de fosforilacion que inducen el
reclutamiento de los receptores esteroideos (SRC-1/3 o CBP) ocurren como una curva
dependiente de la dosis bajando la aparente ECso para inducir la activacién transcripcional en la
activacion de los receptores. Esto sugiere que cuando las células estan en fase S, es suficiente
con una concentracion mucho menor de ligando de PR (pe: agonistas) para conseguir la
regulacién de la expresidn génica en promotores seleccionados. Los canceres de mama
muestran notorias alteraciones en la regulacion del ciclo celular, incluyendo aumentos de la
expresion de la ciclina D, E, pérdida de p27 y elevada actividad de CDK2. Claramente asi, el
incremento de la proliferacion es medido por varios marcadores incluyendo ciclina A la cual
indica un mal pronostico (van Diest, van der Wall, and Baak, 2004). Elevados niveles de ciclina
A estan relacionados con la proliferacion y predicen una disminucion del tiempo de la primera

recaida acortando la supervivencia tras el diagndstico.

De este modo, la cuestion clave es el papel de la accion de PR durante la fase S en la
progresion del cancer de mama. Los datos clinicos sugieren que el afiadir progestina a la terapia
de sustitucion hormonal aumente el riesgo de cancer de mama. Tomando estrogenos y
progesterona los tumores son mayores y de un alto grado en relacion con los tratamientos sélo
con estrdgenos o placebo, lo que sugiere que la progestina estimula la progresion del cancer de
mama. En las células cancerosas de mama, la actividad de PR es mayor en la fase S, y estas
pueden ser particularmente ultrasensibles a los bajos niveles hormonales. EI CDK2 puede
también conducir a una actividad de PR independiente de ligando cuando los niveles de p27 son
bajos (como en la fase S) o esta noqueado(Lange, 2004).

1.6.2 - CICLINA D1
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En células epiteliales mamarias, las hormonas ovaricas inducen el estado quiescente de
celulas en GO, la progresion en G1, y la transicion G1-S a través del control transcripcional
directo de genes que codifican reguladores clave del ciclo celular, tales como FOS, JUN, o MYC
(Altucci, Addeo, et al, 1996), y genes de ciclina para G1, en particular, CCND1, codificando a
cicina D1 (Altucci, Addeo, et al, 1996). Este ultimo gen, el cual actia como un sensor
mitogénico uniendo sefalizacion extracelular a la maquinaria de ciclo celular, juega un papel
fundamental en la fisiologia de la glandula mamaria y en la patologia. De hecho, ratones CCND1-
I muestran profundos defectos en el desarrollo alveolar-lobular mamario, mas evidentes durante
el embarazo, cuando los compartimentos de células epiteliales mamarias no responden a las
hormonas ovaricas y fallan al realizar los cambios masivos en proliferacion que inducen las
células normales (Fantl, Stamp, et al, 1995). Por otro lado, la sobreexpresién de Ciclina D1 en
células epiteliales mamarias de raton induce cancer de mama (Gillett, Fantl, et al, 1994),
mientras la inactivacién del gen CCND1 protege contra el cancer de mama inducido por el
oncogen RAS (Yu, Geng, and Sicinski, 2001). En humanos, la sobreexpresion de D1 se mide
para distinguir carcinomas de mama invasivos In Situ de lesiones no malignas (Weinstat-Saslow,
Merino, et al, 1995). EI 50% de los tumores mamarios sobreexpresan Ciclina D1, aiin cuando la
amplificacion del gen CCND1 puede ser de sélo un 13% (Fantl, Richards, et al, 1990). Estos
datos indican que mecanismos como una deficiente sefializacion hormonal 0 una desregulacion

del promotor, contribuyen significativamente a este fenotipo especifico de cancer.

Los efectos de los estrogenos en la expresion de ARNm de Ciclina D1 ocurren
predominantemente a nivel transcripcional en células hBC que responden a hormona, donde se
ha localizado una regién sensible a estrégenos en las posiciones -956 a -136 del promotor de
Ciclina D1 (Altucci, Addeo, et al, 1996), region del ADN que no contiene elementos de respuesta
para hormonas esteroideas ovéricas. Otra region de respuesta a estrégenos ha sido localizada
en células Hela, expresando un ER ectopico, en un elemento de respuesta a AMPc (CRE)
localizado 52 nucledtidos corriente arriba del sitio del inicio de transcripcion, con la posible
participacién menor de un sitio AP-1 localizado mas arriba. Se ha mostrado que la regulacién de
promotores a través de sitios CRE puede ser directa en hBCC, requiriendo la activacion de la

ruta de la proteina kinasa A (Castro-Rivera, Samudio, and Safe, 2001).

Se sabe que el ligando de PR R5020 activa la misma cascada de eventos moleculares,
sugiriéndose la posibilidad de que algin elemento genético del gen de Ciclina D1 podria
representar un sitio para regulacion de la fase G1. La progesterona induce el ARNm vy la
expresion proteica de Ciclina D1 durante la estimulacion mitogénica de células epiteliales

mamarias(Musgrove, Hamilton, et al, 1993), de este modo sus efectos hormonales son



comparables a aquellos llevados a cabo por los estrégenos. En hBCC, la activacion del gen
CCND1 es inducida por las isoformas a y b de PR (Richer, Jacobsen, et al, 2002), pero el
mecanismo genético involucrado es desconocido porque el promotor de este gen no incluye
PREs. Weisz (Cicatiello, Addeo, et al, 2004) identifico un elemento regulador de 24bp, localizado
unos 940 nucledtidos corriente arriba del sitio de inicio de transcripcién del gen CCND1, el cual
actla como clave para la regulaciéon por estrogenos y quizas por progestagneos. Este sitio
regulador, llamado ERGE, incluye un elemento AP1 (TRE), el cual une el heterodimero JUN-
FOS en hBBC, y solapa sitos de union para dos proteinas adicionales: OCT1 e YY1.
MAP KINASAS Y D1

Un importante punto final de la sefializacion de MAPK es la regulacion positiva de Ciclina

D1. Los niveles proteicos y de mensajero de esta ciclina incrementan en respuesta al tratamiento

con estrogenos, progesterona y estradiol, y esta demostrado que la ciclina D1 esta

frecuentemente elevada en canceres de mama y prostata (Lukas, Bartkova, and Bartek, 1996).

Evidencias recientes sugieren
que los SR estan a menudo reclutados
en regiones potenciadoras distales, lejos
de los promotores génicos regulados por
hormonas. Estos elementos conteniendo
HRE distales asociados con proteinas
que unen ciertos factores, funcionan
para reclutar los complejos de SR al
promotor proximal creando un loop de
cromatina (Carroll, Liu, et al, 2005). De
este modo, el reclutamiento de SR a los
sitios potenciadores distantes es un
mecanismo para la regulacion directa de
genes tales como ciclina D1 por la via
Como los

clasica. tumores  que

progresan llevados por los SRs, los SRs

MAPK REGULA LA EXPRESION DE CICLINA D1

La estimulacion de factores de crecimiento por
MAPK provoca la fosforilacion y activacion de
numerosos factores de transcripcion, incluyendo ETS
2, un miembro de una larga familia de factores ETS.
Las proteinas ETS promueven la progresion de la fase
G1 por la regulacion de los genes involucrados en el
control de la proliferacion celular, incluyendo el
regulador de ciclo celular ciclina D1 (Vu,1995). Ciclina
D1 activa y define la especificidad de sustrato para
CDK4 y 6, cuya actividad es necesaria para la
progresion de las fases G1 a S (Reed, 1997). Los
CDKs son inactivos en ausencia de ciclinas; la
disponibilidad de ciclina D1 es el mayor determinante
para la progresion del ciclo celular a través de G1 en
respuesta a diversos mitdgenos, incluyendo hormonas
esteroideas y EGF (Bartek, 1996). MAPK también
puede funcionar postraduccionalmente para regular el
ensamblaje y la activacion de complejos ciclina
D1/CDK (Russel, 1998). Ciclina D1 esta elevada en el
45% de los canceres de mama y el 30% de los
canceres de prostata (Bartek, 1994).

de membrana podria empezar a funcionar dominantemente, llevando a conectar la regulacion del

promotor a la induccion dependiente de MAP kinasas mediante los sitios proximales del

promotor. Esto podria explicar como los tumores escapan a la accion de los antagonistas de los

SRs que bloquean los eventos transcripcionales pero no inhiben la funcion de sefalizacion de

estos receptores. En relacion con esta idea, podria ocurrir que multiples SRs regulen la

expresion de ciclina D1 por sitios y vias distantes. Sin embargo, la activacion transcripcional de
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ciclina D1 por esteroides es un evento MAP kinasa dependiente. De este modo, la activacion de
rutas de sefalizacion citoplasmaticas por SRs no s6lo aumentan la accidn especifica de los SRs
activando genes mediante secuencias HRE, sino que esto se une a la regulacién adicional de
genes cuyos promotores claramente usan SRs y pueden también utilizar rutas MAP kinasa

activadas independientemente de la actividad transcripcional de SRs.

MAP KINASAS, LA REGULACION GENICA Y CICLINA D1
Mas aun, el estado de fosforilacion y los niveles de expresién de un amplio rango de
productos génicos tempranos de la via de sefializacién de las MAPK;, asi como de los factores de
transcripcién FOS, MYC y JUN, dictan los resultados biolégicos (Murphy, 2004). FOS funciona
como un sensor para la duracién de la sefial de ERK. Cuando la activacién de ERK es
transitoria, su actividad cae antes de que la proteina FOS se acumule. Por contra, los resultados
que muestran una sefializaciéon de ERK sostenida vienen de la fosforilaciéon de FOS, llevando a

su estabilizacion, e impactando positivamente en la entrada del ciclo celular (Murphy, 2002).

La proliferacion celular puede activarse por la activacion de los receptores de los
factores de crecimiento y/o por la unién de integrinas a moléculas especificas de la matriz
extracelular durante la adhesion celular. La activacién de estos receptores esta asociado con la
induccidn de ciclina D1y la regulacion negativa de inhibidores de kinasas ciclina dependientes
endogenas (CDK) tales como p21 (también conocido como WAF1 o CIP1) y p27 (conocidos
como KIP1) (Assoian, 1997). Estudios recientes muestran una union entre la via MEK-ERK y la
maquinaria del ciclo celular que incluye la demostracién del bloqueo de trombina — inhibicion de
la proliferacion inducida en fibroblastos de pulmén de hamster chino correlacionada con la
supresion de la activacion de ERK. De manera similar, las formas dominante-negativas de ERK,
asi como nucleétidos ERK complementarios, inhiben la proliferaciéon de fibroblastos NIH3T3
(Pages, 1993). Ademas, complementarios estudios usando inhibidores farmacolégicos de MEK
(Dudley, 1995) o de activacion de la fosfatasa 1 de MAPK (MKP1), un regulador negativo de
MEK1, significativamente redujeron la habilidad de estas células para proliferar en respuesta a

estimulacién por factores de crecimiento.

La expresion de Ciclina D1, a través de la expresién de dominantes negativos o de las
formas activadas de MEK, esta controlada por la sefializacion MEK-ERK (Lavole, 1996). Esta
induccién esta mediada, en parte, por al activacion del factor de transcripcion AP-1 (Cook, 1998).
Muchos autores indican que la activacion ERK es requerida para la expresion de ciclina D1, de
modo que la intensidad y la duracion de la sefalizacion a través de esta ruta determina si una

célula realiza diferenciacion, proliferacion o arresto de ciclo celular (Marshall, 1995).



REDES CENICAS INDUCIDAS PDOR HORMONA

1.7.1 - GENES DIANA EN RESPUESTA A RPGOGESTERONA

Otros recientes avances en la biologia del PR han sido en la identificacion de los genes
diana para PR, por diferentes laboratorios. Kester (Kester, van der Leede, et al, 1997) ha
identificado varios genes regulados por PR en una linea celular T47D usando una estrategia
diferencial. Los posibles genes diana fueron inducidos por progesterona en presencia de
Cicloheximida, el cual deberia presentar sélo a los genes directamente inducidos por PR,
involucrados en la regulacion de transcripcion y diferenciacion celular. Estos genes incluyeron a
TSC22, un posible factor transcripcional, CD9/MRP1 (proteina relacionada con motilidad 1),

ATPasa Na/K a1, desmoplakin, CD59 /protectiva, y FKBP51, una inmunofilina.

Un investigacion de la | REGULACION GENICA DE LAS ISOFORMAS DE PR

Richer (Richer, 2002) baséndose en
determinaciones por triplicado, demostr6 que en
respuesta a progesterona, PRa y PRs regulan
diferentes subgrupos de genes, y aunque PRs es
transcripcionalmente mas activo, hay genes que son
solo regulados por PRa. Este subconjunto incluye
genes conocidos involucrados en cancer de mama y/o
desarrollo de la gldndula mamaria que no fueron

regulacion genica por PR usando un
unico modelo de cancer de mama
humano que expresa bien las
isoformas PRa o PRg, demostrd que

ambas isoformas regulan diferentes

conjuntos de genes involucrados en
rutas funcionales particulares (Richer,
Jacobsen, et al, 2002). Es interesante
que en células de cancer de mama,
aunque algunos genes son regulados

por progesterona a través de ambas

previamente descritos como dianas de la progesterona.
La regulacién de la progesterona de muchos de esto
genes es deletéreo en cancer de mama. Un
sorprendente numero de estos genes, son dianas de la
membrana celular o estan involucrados en sefializacién
iniciada en la membrana. Otro grupo de genes esta
involucrado en metabolismo, transcripcion, crecimiento
celular y apoptosis, y procesamiento de los &cidos

nucleicos y proteinas. Los resultados sugieren que PR
y PRg tienen diferentes funciones moleculares en
dianas genéticas y que esto podria ser importante y no
solo la cuantificacion del contenido de cada isoforma
en cancer de mama o del PR total.

isoformas, la mayoria de genes son
unidamente regulados a través de una

o la otra isoforma, predominantemente

a través de PRs. Un subgrupo de
estos genes identificados involucrados en cancer de mama y desarrollo de la glandula mamaria,
incluyen a STAT5a, Msx2 y C/EBP. De modo relevante, un significativo nimero de genes
estaban involucrados en eventos iniciados en la membrana, incluyendo proteinas involucradas
en adhesion celular, receptores unidos a membrana, proteinas de unidn a calcio, y moléculas de
sefalizacion. Estos genes representaron casi la mitad de todos los genes regulados por
progesterona identificados en este modelo de cancer de mama, sefialando a la membrana
celular como una diana importante corriente debajo de accion de la progesterona. Otro grupo de
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genes identificados estaba involucrado en metabolismo incluyendo genes del metabolismo de
esteroides/colesterol, acidos grasos, nucledtidos, o de aminoacidos. Ademas, la regulacion
positiva del gen Bcl-XL en estas células T47D expresando PRa, sugiri6 un papel para la
progesterona en el bloqueo de la apoptosis, el cual podria explicar la resistencia a apoptosis en
ratones transgénicos que sobreexpresan PRa in la glandula mamaria (Shyamala, Yang, et al,
1998). Otros genes encontrados dianas de PR tenian funciones in transcripcion, crecimiento

celular, y procesamiento de proteinas, indicando el amplio rango de genes regulados por PRs.

Usando lineas celulares de carcinoma endometrial establemente transfectadas con PRa
o PRs, Smid-Koopman (Smid-Koopman, Blok, et al, 2003) ha observado un panel diferente de
genes regulados por los PRs. Entre los genes regulados por la progesterona en las células
positivas PRa en Ishikawa, destacaron la regulacion positiva de los genes de receptor de acido
retinoico v, integrina B/oc7, la proteina kinasa activada por mitdgenos p97, y p16-INK4, y la
regulacion negativa de citokeratina 7 y ciclina D1. Por contra, las células Ishikawa expresando
PRs exhibian solo tres genes regulados negativamente: IGFBP3, Fibronectina y la proteina de
replicacion A. Aunque estos genes podrian no se objetivos directos de PRs, estas observaciones
sugieren una especificad celular y de tejido en la regulaciéon génica diana entre las dos

isoformas.

En un esfuerzo por explorar los eventos de regulacion negativa de la accion de la
progesterona in vivo, Takamoto (Takamoto, Zhao, et al, 2002) uso uteros de ratones mutantes
con PR salvaje o sin este, como material de partida y escaneo para detectar diferencialmente
genes expresados usando arrays de expresion de ADNc. Uno de estos genes identificados fue el
del erizo indio (lhh), el cual se indujo rapidamente (dentro de las 3h) después de la
administracién de progesterona en los ratones ovarictomizados. Es mas, el perfil de expresién de
varios genes conocidos por ser rutas de sefializacion del erizo, incluyendo patched-1, sigui6 el
mismo patrén de expresion de |hh durante el periodo de peri-implantacion en otros tejidos.
Nuevos estudios del mismo grupo usando microarrays han revelado mas de 100 genes
regulados por progesterona tras las 4h de tratamiento (Richer, Jacobsen, et al, 2002). El analisis
del impacto de la induccion de estos genes sera importante para comprender el papel fisioldgico

de la progesterona al regular un amplio rango de procesos bioldgicos distintos.
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Resultados



CONSTRUCCION DE VECTORES RETROVIRALES PARA EXPRESION DE
FORMAS MUTADAS DEL RECEPTOR DE PROGESTERONA HUMANO

R.1.1 - CONSTRUCCION DE UN VECTOR RETROVIRAL EXPRESANDO EL RECEPTOR DE
PROGESTERONA HUMANO (hPR)

El primer objetivo de este trabajo fue el de expresar un hPR recombinante marcado en
una linea celular de cancer de mama humana. Sabemos que de un solo gen se transcriben dos
isoformas A y B, debido a promotores diferentes, y que la isoforma A expresada carece del
dominio de activacién 3 (AF3: 164 aminoacidos) [Fig. R1-A]. La isoforma B juega un papel clave
como activador transcripcional de la accion de la progesterona en la regulacion de diversos
procesos fisiologicos de la glandula mamaria y el utero.

Con el propésito de expresar la isoforma B del hPR, usamos un vector retroviral, que
usado a baja multiplicidad de infeccion (MOI) permite la integracién controlada de un numero
limitado de copias del gen de interés en el genoma de la célula diana. Ademas, la integracion

estable es llevada a cabo sin necesidad de seleccionar para la resistencia a un antibiotico.

Hemos usado el vector retroviral pPRAVFlag, amablemente cedido por el Dr. Xuedong Liu
(Universidad de Colorado. USA), el cual tiene dos interesantes peculiaridades (Knuesel, 2003).
La proteina resultante de la clonacién poseera en el extremo amino (N) un péptido sefal,
compuesto de un dominio de unién a IgG, un lugar especifico de corte para la proteasa del TEV
y un péptido Flag. Y por otro lado, el vector permite la coexpression independiente de una
proteina GFP para la posterior identificacion y separaciéon de las células positivamente
infectadas [Fig. R1-B]. El tener formas marcadas del hPRb nos permite una fécil
inmunodeteccion de la proteina expresada usando un anticuerpo contra el péptido fusionado
Flag y, seria sumamente provechoso para la purificacion de complejos proteicos usando el
sistema TAP (Tandem Affinity Purification) (Puig, 2001).
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FIGURA 1. Expresion Del Receptor De Progesterona Marcado hPRs. (A) Representacién esquematica de los
dominios funcionales de las isoformas del hPR. AF, activation function; ERID, ER interaction domain; DBD, DNA
binding domain; H, hinge region; IF, inhibitory function; LBD, ligand binding domain. (B) Representacion
esquematica del vector retroviral bicistronico de expression pRAVFlag (amablemente cedido por Xuedong Liu
Univ.Colorado-Bouder. USA) usado para la creacién de las lineas estables. EGFP, enhanced green fluorescent
protein; IRES, internal ribosome entry site; LTR, long terminal repeat; MCS, multiple cloning site; TAP, tandem
affinity purification peptide.

El gen hPRgs humano fue clonado en el plasmido retroviral pRAVFlag y la construccion
resultante fue parcialmente secuenciada para asegurar que el péptido de fusion TAP y el PR
estaban en fase [Fig. R1-C]. La expresién de la construccién con PR fue verificada por
transfeccion transitoria en células de fibroblasto 293T, seguida de una hibridacion por Western
Blot [Fig. R1-D], observandose un incremento de ~15Kd, respecto a los 116Kd de la isoforma B
del PR, en el tamafio de la proteina recombinante a causa de la etiqueta TAP fusionada en el
extremo amino de la proteina, y el reconocimiento especifico de la proteina recombinante con el

anticuerpo Flag.
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FIGURA 1. Expresion Del Receptor De Progesterona Marcado hPRs.(C) Secuencia nucleotidica de la regién del
inicio de transcripcidn para la construccion pRAVFlag.hPRe.(D) Andlisis por Western blot de hPRs y TAP-hPRs
transitoriamente transfectados en fibroblastos (293T); Tras 48 horas 50ug de proteina total fueron cargados en geles
SDS-PAGE e hibridados con anticuerpos contra hPR y Flag.

Para analizar la competencia transcripcional del hPRs recombinante en respuesta a
progestina, analizamos la induccién del promotor MMTV (Mouse Mammary Tumor Virus)
fusionado al gen reportador de luciferasa (MMTV-Luc) transitoriamente transfectado junto a
plasmidos codificando hPRg en células 293T [Fig. R1-E]. Como muestra la figura, hay unas 13
veces de incremento en la actividad luciferasa en respuesta a progestina con la proteina
marcada, comparable a lo que se obtiene con un plasmido que expresa la proteina salvaje o no

marcada.

Para comprobar la funcionalidad del hPRg en otra de sus acciones, la induccién de rutas

de sefializacién que conduce a un incremento de la proliferaciéon celular inducida por

ddy-huy
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progestagenos, medimos la habilidad para proliferar en respuesta a R5020 de células que

expresan la proteina marcada.

Esta capacidad, para inducir la proliferacién a través de la activacion de sefializacion, fue
medida en fibroblastos (293T) transfectados con una combinacién de diferentes vectores de
expresion para el receptor de estrégenos (hERa), hPRg o TAP- hPRg, mediante un ensayo de
incorporacion de BrDU (Ver material y Métodos). Las células sincronizadas, por privacion de
suero durante 48h, fueron inducidas con progestina (10nM) durante 18 horas, con objeto de

medir por citometria de flujo la cantidad de DNA como indicador de proliferacién.

En presencia de progestina (R5020), detectamos casi un 50% de células en proliferacion
tanto para el hPRs marcado como el salvaje, respecto a un 15% en ausencia de hormona
(niveles basales del liquido conservante en que esta la hormona) [Fig. R1-F]. Se ha descrito en
la literatura que un inhibidor especifico de la activacién de la kinasa ERK (PD980599), bloquea la
proliferaciéon inducida por hormona y mediada por la ruta MAPK, como ocurre aqui. Estos
resultados indican que los fibroblastos pueden sufrir proliferacién inducida por hormona, al igual
que las células de cancer de mama, cuando PRy ER son cotransfectados. Ademés de que todos

los resultados juntos sugieren que marcar el PR con TAP no afecta negativamente a su funcién.
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FIGURA 1. Expresion Del Receptor De Progesterona Marcado hPRs. (E) Activacién transcripcional del gen
reportero MMTVLuc por progestina en células 293T. Las células fueron cotransfectadas con ERa y los vectores de
expression junto con la construccion reportera MMTVLuc. Tras la transfeccion, el medio fue reemplazado con medio
sin suero charcolizado y 48 horas después afiadimos 10nM de R5020 o diluyente (etanol). Medimos la actividad
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luciferasa en los extractos celulares 24 horas después de la normalizacion protéica. Los datos mostrados
representan la media de dos experimentos. (F) Efectos de la transfeccién transitoria de hPRs en la proliferaicion
celular inducida por progesterona e condiciones de cultivo libres de suero. Los fibroblastos (293T) fueron
transfectados con ERa y los diferentes vectore de expresidn. Tras la transfeccion el medio fue reemplazado con
medio sin suero y 48 horas después tratradas con 10nM de R5020 o diluyente (etanol diluido 1:10000). La
Bromodeoxiuridina (BrdU) se afiade 12 horas después se deja 2 horas. Después de eso las células son procesadas
con un anticuerpo anti-BrdU y contamos el numero de células en proliferacion por anélisis FACS.

R.1.2 - CLONAJE Y ESTUDIO FUNCIONAL DE FORMAS MUTADAS DEL hPRs

Para comprender en mas detalle el papel del receptor de progesterona actuando como
factor nuclear o tomando parte en la activacion de la ruta de la MAPK a través de la interaccion
con el receptor de estrogenos, construimos mutantes que deberian presumiblemente afectar a

estas dos habilidades.

En el laboratorio ha sido descrita y mapeada la interaccion hPRg-hERa y su implicacidn
en proliferacion, definiéndose dos importantes regiones para la interaccion, llamadas ERID-I
(Estrogen Receptor Interacting Domain) y ERID-II [Fig. R2-A] (Ballaré, 2003).
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FIGURA 2. Expresion de formas funcionalmente deficientes del hPRs. (A) Representacion esquematica de las
construciones recombinantes del hPRB. AF, activation function; ERID, ER interaction domain; DBD, DNA binding
domain; H, hinge region; IF, inhibitory function; LBD, ligand binding domain; TAP, tandem affinity purification peptide.

También, fue descrito un residuo aminoacidico en el AF2 (Activation Function 2), que
cuando es mutado causa la inhibicion de la transactivacion, en ciertas lineas celulares (Wong,
1997). Este Acido glutamico (E) en la posicion 911 esta implicado en el reclutamiento especifico

de ciertos coactivadores en el contexto de la activacion del promotor MMTV por hormona.

Con objeto de crear una herramienta para el estudio de la funcion del hPRg en su union
especifica a ciertos promotores conteniendo PREs, mutamos tres residuos del dominio de unién
a DNA (DBD) pertenecientes a la caja P y descritos como claves en la interaccion de la hélice1-

o del hPRg con la ranura major del PRE [Fig. R2-B]. Imponemos una polaridad negativa



(G586E), evitamos la formacion de puentes de hidrogeno con W21 adyacente a Gua3-06
(S587G) y provocamos un cambio de orientacion, evitando asi la interaccién mediante enlace de
Van der Waals con Thy4-C5 (V589A), buscando asi eliminar completamente el contacto de hPRg

con el DNA.

Posteriormente ademéas del hPRg inalterado, hemos clonado el mutante previamente
descrito como defectivo en su reclutamiento de coactivadores E911A y una deleccidn entre los
residuos 165 hasta 345 afectando al dominio ERID-I, ademéas del mutante generado para ser

defectivo en su unién al DNA G586E-S587G-V589A.

Antes de generar las lineas celulares estables expresando estos mutantes, analizamos
los efectos de todas las variantes del hPRg creadas por transfeccién transitoria en células 293T.
La expresion fue analizada por Western Blot con un anticuerpo contra Flag dos dias después de
la transfeccion, confirmando los esperados tamafios moleculares de las formas marcadas de
130Kd, y de 105Kd para el ERID [Fig. R2-C].
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FIGURA 2. Expresion de formas funcionalmente deficientes del hPRs. (B) Representacion de la region de los
dedos de Zinc dénde se sitlia la caja P del dominio de unidén a DNA (DBD) en el PRs. (C) Andlisis por Western Blot
de la transfeccion transitoria de las formas variantes del PRs. Transfectamos las células 293T con cada una de las
construcciones del hPRe y 48 héras después 50 ug de extracto de proteina total es corrido en un gel SDS-PAGE, e

hibridado con un anticuerpo contra hPR.

La actividad transcripcional de las diferentes variantes en respuesta a progestina fue
analizada al cotransfectar estos mutantes con una construccion reportera MMTV-Luc, junto con
el plasmido de expresion para el hERo en células 293T. EI WT marcado mostro
aproximadamente unas 5 veces de induccion en la expresion del MMTV-Luc tras 18 horas de

tratamiento con progestina (R5020: 10nM) [Fig. R2-D]. Ballaré describié que la deleccion de
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ERID-I no afectaba a la habilidad del hPRg para inducir al promotor MMTV en respuesta a
hormona, mediante transfeccion transitoria en células Cos-7 (Ballaré, 2003). En este sentido,
hemos detectado que la induccién por hormona (6 veces) para hPRs-ERID es comparable a lo
que obtenemos con el WT. La ligera diferencia podria ser debida al menor tamafio del mutante
de deleccién que podria ser compensado corrigiendo la cantidad de DNA transfectado en las

células.

Por otro lado, AF2 muestra una menor induccién, como se esperaba tras ser descrita
esta mutacion como defectiva en su reclutamiento de coactivadores para la activacion del
promotor modelo MMTV (Truss, 1995). Finalmente, el mutante DBD es totalmente incapaz de
promover la activacion del MMTV en respuesta a R5020, confirmando su defecto para la unién a
las secuencias especificas de respuesta a hormona (PRE) que contiene este promotor [Fig. R2-
D]. Resultados similares fueron obtenidos cuando las células T47Dy (T47D sin expresion
enddégena de hPR, ver mas adelante) fueron cotransfectadas con la bateria de mutantes y la
expresion de luciferasa fue medida tras el tratamiento con progestina [Fig. R2-D].
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FIGURA 2. Expresion de formas funcionalmente deficientes del hPRes. (D) Transactivacién del gen reportero
MMTVLuc por progestina en células 293T y T47Dy sin PR. Las células son cotransfectadas con ERa (en el caso de
293T) y con las diferentes construcciones de hPRs, junto con el gen reportero MMTVLuc. Después de la
transfeccion, cambiamos el medio a medio sin suero, y 48 horas después afiadimos R5020 10nM. Medimos la
actividad luciferasa en extractos celulares 24 horas después de la cuantificacién proteica. Mostramos las veces de
induccion de células tratadas con R5020 respecto etanol. Los datos representan la media de dos experimentos.

Todos estos resultados muestran que el péptido de fusién no afecta negativamente la
funcidn del PR. Consecuentemente, estos mutantes seran muy utiles para definir el conjunto de

genes inducidos hormonalmente que requieren vias de sefializacion que vayan a través de la



interaccidn PR-ER, o bien requieran la capacidad transcripcional del PR, o en su conjunto la

colaboracion de ambos mecanismos.
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CREACION DE LINEAS CELULARES ESTABLES DE CANCER DE MAMA
EXPRESANDO FORMAS MUTADAS DEL RECEPTOR DE PROGESTERONA

R.2.1- CREACION DE UNA LINEA CELULAR DE CANCER DE MAMA ESPRESANDO hPRs
Para investigar la funcién y la expresién de genes inducidos por hormona en los
diferentes mutantes del hPRg, en un entorno celular de cancer de mama, usamos un clon de
una linea celular previamente descrita T47D desprovista de la expresion enddgena de las
isoformas A 'y B del receptor de progesterona, llamada T47Dy (Sartorius, 1994). Antes de infectar
esta linea celular con los mutantes del hPRg, introdujimos una copia del promotor reportero
MMTV-Luc mediante transfeccion estable de células T47Dy (en adelante TYML) para asi
monitorizar la respuesta transcripcional a progestina mediante el ensayo de actividad de

luciferasa.

El plasmido pMB013 (pMMTV-Luc) linearizado se introdujo por electroporacion en
células T47Dy creciendo exponencialmente y, mediante seleccién por antibiético (Neomicina),
clones individuales fueron seleccionados y amplificados. Se chequeo la presencia del gen
introducido y el nimero de copias por PCR semicuantitativa en tiempo real comparando con una
linea previamente establecida en el laboratorio (T47DMLV) portadora de una Unica copia del
reportero MMTVLuc. Tres clones TYML25 - TYML40 - TYML45 mostrando integraciones Unicas
fueron elegidos y la respuesta a progestina fue analizada tras transfeccién transitoria con el
plasmido vacio o expresando hPRs, obteniendo inducciones de entre 20 a 30 veces tras afiadir

hormona cuando PR esta presente [Fig. R3-A]. Ninguna respuesta fue obtenida en ausencia de

PR, confirmando la ausencia de PR
enddgeno.
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FIGURA 3. Lineas Celular Diana De Cancer de Mama Para la Infeccion Estable De La Forma Salvaje o Formas
Funcionalmente Deficientes De hPRs. (A) Transactivacion del gen reportero MMTVLuc por progestina en células
TYML25-40-45 (Clones de T47Dy con una copia integrada de MMTVLuc) y sin PR enddgeno. Transfectamos las
células con el plasmido vacio o el de expresién de hPRs. Tras 48 horas en un medio sin suero afiadimos R5020



10nM. Medimos la actividad luciferasa en extractos celulares 24 horas después de la cuantificacién proteica.
Mostramos unidades arbitrarias de luciferasa como media de dos experimentos.

Para analizar el comportamiento del PR recombinante en un entorno estable infectamos
los tres clones con la construccion viral para la expresion del hPRg salvaje. Por tanto, los virus
fueron producidos por transfeccion de las células empaquetadoras GP2293 (Ver Material y
Métodos), y concentrados por ultra-centrifugacion [Fig. R3-B]. Usamos tres concentraciones
diferentes de virus para infectar un nimero fijo de células pertenecientes a los clones (25-40-45)
de la linea TYML (T47Dy.MMTV-Luc). Posteriormente, medimos la proporcion de células
infectadas para cada clon mediante la expresién de GFP usando FACS (Fluorescence Activated
Cell Sorting). Bajas infecciones (aproximadamente 6-8% de GFP) fueron seleccionadas para
lograr tener una copia de cada integrante por genoma diana, evitando asi la sobreexpresion de
hPRe. Aislamos las células GFP positivas en un separador de FACS, con objeto de establecer
asi las lineas celulares. Varios meses después de la separacion, mas del 95% de las células

retenian la expresion de GFP.

B wsve €
(PRetpR) [ —— 0 PRAVFlag PR § 3} Transfectar

/ 1\
[6P2293]
_ %

o) B wmvieg | pawTvLue) Uttracentrifugar % %

Infectar = MOls

LineaDiana
(hPRe-hPRs) (MMTVLuc) (MMTVLuc) (MMTVLuc) [TYML]
(MMTVLuc) (TAP-hPRs) (TAP-hPRs) (TAP-hPR:)

TYML: T47Dy Linea Celular de Cancer de Mama Que Lleva Una Copia Integrada Del Gen De Respuesta A Progesterona

Separar GFP +

<o
<o

FIGURA 3. Lineas Celular Diana De Cancer de Mama Para la Infeccion Estable De La Forma Salvaje o Formas
Funcionalmente Deficientes De hPRs. (B) Creacidn por infeccion de lineas estables de cancer de mama.
Diagrama Superior. Arbol genealdgico de las lineas de cancer de mama expresando hPRg salvaje usadas en este
estudio. La integracion estable de la construccion reportera MMTV-Luc en las células de cancer de mama T47Dy, se
realizo por transfeccion estable de la construccion y obtencion de los clones resistentes a neomicina. Diagrama
Inferior. Integracion estable de la construccion retroviral hPRe en la linea TYML25 (con una copia establemente
integrada de MMTVLuc). Transfectamos pVSG y pRAVFlag en la linea empaquetadora GP2293, recogemos las
particulas virales durante 72 horas, y el sobrenadantes es ultracentrifugado durante 1h30min a 26000 rpm. La
resuspension del pellet se usa para infectar las células diana a diferente MOls. Finalmente, separamos las células

positivas por la sefial de fluorescencia EGFP co-expresada.

Aprovechamos que nuestras células poseen una copia integrada del gen MMTV-Luc,
para mediante un ensayo de actividad de luciferasa, analizar los efectos de la expresion de la
forma marcada TAP-hPRg en la activacion transcripcional del promotor MMTV en presencia o

ausencia de progestina. Se observa un incremento en la actividad luciferasa en respuesta a
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progestina en los tres clones de células establemente infectadas (25.WT- 40.WT- 45.WT), con
inducciones de entre 15 a 30 veces [Fig. R3-C]. Tomando cuenta la actividad luciferasa de los
tres clones analizados elegimos el clon TYML25 para realizar las posteriores infecciones con las
construcciones retrovirales mutantes del hPRg debido a que mostraba una reducida actividad
basal, una nula respuesta a progesterona de las células con el vector vacio, y a los niveles de

induccién de las células con el hPRg salvaje.

En relaciéon con la ruta mitogénica de activacién del promotor modelo MMTV en
respuesta a progesterona, hicimos un ensayo de luciferasa usando inhibidores de la misma
Comparamos nuestra linea celular TYML25.WT con la linea modelo réplica T47MLV
(T47D.MMTV-Luc), la cual expresa PR endégenamente y posee una copia integrada del mismo
gen reportero (Truss, 1995). Como se ha descrito previamente la linea celular T47MVL muestra
que tanto el bloqueo de la via MAPK por PD como el uso del antagonista de ER ICI afectan a la
induccion hormonal del MMTV, al igual que ocurre en nuestra linea celular [Fig. R3-D]. Por otro
lado la linea expresando PR enddgeno muestra una induccién ligeramente inferior (45 veces) a
la nuestra linea generada (58 veces), aunque ambas tienen similares niveles de expresion de
PR. De este modo los resultados estan indicando, que el PR marcado también ejerce su efecto
de induccién del reporter en respuesta a hormona apoyado en la activacidén de la via de las
MAPK a través de su interaccion con ER.
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FIGURA 3. Lineas Celular Diana De Cancer de Mama Para la Infeccion Estable De La Forma Salvaje o Formas
Funcionalmente Deficientes De hPRs. (C) Transactivacion del gen reportero MMTVLuc por progestina en células
infectadas TYML25.WT, TYML40.WT y TYML45.WT. Tras 48 horas en medio minimo (sin suero), afiadimos R5020
10nM y medimos la actividad luciferasa en extractos celulares cuantificados 24 horas después. Mostramos unidades
arbitrarias de luciferasa como media de dos experimentos. (D) Transactivacion del gen reportero MMTVLuc por



progestina en células TYML25.WT y T47MVL (T47D.MMTVLuc). Cambiamos el medio a medio sin suero, y 48 horas
después afiadimos R5020 10nM y, cuando es indicado, ICI (antagonista ERar) 10nM o 1 hora antes de la hormona
PD (bloquea Erk) 50uM Medimos la actividad luciferasa en extractos celulares 24 horas después de la
cuantificacion proteica. Mostramos las veces de induccion de células tratadas con R5020 respecto etanol, como
media de dos experimentos.

R.2.2 - CONSTRUCCION DE LINEAS CELULARES DE CANCER DE MAMA ESPRESANDO
MUTANTES DEL hPRs

Siguiendo el protocolo de produccién de virus (Ver Material y Métodos) ya utilizado con
el TYML25.WT, infectamos las células TYML25 con diferentes concentraciones (MOIs) virales de
todas las construcciones mutantes generadas, seleccionando y aislando las bajas tasas de
infeccion (aproximadamente 6-8% de GFP) para asi lograr tener sdlo una copia integrada por
célula [Fig. R4-A].

Analizamos la expresion de las variantes de hPRg en las lineas celulares por hibridacion-
WB con anticuerpos contra hPR, y comparando con los niveles enddégenos de T47D.
Observamos niveles de expresion semejantes entre la proteina del TAP-hPRg salvaje (hPR-WT)
(~130Kd), y las hPRs mutadas con relacién a la isoforma B (116Kd) de la linea parental T47D.
Las variantes TAP-hPRg.AF2 (hPR-AF2) y TAP-hPRg.AERID-I (hPR-ERID) muestran niveles de
expresion semejantes a los hPRg de las lineas TYML25.WT y T47D, ademas de que hPR-ERID
tiene un menor tamafio (~105Kd) debido a la deleccién del dominio ERID-I. Y respecto a la
proteina mutada TAP-hPRg.DBD (hPR-DBD), detectamos una expresion ligeramente mayor a
las demas variantes [Fig. R4-B].
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FIGURA 4. Caracterizacion De Lineas Celulares Estables De Cancer De Mama Expresando La Forma Salvaje
o Formas Funcionalmente Deficientes De hPRe. (A) Analisis por FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting) de
las células TYML25 infectadas con los retrovirus bicistronicos expresando las variantes de hPRs y GFP a baja
multiplicidad. Una semana después de la infeccion, las células positivas para GFP (gated) fueron separadas y
mantenidas en cultivo para posteriores analisis. (B) Analisis por Western Blot de las formas recombinantes de hPRs
en las células positivas para GFP. Hibridamos 50 ug de extracto de cada linea celular generada con un anticuerpo
contra hPR. La linea celular T47D es usada como control de la expresién endogena de hPR.
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A nivel de mRNA la expresion del trascrito para hPRg se muestra equivalente entre todas
las lineas celulares, como podemos comprobar en el ensayo de RT-PCR usando GAPDH como
control. Evidenciamos también como la expresion del transcrito para hPR-DBD esta algo

incrementada, al igual que la de hPR-ERID ligeramente disminuida respecto al salvaje [Fig. R4-

Cl.

Una vez confirmada la expresién del hPR recombinante de las lineas celulares
generadas y con objeto de demostrar la ausencia total de hPR enddgeno en estas lineas
provenientes de TYML25, mediante RT-PCR estudiamos la expresion del trascrito concerniente
a la region 3'-UTR (regién no transcrita) del gen endégeno para hPR. Comprobamos como
ninguna de las lineas creadas expresaban endogenamente hPR a nivel de trascrito primario [Fig.
R4-C]. Sélo detectamos la expresion enddgena de hPR en la linea parental T47D. Este resultado
confirma la ausencia de hPR enddgeno en estas lineas, tanto a nivel de mRNA como de proteina

(como vimos en la figura anterior [Fig. R4-B]).
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FIGURA 4. Caracterizacion De Lineas Celulares Estables De Cancer De Mama Expresando La Forma Salvaje
o Formas Funcionalmente Deficientes De hPRs. (C) Niveles de expression de mRNA para hPRs. Las células
TYML25 expresando hPRs o las forma mutadas, fueron recogidas para la extraccion del RNA total. Analizamos la
expresion del mMRNA de hPRs (para comparar niveles) y de la regién 3°'UTR no codificante (para descatar expresion
enddgena de hPRs en TYML25) por RT-PCR en tiempo real con oligos especificos. Los oligos especificos para el
cDNA de GAPDH son usados como control.

Ademas para confirmar la localizacidn nuclear del receptor de progesterona en todas las
lineas celulares, ya que habiamos mutado ciertos dominios funcionales aunque no descritos
directamente con alteracion de la movilidad celular, hicimos un ensayo de inmunofluorescencia
contra Flag y hPR. La localizacion eminentemente nuclear y la expresion de las proteinas
recombinantes no mostraba diferencias entre el hPR enddgeno (en TYMLV) con las lineas
celulares variantes TYML25.AF2 [AF2], TYML25.DBD [DBD] o TYML25.ERID [ERID], ni con la
salvaje TYML25.WT [WT] [Fig. R4-D]. En definitiva, la expresion del hPRg para las diferentes
lineas generadas muestra tasas de expresion y localizacién similares para todas ellas y con

respecto a la linea parental T47D.
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FIGURA 4. Caracterizacién De Lineas Celulares Estables De Cancer De Mama Expresando La Forma Salvaje
o Formas Funcionalmente Deficientes De hPRe. (D) Deteccion por inmunofluorescencia de la expresion de hPRe.
Las lineas celulares son sembradas sobre cubres de vidrio durante 48 horas, tras permeabilizar y fijar usamos un
anticuerpo contra hPR para localizacion celular se expresion subcelular. Finalmente, montadas sobre portas y
analizadas por microscopia.

R.2.3 - ANALISIS DE CLONES INDIVIDUALES DE TYML25.TAP-hPRg [WT]

Tras obtener las nuevas lineas celulares expresando formas mutadas del hPR,
conscientes de que se trata de una poblacion heterogénea de células que pueden tener
integrado el vector de expresion en distintos sitios del genoma, nos planteamos si haria falta
obtener clones homogéneos provenientes de células individuales para continuar nuestros
estudios. Un clon particular podria ser mas controlado y tener un comportamiento mas constante,
pero también podria acumular una mutacion que pasase desapercibida, mientras una poblacion

heterogénea tendria un comportamiento promedio.

Para obtener clones individuales de las células expresando TAP-hPRg salvaje (hPR-
WT), aislamos células individuales de la linea TYML25.WT [WT] mediante separacion por FACS.
Dos meses después de la separacion, algunos clones habian perdido la expresion y la habilidad
para inducir MMTV en respuesta a hormona, mientras la mayoria no. Los niveles de expresion,
cuando estaban presentes, fueron comparables a los niveles enddgenos de T47D. La induccion
de MMTV fue ligeramente diferente entre clones y esta diferencia correlacionaba bastante bien

con los niveles de expresion de hPR [Fig. R5-A].
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Para analizar en mas detalle la correlacidn entre la expresion del receptor, los niveles de
GFP y su actividad transcripcional, tomamos 4 clones A1-B7-B8-B10. En paralelo, medimos la
expresion de GFP por FACS y la de hPR mediante WB e Inmunofluorescencia. Observamos
como los niveles de GFP muestran una mayor expresion para A1-B7, menor para B10 y nula

para B8 [Fig. R5-B], exactamente la misma secuencia de expresion de hPRg [Fig. R5-C].
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FIGURA 5. Clones De La Linea Celular Estable De Cancer De Mama Expresando hPRe. (A) Transactivacion del
gen reportero MMTVLuc por progestina en clones individuales expresando niveles proteicos medidos de hPRs. Tras
48 horas en medio minimo, afiadimos R5020 10nM y medimos la actividad luciferasa en extractos celulares
cuantificados tras 24 horas. Mostramos unidades arbitrarias de luciferasa como media de dos experimentos. (B)
Andlisis por FACS Fluorescence Activated Cell Sorting) de los clones A1, B7, B8 y B10 (provenientes de
TYML25.WT). Los graficos muestran los niveles de expresion para GFP para las células mantenidas en cultivo. (C)
Andlisis por Western Blot de los clones A1, B7, B8 y B10 de las células TYML25.WT. Hibridamos 50 g de extracto
de cada clon con un anticuerpo contra hPR. Usamos la linea celular T47D como control de la expresion enddgena
de hPR.

Por otro lado, mediante inmunofluorescencia fuimos capaces de detectar, tanto con
anticuerpos contra PR como para Flag, no sélo la localizacién nuclear esperada sino también
unos niveles de expresion acordes con los niveles previos de GFP y hPR mediante Western Blot
[Fig. R5-D]. En resumen, determinamos que la expresién de GFP y hPR se produce a un mismo
nivel y que la activacion por progestina del promotor MMTV esta regulada por la presencia y
cantidad de receptor.

En relacién a la capacidad para inducir la proliferacién en presencia de progestina

(R5020), el ensayo de incorporacion de BrDU nos muestra un 50% de células en proliferacion



tanto para el clon A1 como para B7 [Fig. R5-E], y una respuesta celular minima al estimulo
hormonal cuando afiadimos el inhibidor de la activacion de ERK (PD980599). Estos resultados
indican que los clones positivos testados se comportan de la misma manera que las células de

cancer de mama que expresan endogenamente el hPR.
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FIGURA 5. Clones De La Linea Celular Estable De Cancer De Mama Expresando hPRs. (D) Deteccién por
inmunofluorescencia de la expresion de hPRs. Los clones son sembrados sobre cubres de vidrio durante 48 horas,
permeabilizados y fijados antes de usar un anticuerpo contra hPR para determinar la localizacion celular. Tras ser
montadas sobre portas, se analizan por microscopia. (E) Efectos de los clones A1, B7 y B8 expresando hPRs
(provenientes de TYML25.WT) en la proliferacion celular inducida por progesterona. Las células son crecidas
durante 48 horas en medio libre de suero, seguido por 16 horas de incubacion con R5020 10nM o etanol, y
pretatadas (1 hora antes) o no con 50uM de PD98059. La distribucion de las células se analiza por FACS de células
tefiidas con BrdU y con FITC-AntiBrdU para detectar la incorporacién de BrdU (afiadido al medio 2 horas antes del
final de la incubacion).

Para analizar la estabilidad a largo plazo de la expresion de hPRg-WT, elegimos el clon
A1 para llevar a cado el seguimiento cada dos semanas durante un total de tres meses. Los

niveles de expresion de PR medidos mediante WB se mantuvieron durante este periodo [Fig.
80



R6-A]. Pasados tres meses de la infeccion, los niveles de fluorescencia seguian también iguales
que al principio [Fig. R6-B]. La mayoria de los clones individuales mostraron una alta estabilidad

a largo plazo, independiente de los niveles de expresién de la proteina recombinante.
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FIGURA 6. Estabilidad Y Caracterizacion De Clones Con Variantes de hPRs Establemente Expresados En
Células de Cancer de Mama. (A) Analisis por Western Blot de la expresion del clon A1 proveniente de las células
TYML25.WT a lo largo del tiempo. Recogimos extractos celulares cada dos semanas, manteniendo las células en
cultivo. Hibridamos 50 g de extracto de cada muestra temporal con un anticuerpo contra hPR. Usamos la linea
celular T47D como control de la expresion endégena de hPR. (B) Analisis por FACS del clon A1 (proveniente de
TYML25.WT) tras 3 meses de cultivo. Los graficos muestran niveles de expresion para GFP a tiempo 0 y tras tener
las células mantenidas en cultivo durante 12 semanas.

Tras las conclusiones obtenidas con los clones de la linea salvaje, en cuanto a
estabilidad a largo plazo y similiaridad funcional respecto a la linea parental (T47MVL), repetimos
el mismo proceso de infeccion llevado a cabo en TYML25.WT [WT] para ahora obtener clones
provenientes del vector de expresidn TAP-hPRg.ERID-I (mutante de deleccién para el dominio
ERID de interaccion con hERc). Mediante infeccion de células TYML25 con la variante ERID y la
posterior separacion celular individualizada por FACS, conseguimos establecer clones mostrado
unos niveles positivos de GFP [Fig. R6-C]. Contrariamente a lo esperado, aunque sus niveles de
expresion, medidos por GFP y hPR, eran bastante semejantes, detectamos un comportamiento
bastante heterogéneo al medir la induccion del reportero MMTV en respuesta a progestina.
Observamos inducciones de entre 3 y 17 veces segun el clon analizado, con unos niveles
basales (en ausencia de progesterona) también muy dispares entre clones. Aun sin considerar la
variabilidad basal, no podriamos determinar el comportamiento estandar del mutante ERID, ya
que los clones ER2-ER5 mostrarian que la mutacién afecta parcialmente a la induccion de
MMTV y ER3-ER4 que afecta totalmente. En resumen, aunque los niveles de expresién en los
clones fueron comparables entre si, la induccion del gen reportero fue tan diversa que no
pudimos determinar cual era el comportamiento real del mutante ERID [Fig. R6-D], o que clon
representaria mejor los resultados obtenidos con la poblaciéon no clonal. Esto implicaba que
tendriamos que elegir clones particulares para cada mutante de PR de forma subjetiva, basados
en la induccion de MMTV y otro parametro parcial.
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FIGURA 6. Estabilidad Y Caracterizacion De Clones Con Variantes de hPRg Establemente Expresados En
Células de Cancer de Mama. (A) Andlisis por Western Blot de la expresion del clon A1 proveniente de las células
TYML25.WT a lo largo del tiempo. Recogimos extractos celulares cada dos semanas, manteniendo las células en
cultivo. Hibridamos 50 g de extracto de cada muestra temporal con un anticuerpo contra hPR. Usamos la linea
celular T47D como control de la expresion enddgena de hPR. (B) Analisis por FACS del clon A1 (proveniente de
TYML25.WT) tras 3 meses de cultivo. Los graficos muestran niveles de expresion para GFP a tiempo 0 y tras tener
las células mantenidas en cultivo durante 12 semanas.

Tras estos estudios con clones individuales se decidié proseguir el trabajo con las
poblaciones iniciales. Descartamos utilizar clones individuales, puesto que corriamos el riesgo
de que su comportamiento fuese causado por el lugar de integracion de la construccion en el
genoma, por las posibles mutaciones, recombinaciones con el gen enddgeno u otros efectos

particulares que pudiera experimentar una sola célula.
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ANALISIS DE LA ACTIVIDAD TRANSCRIDCIONAL EN
RPESPUESTA A PROCESTERONA

R.3.1 - RECLUTAMIENTO DE LAS VARIANTES DEL hPRs Y ACTIVACION DEL PROMOTOR
DE MMTV EN RESPUESTA A PROGESTINA

Como ya hemos comentado, decidimos proseguir nuestros estudios con las poblaciones
de células obtenidas tras infectar con cada vector de expresion de las formas mutadas del PRy
aislar las células que expresaban GFP. La funcion de los mutantes establemente expresados en
células de cancer de mama TYML fue analizada para la respuesta del gen reportero MMTVLuc a
progestina. Medimos la actividad luciferasa de las lineas celulares generadas, crecidas durante
48h en medio con suero charcolizado, seguido de 24h de tratamiento hormonal. En paralelo,
para medir la influencia de la via MAPK en la actividad transcripcional, se afiadi6 el inhibidor PD
(de ERK) 1h antes de la hormona.

El promotor MMTV no respondié a la hormona en la linea celular que contenia el
plasmido vacio [EMPTY], a diferencia de en la linea WT dénde la activacién transcripcional fue
maxima [Fig. R7-A]. La respuesta de MMTV a hormona fue reducida en las lineas ERID y AF2, y
completamente eliminada en DBD. Esto indica que la activacion de MMTV por hPR requiere
tanto unién a la regién promotora, impedida en la linea DBD, como el reclutamiento de
coactivadores, bloqueado en la linea AF2. Contrariamente a lo que habiamos observado en el
ensayo luciferasa al transfectar transitoriamente la construccion hPR-ERID [Fig. R2-D], la
deleccion en la linea estable ERID si que interferia con la induccion de MMTV. Esto indicaba que
la interaccién PR-ER y la activacion de kinasas esta también involucrada cuando el promotor
diana esta integrado en el genoma. Este argumento fue confirmado con el hecho de que el
inhibidor PD reducia la activacién hormonal del promotor MMTV en un 50% en las lineas WT y
AF2 [Fig. R7-A]. La activacion parcial en ERID no fue casi afectada por PD, sugiriendo que la
diana de PD es un paso ya eliminado con este mutante, presumiblemente la activacion de MAPK
por la interaccion hPRg-hERa en respuesta a progestina. Por lo tanto, el MMTV es el primer
ejemplo de un promotor que responde a progestina, dénde no solo la funcidn transcripcional del
PR es requerida, sino también su habilidad para mediar la activacién de cascadas
citoplasmaticas de kinasas. Esto fue en paralelo sugerido con el uso de inhibidores de kinasas

(Vincent, 2006) y ahora es inequivocamente confirmado usando mutantes funcionales de PR.

De forma complementaria a estudiar la capacidad del MMTV-Luc endégeno de

responder a hormona en las lineas construidas mediante ensayo de luciferasa, también llevamos



a cabo una RT-PCR con primers especificos para el gen de luciferasa. En este caso la duracion
de la induccién hormonal fue de 6 horas. De modo que, obtuvimos resultados muy parecidos: el
mutante hPR-DBD es incapaz de activar al promotor MMTV, mientras que los mutantes ERID y

AF2 lo hacen parcialmente [Fig. R7-B].
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FIGURA 7. Efectos De La Actividad Transcripcional En Las Variantes hBCC. (A) Transactivacion del gen
reportero enddgeno MMTVLuc por progestina en células estables expresando variantes de hPRs. Tras 48 horas en
medio minimo con suero charcolizado, afiadimos R5020 durante 24 horas. Alternativamente, 50UM de PD98059 (un
inhibidor de la activacion de Erk) es afiadido 1 hora antes de tratar con hormonal. Mostramos las veces de induccion
de lineas tratadas respecto al diluyente. Para la normalizacién usamos iguales cantidades de extracto celular de
cada muestra. Los valores representados son la media de las unidades arbitrarias mas/menos la desviacion
estandar de dos experimentos hechos por duplicado. Las veces de induccion en respuesta a hormona comparadas
a etanol es lo que mostramos de cada construccién. (B) Expresién de mRNA MMTVLuc en respuesta a progestina.
Células TYML25 expresando hPRs 0 hPRs-DBD, son tratadas con R5020 10nM durante 9 o 12 horas o con etanol
diluido. Las células son recogidas y el RNA total es extraido. La expresion del mRNA de los genes MMTVLuc,
Ciclina D1 y p21 es analizada por RTPCR con oligos especificos. También son usados primers especificos para
medir el cDNA de GAPDH como control. Los productos de PCR son corridos en genes de agarosa 1,2% y
visualizados por tincién con bromuro de etidio.

Existen otros genes clasicos que responden a hormona esteroideas, sin HREs conocidos
en sus secuencias promotoras, cuya induccidn se lleva a cabo a través de la interaccion del

receptor hormonal con factores transcripcionales mediadores, como Sp1 o Ap1, sin que exista
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una conexion directa de SR (receptor para hormonas esteroideas) con el DNA. Se ha propuesto
que el gen CCND1 se activa en respuesta a hormona mediante el reclutamiento de hPR por el
factor AP1, y que el gen para p21 (CDKN1A) lo hace reclutando hPR a sitios Sp1. Hemos usado
nuestras lineas para investigar la inducciéon hormonal de estos dos genes en presencia de los

distintos mutantes de hPR

El andlisis en este tipo de genes mostr6 que el promotor de Ciclina D1 (CCND1)
responde a progesterona en las lineas WT, AF2 pero no en ERID o DBD, en cambio el promotor
de p21 (CDKN1A) no se vio afectado por la mutacion de la linea DBD tras 9-12 horas de
tratamiento hormonal. Estos resultados indican que la activacion de MAPK kinasas, ausente en
la linea ERID, es fundamental en la expresién de Ciclina D1 y que la induccién del gen p21 no
requiere de la unién directa al DNA [Fig. R7-B]. Sorprendentemente, el gen CCND1 no se activo
con la linea mutante DBD, sugiriendo que si puede haber participacion de la union de hPR al
DNA en la activacion de este promotor, no descrito hasta el momento, o bien que, el dominio
DBD es también necesario para la interaccion con AP1. En el caso del gen p21, nuestros
resultados indicarian que el dominio DBD no esta implicado en el reclutamiento mediado por
Sp1. Volveremos sobre estas cuestiones mas adelante.

Mediante la inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP) se ha demostrado el reclutamiento
de hPR al promotor integrado MMTV, en la linea T47MVL, tras cortos tiempos de tratamiento
hormonal (Vicent, 2006). Nosotros hemos analizado el reclutamiento de las diferentes formas
variantes de hPRg al promotor MMTV por ChlP, para confirmar el reclutamiento de la forma
salvaje, la incapacidad para unirse a los PREs del hPR-DBD, y comprender mejor el
comportamiento de los otros dos mutantes de hPRs HPR-AF2 y hPR-ERID. Por ello células sin
suero fueron tratadas con R5020 durante 5 o 10 minutos, entonces fijadas con formaldehido y
sonicadas para obtener fragmentos de cromatina de aproximadamente 400bp (Ver Material y
Métodos). Usamos el anticuerpo Flag para precipitar la cromatina asociada a PR y analizamos
la presencia de la regién del nucleosoma B del MMTV mediante amplificacién por PCR usando
oligos especificos. Vimos como HPR-WT fue reclutado al promotor MMTV tras 5-10 minutos de
estimulacion con hormona, también el HPR-ERID y HPR-AF2 [Fig. R7-C]. Esto indica que estos
dos mutantes no tienen alterada su habilidad para unirse al DNA del promotor MMTV en
respuesta a hormona, descartando esto como la causa de la disminuida activacion del promotor.
Inversamente, HPR-DBD no fue encontrado en el promotor, confirmando que la triple mutacién
bloque la posibilidad de unién a PREs [Fig. R7-C]. Adicionalmente, comentar que aunque HPR-
ERID no ha perdido su capacidad de unirse al DNA si hay ciertos eventos posteriores que estan

afectados, como por ejemplo el reclutamiento del complejo Erk-Msk y la fosforilacion de la
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FIGURA 7. Efectos De La Actividad Transcripcional En Las Variantes hBCC. (C) Analisis de
inmunoprecipitacion de cromatina del reclutamiento de las variantes de hPRs al promotor endégeno MMTV en
respuesta a progestina. Las células son tratadas con R5020 10 nM durante 5 0 10 minutos, recogidas, y usadas
para el experimento de ChIP con anticuerpos contra Flag, Erk y pSer10-H3. Los fragmentos precipitados son sujetos
a un analisis por PCR con oligos especificos correspondientes al nucleosoma B MMTV, y el gen B-globina como
control.

R.3.2 - PROLIFERACION CELULAR INDUCIDA POR PROGESTERONA
Se ha descrito como la respuesta proliferativa de las células de cancer de mama a
progestina podria venir de la activacion de las cascadas de sefializacion mas que de una

activacion directa transcripcional (Skildum, 2005).

Para determinar si la cascada de sefalizacion ER / ¢-Src / Erk esta implicada en la
mediacion de los efectos proliferativos inducidos por progesterona, analizamos la habilidad
proliferativa de la linea mutante ERID. Tras arrestar las células durante 2 dias en ausencia de
suero, analizamos la distribucién de ciclo celular después de 16h de tratamiento hormonal de las
células variantes tefiidas con loduro de Propidio (IP). En células expresando el hPR-WT R5020
incrementd el porcentaje de células en fase S del 9 al 20% [Fig. R8-A]. Este incremento no fue
observado en células expresando el mutante ERID, indicando que la interaccion con ER es
requerida para provocar la sefializacion que llevara a la proliferacién celular, y confirmando el
esperado defecto funcional de este mutante. Tampoco observamos induccién tras tratar con el
inhibidor PD la linea celular WT, mostrando que la activacion de MAPK es necesaria para mediar
el efecto proliferativo en células de cancer de mama mediado por progestina Ademas, en
paralelo, ensayos de proliferacion en la linea celular T47MVL mostraron ausencia de la
capacidad proliferativa inducida por progestina cuando estan presentes los inhibidores IClI
(antagonista de hERa) y PD (bloquea Erk), viniendo a confirmar la importancia de la cascada ER

| c-Src / Erk sobre estos efectos de ciclo celular.
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Para responder la pregunta de si la via no genémica o citoplasmatica es completamente
responsable de la proliferacion celular inducida por hormona en células de cancer de mama,
analizamos la habilidad de la linea DBD para llevar a cabo estos efectos mediante un ensayo de
incorporacion de IP. En el DBD, doénde la funcién transcripcional ha sido eliminada,
inesperadamente comprobamos que tampoco era capaz de inducir proliferacion en respuesta a
hormona [Fig. R8-B]. Por otro lado, AF2 no vio mermada su habilidad para mediar proliferacion

en respuesta a progestina, incrementando el porcentaje de células en fase S del 12 al 29%.
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FIGURA 8. Capacidad Proliferativa En Respuesta A Progesterona De Las Lineas Mutantes hBCC. (A) Efectos
de los mutantes de hPRs ERID y AF2 en la proliferacion celular inducida por progesterona en células estables de
cancer de mama. Las células son crecidas 48 horas en medio libre de suero, seguidas por 16 horas de incubacion
con R5020 10nM o etanol, y pretratadas (1 hora antes) o no con 50uM de PD98059. La distribucién de las células
en las diferentes fases del ciclo celular se evalta por FACS de células tefiidas con ioduro de propidio. El grafico
muestra el porcentaje de células en fase S, como media de dos muestras independientes llevadas en paralelo. (B)
Efectos de los mutantes de hPRs ERID, AF2 y DBD en la proliferacion celular inducida por progesterona en células
estables de cancer de mama. Las células son crecidas 48 horas en medio libre de suero, seguidas por 16 horas de
incubacién con R5020 10nM o etanol. La distribucion de las células en las diferentes fases del ciclo celular se evalua
por FACS de células tefiidas con ioduro de propidio. El grafico muestra el porcentaje de células en fase S, como
media de dos muestras independientes llevadas en paralelo.

Con objeto de analizar en mas detalle el comportamiento proliferativo de la linea DBD a
lo largo del tiempo, hicimos un nuevo ensayo de ioduro de propidio para diferentes tiempos de
tratamiento hormonal (14-24-48-72h). Observamos como la mutaciéon hPR-DBD no sélo habia
eliminado la capacidad del hPR de inducir proliferacién en respuesta a hormona tras 14 horas de
exposicion, sino que esta mutacion le habia conferido la habilidad de arrestar un 40% de las
células en la fase GO/G1 sin posibilidad de paso hacia fase S [Fig. R8-C]. Asimismo, las lineas
WT y AF2 mantenian intactas su capacidad de respuesta proliferativa tras las 14h de estimulo
hormonal con incrementos de entre el 86-94% en el numero de células en fase S respecto a
tiempo inicial. En general, tanto la linea salvaje WT como AF2 mostraron las mismas curvas de
proliferacion alcanzando un arresto celular tras 48 horas del tratamiento hormonal, y tras 72
horas la vuelta a los niveles iniciales de ciclo celular. A diferencia de DBD que mostrd el arresto
celular a tiempos cortos de tratamiento. Finalmente, la linea celular vacia EMPTY no mostrd

ninguna respuesta al tratamiento con progestina.
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FIGURA 8. Capacidad Proliferativa En Respuesta A Progesterona De Las Lineas Mutantes hBCC. (C) Efectos
de los mutantes de hPRs en la proliferacion celular inducida por progesterona en células estables de cancer de
mama. Las células son crecidas 24 horas en medio libre de suero, seguidas por incubaciones de 14-24-48-72 horas
con R5020 10nM o etanol. La distribucion de las células en las diferentes fases del ciclo celular se evalta por FACS
de células tefiidas con ioduro de propidio. El grafico muestra el porcentaje de células en fase S, como media de dos
muestras independientes llevadas en paralelo.

En conclusién, ademés de la conocida implicacién de las funciones no-gendmicas,
parece que algun gen(es) controlado con la intervencion del dominio de unién a DNA (DBD) de
hPR, juega un papel central en el control de la proliferacion. Como se vera después, creemos

que el gen de Ciclina D1 podria ser este gen clave.

R.3.3 - ACTIVACION DE MAPK INDUCIDA POR PROGESTERONA

Los efectos de fosforilacion y desfosforilacién afiaden un nuevo nivel de complejidad a
las acciones del hPR. Generalmente, a la fosforilacion se le atribuye un papel regulador positivo
afectando al recambio, la translocacion o la trascripcion. Como otros receptores esteroideos el
hPR puede ser fosforilado por multiples kinasas CDKs, MAPKs o GSKs en alguno de sus 14
residuos conocidos. Uno de los residuos clave para mediar estos efectos es la Serina 294, que

se fosforila rapidamente por MAPK tras tratamiento hormonal (Lange, 2000).

Con el propdsito de confirmar la fosforilacién del hPR recombinante de la linea WT,
inducida por progesterona en el residuo Ser294, medimos la proteina fosforilada tras 5-10-30
minutos de tratamiento con R5020. Observamos que tanto la linea WT como la parental T47MVL
muestran el mismo patrén de fosforilacion para el residuo 294 a corto tiempo de exposicion
hormonal [Fig. R9-A.

Por otro lado, se ha descrito que en la activacion del MMTV participa un complejo triple
reclutado al promotor a corta exposicién a hormona, formado por PhohPRgSer294 (pPR2%4),
PhoErk42/44 (pErk) y PhoMsk1(pMsk) (Vicent, 2006). Para comprobar como el hPR se

encuentra postranscripcionalmente modificado en el nucleo, y que PhoMsk esta colocalizando
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con este hPR modificado, llevamos a cabo un ensayo de inmunofluorescencia usando un
anticuerpo contra pPR2% y otro para pMsk. Tras 10 minutos de tratamiento con progestina
ambas proteinas muestran una distribucién granular muy similar dentro del nucleo, colocalizando
como demuestra la imagen de solapamiento de ambas fluorescencias [Fig. R9-B]. De este modo,
ambas proteinas muestran una distribucién nuclear compatible con la formacién del complejo, y

una activacion por fosforilacion tras 5-10 minutos de progestina.
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FIGURA 9. Activacion De Las Rutas De Sefalizacion En Respuesta A Progesterona De Las Funcionalmente
Deficientes hBCC. (A) Modificacion postranscripcional por fosforilacion de hPRB. Células cultivadas en medio
blanco (desprovisto de esteroides) durante 48 horas, seguido por 24 horas sin suero, se les afiade durante 5-10-30
minutos R5020 10nM.Los lisados son analizados por western blot con anticuerpos contra a forma fosforilada de
hPR. (B) Deteccidn por inmunofluorescencia de la colocalizacién subcelular de pPR y pMsk. Las células plaqueadas
sobres cubres son tratadas durante 5-10 minutos con R5020 o no tratadas, permeabilizadas e incubadas con
anticuerpos contra hPR fosforilado en la serina 294 (pPR) o contra Msk1 fosforilado (pMsk1). Las imagenes de
fluorescencia fueron tomadas con un sistema de microscopia de laser confocal.

Como hemos mencionado antes, la progestina causa la activacion directa
(Boonyaratanakornkit, 2001) o indirecta por hERa (Ballaré, 2003) de MAPK a través de c-Src,
regulando la actividad transcripcional dependiente de hormona del hPR y la expresion génica.
Con objeto de comprobar como la via de las kinasas fosforila a los hPR recombinantes y como la
linea ERID (incapaz de llevar a cabo la activacion indirecta por hERa) no induce la via MAPK,
tratamos todas las lineas celulares con progestina a 5-10-30 minutos. La hibridacién con los
anticuerpos para el pPR2% y pErk indican que sélo la linea ERID es incapaz de inducir en
respuesta a hormona la activacién de kinasas, y como las demas lineas llevan a cabo estos
efectos en la misma medida que la linea parental [Fig. R9-C]. Por otro lado, la no deteccion de
pPR2% en la linea ERID se debe a que la deleccion del dominio ERID-I incluye este residuo. Otro
hecho relevante detectado con este ensayo es que, los niveles inducidos de Erk por el
tratamiento hormonal estaban claramente disminuidos en cualquiera de las lineas procedentes
de TYML con respecto a la linea parental T47D, indicando una posible reduccién general en la

activacion de la cascada MAPK inducida por hormona para las lineas celulares generadas.



Se ha descrito que los factores de crecimiento regulan el crecimiento celular iniciando las
rutas intracelulares de transduccion de sefiales mitogénicas durante la progresion del cancer. En
este sentido, el factor de crecimiento epidérmico (EGF) inicia la cascada de MAPKSs, siendo un
importante potenciador por fosforilacion de las acciones del hPR. De modo que, para demostrar
que la activacién de la ruta Ras/Erk tras una estimulacién no dependiente de hormonas
esteroideas esta disminuida en nuestras células WT (provenientes de T47Dy) y no en la parental
T47D, analizamos la activacion de la kinasa Erk por EGF mediante hibridacién con un anticuerpo
especifico. Encontramos que los niveles de expresion de la cascada MAPK en nuestra linea

celular son inferiores a los alcanzados por la linea parental [Fig. R9-D].
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FIGURA 9. Activacion De Las Rutas De Sefalizacion En Respuesta A Progesterona De Las Funcionalmente
Deficientes hBCC. (A) Modificacién postranscripcional por fosforilacion de hPRB. Células C. Andlisis de la
activacion de rutas citoplasmaticas de kinasas MAPK en células de cancer de mama en respuesta a progesterona.
Durante 48 horas las células son crecidas en medio blanco, seguido por 24 horas sin suero, antes de tratarlas 30
minutos con R5020 10nM. Los extractos celulares son analizados por hibridaciones con anticuerpos contra la forma
fosforilada de Erk (pErk1/2), Erk total, pPR y hPR total. (D) Analisis de la activacién de rutas citoplasméticas de
kinasas MAPK en células de cancer de mama en respuesta a factores mitogénicos como EGF. Durante 48 horas las
células son crecidas en medio blanco, seguido por 24 horas sin suero, antes de tratarlas 30 minutos con EGF 20nM.
Los extractos celulares son analizados por hibridaciones con anticuerpos contra la forma fosforilada de Erk
(pErk1/2), Erk total.

Estos ultimos resultados implicaban que la cascada MAPK en las células T47Dy
(desprovistas de hPR), esta significativamente disminuida. Sin embargo, esta reduccion
mitogénica no parecia afectar a aquellos efectos donde la cascada estaria implicada, como de

activacion transcripcional, de proliferacion, ... mediados por hPR en respuesta a progestina.

R.3.4 - CROSSTALK CON EL RECEPTOR DE ESTROGENOS
Previamente, el laboratorio ha publicado que entre el 3-5% del hPR celular en la linea

de cancer de mama T47D esta localizado en el citoplasma formando con un complejo con hER,,
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por interaccion de dos dominios en el extremo N Terminal (ERID-I y ERID-II) del hPRg con el
dominio de union a ligando (LBD) del hERa: (Ballaré, 2003). Que el complejo activado por

progestina, interacciona con c-Src desencadenando la ruta Src/p21Ras/Erk.

La conclusion del apartado anterior sobre la activacion de la cascada de sefializacion de
Erk por progesterona, finalizaba mostrando una clara disminucién de la sefalizacion inducida de
la via MAPK de la linea T47Dy respecto a la linea parental. Pues bien, con objeto de encontrar
una explicacion a esta disminucidn y a causa de las dificultades en la deteccion del complejo
citoplasmatico triple hPR/ER/Src, nos planteamos la posibilidad de el motivo de ambos

fendmenos fuese la expresion reducida del receptor de estrégenos en esta linea celular T47Dy.

Con el propdsito de cuantificar a nivel de proteina la cantidad de hERa enddgeno
presente en las lineas celulares generadas, medimos los niveles por hibiridacion por WB usando
un anticuerpo especifico de esta isoforma o del receptor de estrogenos [Fig. R10-A].
Confirmandose la clara disminucién en la expresion de hERo en las lineas celulares
provenientes de T47Dy. Para verificar si ya a nivel de mensajero la expresion es reducida,
cuantificamos mediante RT-PCR en tiempo real los niveles de expresion de transcrito para este
gen. Obteniendo que a nivel de RNA mensajero los niveles de expresion de hER, de las lineas
celulares son al menos un 50% menor que los de la linea parental [Fig. R10-B], al igual que

ocurria con los niveles proteicos.

A continuacion para averiguar si la cantidad de hER, presente en la linea celular diana
(T47Dy) era suficiente para regular la expresion de genes clasicos de respuesta a estradiol,
tratamos las células durante 6 horas con la hormona y medimos los niveles de expresion del
mensajero para el gen pS2 por RT-PCR en tiempo real. La induccion de pS2 en la linea T47D
fue usada como control positivo de induccién [Fig. R10-C], demostrando que la reduccion de la
cantidad de hER,, en las lineas generadas afectaba a la regulacion de la expresion génica por

estradiol.
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FIGURA 10. Niveles Enddgenos de Expresion Para El Receptor De Estrogenos En Las Lineas Generadas
hBCC. (A) Analisis por Western Blot de la expresion de ERaw en células de cancer de mama. Recogimos extractos
celulares de las lineas celulares T47D, MCF7, T47Dy y las derivadas de esta ultima. Hibridamos 50 g de extracto
de cada muestra con un anticuerpo contra ERa.. (B) Niveles de expresidn de mRNA pS2 en respuesta a estradiol
para las lineas WT, EMPTY y T47D. Las células fueron recogidas para la extraccion del RNA total y analizada la
expresion de mRNA de pS2 (gen clasico de respuesta a E2) por RT-PCR con oligos especificos. Los oligos
especificos para el cDNA de GAPDH son usados como control. Los productos de PCR son cargados en geles de
agarosa al 1,2% y tefiidos con bromuro de etidio para su visualizacion. (C) Niveles de expresion de mRNA para
hPRs. Las células TYML25 expresando hPRs o las forma mutadas, fueron recogidas para la extraccion del RNA
total. Analizamos la expresion del mRNA de hPRs (para comparar niveles) y de la region 3'UTR no codificante (para
descartar expresion endégena de hPRs en TYML25) por RT-PCR en tiempo real con oligos especificos. Los oligos
especificos para el cONA de GAPDH son usados como control.

Como hemos mencionado al principio, la deteccion del complejo triple citoplasmatico
hPRs/ERa/c-Src mediante inmunoprecipitacion habia sido infructuosa. Ahora bien, tras conocer
que los niveles de expresion de ERa estaban disminuidos respectos a los de la linea parental y
con objeto de demostrar que la cantidad de hERa no es un obstaculo para la formacién del
complejo citoplasmatico hER,-hPRg, llevamos a cabo una nueva inmunoprecipitacion de hPR-
WT aumentando drasticamente el numero de células requeridas para el ensayo incrementando
asi la concentracion de proteina hPR-WT. EI WB posterior desvelo la existencia del complejo
preformado hER, - hPRs - Erk, cuando hPRg es expresado en las células [Fig. R19-D]..
Anteriormente, la viabilidad e importancia de la funcién de hERa en el complejo, ya quedo
patente con el ensayo de luciferasa [Fig. R3-D], que demostraba que al tratar las células con ICI
(antagonista de ER) provocaba una disminucion de los efectos transcripcionales sobre MMTV

inducidos por progestina.
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FIGURA 10. Niveles Enddgenos de Expresién Para El Receptor De Estrégenos En Las Lineas Generadas
hBCC. (D) Inmunoprecipitacion para detectar de la interaccién in vivo entre hPRs y ERc.. Células creciendo en
medio sin suero son incubadas con o sin R5020 10nM durante 15 minutos antes de la extraccién celular. Los lisados
celulares son inmunoprecipitados con un anticuerpo contra Flag y el material separado de las beads es analizado
por Western Blot con anticuerpos contra ERa, Flag y Erk.

En resumen, la cantidad dismunida de hERo presente en las lineas celulares es incapaz
de llevar a cabo la regulacion de genes en respuesta a estradiol, sin embargo es suficiente para
mediar los efectos citoplasmaticos de las acciones de hPRg en respuesta a progestina.



ANALISIS POR MICROARRAYS Y RT-PCR DE GENES EN
RESPUESTA A PROCESTERONA

R4.1 - ANALISIS POR MICROARRAYS DE LOS GENES QUE RESPONDEN A
PROGESTERONA EN LINEAS CELULARES EXPRESANDO MUTANTES DEL hPRg

A continuacién, nos propusimos identificar el conjunto de genes que respondian a
progestina en células expresando variantes defectivas del hPRg. Con este propdsito usamos un
microarray disefiado para contener 700 genes de interés en cancer de mama por su implicacion
en ciclo celular, transduccion de sefiales, cromatina o trascripcion. Experimentos previos con
diferentes tiempos de tratamiento hormonal en células T47D, para esta misma plataforma,
muestran que tras 6 horas un gran nimero de genes cambian su expresién (Ballaré, 2007-
Manuscrito). Por otro lado, con la excepcion de los genes de activacion temprana (1-2h), los
cambios de expresién de la mayoria de genes diana de la progesterona son de pequefia
magnitud hasta las 6 horas de tratamiento.

Tanto las células TYML25 conteniendo el vector vacio [EMPTY], como las lineas WT,
ERID, AF2 o DBD vy la linea parental T47D fueron privadas de suero durante 48h y tratadas
posteriormente con hormona (R5020 10nM) durante 6h. Tras el tratamiento, se extrajo el RNA de
las lineas para hibridarlas en el microarray de cDNA. Antes de esto, analizamos por RT-PCR la
expresion de MMTV-Luc como control interno del experimento, obteniendo resultados similares a
los obtenidos midiendo la expresion de luciferasa, y confirmando que el DBD habia perdido
completamente la capacidad de activar el MMTV, mientras el ERID o el AF2 perdieron su

capacidad solo parcialmente [Fig. R11-A].

Con los datos obtenidos de tres hibridaciones independientes separadas en el tiempo a
partir de muestras duplicadas para todas las lineas celulares, procedimos a filtrar y buscar
significacién estadistica mediante SAM usando el programa estadistico TIGR Mev (p=0.01).
Entre los ~700 transcritos Unicos probados, 55 (~8%) fueron regulados por hPRg con
inducciones >(1.5) o <(-1.5), aunque finalmente 34 fueron los encontrados estadisticamente
significativos en los tres experimentos para la linea WT, 27 para induccion positiva y 7 para

represion por hormona [Fig. R11-A] (Ver tabla de referencias [Tabla T1]).
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FIGURA 11. Panorama De Regulacion Génica Por Progesterona Para Las Lineas Celulares Estables De
Cancer de Mama. (A) Diagrama de grupo / Dendrograma de genes regulados por progestina R5020 a 6 horas y en
ausencia para lineas celulares expresando variantes del hPRs. Las células fuero crecidas en medio con suero
charcolizado durante 48 horas y otras 24 en ausencia se suero, entonces tratadas con 10nM de progesterona o
etanol. RNA celular fue preparado e hibridado en el Human Cancer Chip (CRG) con 700 genes humanos. Cada
andlisis fue hecho en muestas duplicadas, de tres experimentos separados en el tiempo. Rojo y azul significan
inducciones positivas y negativas (1.4> ; <-1.4) aunque no estadisticamente significativas y el subrayado verde las
significaciones estadisticas. Cada columna significa un tipo celular y cada fila en gen.




T
Symbol

AKAP13
BIRC3
CCND1
CCNG2
CDC14B
CDH1
CDKL1
CDKN1A
COL4A2
CTSL2
CXCL12
CXCR4
CHES1
DDX5
DUSP1
EGFR
FGFR2
FLJ12443
FOS
GAS6
GRB14
HDAC9
HSD11B2
HSD17B2
IFIT2
ING1
JUN
KPNA3
MAP3K3
MMTV
MUCL2
MYC
NCOA3
NEO1
NFIB
NOTCH3
PCAF
PGR
PIK3CB
PIK3R1
PLAUR
QSCN6
RASL10B
SAP30
SOSs1
STAT5A
TACC1
TGFa
THBS1
VEGF
WNT5A
XLHSRF-1
ZNF350

Name / Description

A kinase (PRKA) anchor protein 13 (guanine nucleotide exchange factor)
Baculoviral IAP repeat-containing protein 3 (Inhibitor of apoptosis protein 1)
Cyclin D1 (PRAD1: parathyroid adenomatosis 1)

Cyclin G2
CDC14 cell division cycle 14 homolog B (S. cerevisiae)
Cadherin 1, type 1, E-cadherin (epithelial)
Cyclin-dependent kinase-like 1 (CDC2-related kinase)
Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21, Cip1)
Collagen, type 1V, alpha 2
Cathepsin L2
Chemokine (C-X-C motif) ligand 12 (stromal cell-derived factor 1)
Chemokine (C-X-C motif) receptor 4
Checkpoint suppressor 1
DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 5
Dual specificity phosphatase 1 = MKP1
Epidermal growth factor receptor ( v-erb-b oncogene homolog, avian)
Fibroblast growth factor receptor 2 (Crouzonv/vJackson-Weiss syndrome)
Acyltransferase like 2
V-fos FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog
Growth arrest-specific 6
Growth factor receptor-bound protein 14
Histone deacetylase 9
Hydroxysteroid (11-beta) dehydrogenase 2
Hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 2
Interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 2
Inhibitor of growth family, member 1
V-jun sarcoma virus 17 oncogene homolog (avian)
Karyopherin alpha 3 (importin alpha 4)
Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 3
Mouse Mammary Tumor Virus
MUC2L/MUC2L
V-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog (avian)
Nuclear receptor coactivator 3 = AIB1= SRC3
Neogenin homolog 1 (chicken)

Nuclear factor I/B
Notch homolog 3 (Drosophila)
P300/CBP-associated factor
Progesterone receptor
Phosphoinositide-3-kinase, catalytic, beta polypeptide
Phosphoinositide-3-kinase, regulatory subunit 1 (p85 alpha)
Plasminogen activator, urokinase receptor
Quiescin Q6

Sin3-associated polypeptide, 30kDa (HDAC complex subunit SAP30)
Son of sevenless homolog 1 (Drosophila)

Signal transducer and activator of transcription 5A
Transforming, acidic coiled-coil containing protein 1
Transforming growth factor, alpha
Thrombospondin 1
Vascular endothelial growth factor
Wnt-5a protein precursor= Wingless-type MMTYV integration site family
Dynein, axonemal, heavy polypeptide 1 (AYTL2)

Zinc finger protein 350

Acc No

NM_007200
NM_001165
NM_053056
NM_004354
NM_033332
NM_004360
NM_004196
NM_078467
NM_001846
NM_001912
NM_000609
NM_003467
NM_005197
NM_004396
NM_004417
NM_005228
NM_023028
NM_024830
NM_005252
NM_000820
NM_004490
NM_178423
NM_000196
NM_002153
NM_001547
NM_005537
NM_002228
NM_002267
NM_002401

BG675392
NM_002467
NM_006534
NM_002499
NM_005596
NM_000435
NM_003884
NM_000926
NM_006219
NM_181504
NM_002659
NM_002826

NM_002953
NM_005633
NM_003152
NM_006283
NM_003236
NM_003246
NM_003376
NM_003392
ABO037831
NM_021632

Tabla T1. Tabla de significaciones de los genes, su significado y nimero de acceso.

96




Encontramos que existe un buen grado de concordancia (65%) entre los genes
regulados por induccion positiva significativamente en la linea WT respecto a su parental T47D,
sin incluir un 23% de genes inducidos aunque no significativos estadisticamente (al 99% de
confianza), atribuyendo la diferencia restante (18%) a la expresion enddgena de la isoforma PRa
en la linea parental junto al PRs. Un estudio publicado recientemente, sefiala que la presencia de
PRa en células humanas de cancer de mama provoca la adquisicion de la respuesta a
progestina de un pequefio pero importante subgrupo de genes diana especificos en rutas de
sefializacion, que influyen en la morfologia y las propiedades de adhesion celular. Otra
publicacion anterior, subraya que cuando PRa y PRs son expresadas independientemente de
modo inducible en células de cancer negativas para PR, estas muestran diferencias génicas
especificas para cada isoforma. Ademas, inducir la expresion de PRa provoca que las células se

vuelvan mas adherentes, y migren con mayor facilidad (Jacobsen, 2002).

Si comparamos los datos obtenidos respecto a induccion génica de las lineas celulares
defectivas respecto a la linea salvaje, encontramos comportamientos diversos segun el dominio

del hPRg implicado en la regulacion:

« Casi todos los genes regulados en la linea celular AF2 no estaban afectados o sélo
parcialmente por la mutacién E911A del dominio de transactivacion del hPRg. Por el
contrario, los genes BIRC3, AKAP13, CDC14B, SOS1, GRB14 y RASL10B estaban

claramente afectados.

o Las mutaciones en el dominio DBD del hPRg eliminaron la repuesta hormonal de la
mayoria de genes, entre ellos el gen reportero MMTVLuc, MAP3K3, AKAP13, CDC14B y
PIK3CB. Por otro lado, algunos genes respondian negativamente a la hormona en presencia
de la mutacién DBD: CCND1, GRB14 y SAP30. Otros pocos genes quedaron inalterados
(GAS6 y AYTL2), y sorprendentemente, la induccion de FOS y TGFa por hormona estaba

claramente aumentada en la linea celular DBD.

« Los datos con la linea celular que expresa hPRg-ERID como la mayoria de los genes que
responden a hormona dependen del dominio ERID del hPRg, y consecuentemente, de la
interaccidn de hPRg con el receptor de estrogenos ERa.. Pocos fueron los genes que
mantuvieron una respuesta, aunque parcial, a hormona: MMTV, FOS, CXCL12, CXCR4 y
PLAUR.



En resumen, la progesterona es un regulador critico de un amplio abanico de funciones
celulares, reflejado en una respuesta transcripcional de un diverso grupo de genes diana a 6
horas. Genes inducidos por una regulacion transcripcional directa y/o por rutas de sefalizacion
citoplasmatica dominan las dianas de progestina a 6h, consistente con otras evidencias
publicadas por el laboratorio. Algunos genes regulados en este estudio como BIRC3, PLAUR o
CCND1 son ya conocidas dianas para progesterona, aunque aln no se conozca el mecanismo

regulador del hPR.

Finalmente, aunque también habiamos detectado un reducido nimero de genes
regulados negativamente por la hormona de forma significativa, con gran solapamiento (6/7)
entre los regulados en la linea WT respecto a T47D, en este estudio nos centraremos en la
regulacién positiva de la isoforma B del hPR y como las mutaciones de ciertos dominios

reguladores afectan a sus papel transcripcional activo.

R.4.2 - ANALISIS POR RTPCR EN TIEMPO REAL DE LOS GENES REGULADOS POR
PROGESTERONA

Con objeto de confirmar los grupos de genes, determinados por Microarrays, que
mostraron una regulacion dependiente de los dominios del hPR estudiados para cada linea
celular, recogimos de nuevo mRNA de cada linea celular tras 6h de tratamiento hormonal. A
continuacion, cuantificamos la expresion génica en unidades arbitrarias mediante deteccion por
SYBR Green en una PCR en tiempo real, para una proporcion de los genes seleccionados 23
(19 induccién y 3 represion por hormona) del estudio por microarrays. Ademas de estos genes,
quisimos comprobar otros 6 genes (MUCL2, FOS, HSD11B2, SOS1, QSCNG6, y STAT5a) que
fueron clasificados como no estadisticamente significativos en el estudio anterior de microarrays,
aunque inducidos y de alta reproducibilidad, mas otros 2 genes (IFIT2, CTSL) que se mostraron

inalterados por el tratamiento hormonal, para usarlos como control.

Los datos obtenidos mostrados en veces de induccion de R5020 frente a etanol [Tabla
T2], filtrados mediante la t de student (P<0,05), usando el gen no regulado GAPDH para
normalizar los datos, confirman en un 95% (29/31) la regulacién de los genes seleccionados del
microarray en respuesta a hormona. Incluso, si tenemos en cuenta las veces de induccion
obtenidas en el Microarray y la RTPCR posterior, comparando entre la linea WT y T47D,
veremos como los mismos genes expresados en una misma linea mantienen el patrén. Por otro
lado, sdlo 2 genes muestran un resultado diferente entre el Microarray y la RTPCR posterior,

estos son “COL4A2” cuya induccion no fue detectada en las células T47D del Array pero sien la
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RTPCR y “PCAF” con una induccion de similares unidades entre WT y T47D para Microarray y
con mayor valor para WT en la RTPCR respecto T47D.

T2

F2 DBD* DBD** ERID-I

CCNG2 -1.8 CCNG2
NCOA3 NCOA3
NOTCH3 NOTCH3
IFIT2 -1.25 IFIT2

CTSL
MUC2L
FOS
PIK3CB
SOS1
GRB14
GAS6
SAP30
AYTL2
AKAP13
BIRC3
TGFA
CCND1
PCAF
CHES1
MAP3K3
CXCL12

MMTV-LUC MMTV-LUC
HSD11B2 HSD11B2
THBS1 THBS1
STAT5A STAT5A
PLAUR PLAUR
QSCN6L1 QSCN6L1

DNAH1 DNAH1
COL4A2 COL4A2

activated by hormone became repressed
less activated than WT I repressed by hormone

no hormone effect

Tabla T2. Verificacion de los genes candidato del array. RT y PCR en tiempo real fueron usadas en extractos de
RNAs para visualizar la inducibilidad de los genes identificados en el array en las diferentes células expresando
hPRs.

En general, observamos como las mutaciones de DBD eliminan la respuesta hormonal
de un gran numero de genes (~77%) entre ellos el promotor modelo MMTV, o las kinasas
MAP3K3 y PIK3CB. Curiosamente, tres genes afectados por la mutacién como Cyclina D1,
GRB14 y SAP30 muestran una regulacion génica negativa al estimulo hormonal, y otros dos se
sobreexpresan por encima de la respuesta del WT, estos son el oncogén FOS, y el factor de
crecimiento alfa (TGFa). El 23% restante permanece inalterado, como ocurre en genes como
GASG6 implicado en arresto celular y en AYTL2. Por otro lado, datos con la linea ERID muestran
que la respuesta a progesterona de la mayoria de genes no so6lo depende de las acciones
directas del receptor sobre el DNA sino que también dependen de las acciones extranucleares
iniciadas por la interaccion de hPRg con el receptor de estrogenos, ya que pocos genes
mantienen una respuesta similar (15%) al WT, el oncogén FOS, y la kinasa dependiente de
ciclina (CDKL1). Finalmente, el comportamiento de la linea AF2 es menos drastico al mostrar



como 4 de cada 5 genes bien queda inalterado o se afecta parcialmente, esto ocurre en los
genes CCND1, CDCKL1 o CHES1 codificantes de proteinas relacionadas con ciclo celular.. En
cambio, s6lo 1 de cada 5 genes muestra verse totalmente bloqueado en su induccién, como los
inhibidores de CDKs p21 (CDKN1A) o el de apoptosis BIRC3.

Con objeto de descartar la idea de que una mayor cantidad de receptor, aun estando
mutado, implicaria un incremento en el nimero de genes inducidos para esa linea celular
deficiente, creamos una linea celular que expresara el doble del receptor mutado hPRg-DBD.
Siguiendo el protocolo descrito de produccidn de virus (Ver material y métodos) obtuvimos una
linea celular (DBD**) expresando la forma variante del hPRg-DBD incapaz mediar efectos
directos, pero con una cantidad mayor de receptor. El mMRNA de la linea fue recogido en un
ensayo paralelo al resto de lineas celulares, para posteriormente cuantificar también mediante
RTPCR en tiempo real los mismos genes seleccionados para la verificacion del microarray.
Cuando comparamos DBD con la linea celular que expresaba el doble de receptor DBD**,
encontramos que los mismos nueve genes activados por DBD lo eran para DBD** y ningin gen
no inducido en DBD adquirié la capacidad de inducirse por el hecho de que la linea DBD**
tuviera mas receptor. Sin embargo, las veces de induccion encontrados en la linea DBD** eran
en la mayoria de genes inducidos, de mayor valor que en la linea DBD [Tabla T2]. Indicando que
aquellos genes no afectados por la mutaciéon de la caja P del dominio de union a DNA,
incrementan su expresion en una manera dependiente a la cantidad de receptor activado unido a
ligando en la linea celular. Y aquellos genes afectados por esta mutacidn, no se veran inducidos
en respuesta al estimulo hormonal aunque la cantidad de hPRg-DBD sea dos veces la cantidad
de receptor presente en la célula, y por consiguiente, dos veces la cantidad de receptor
enddgeno en células T47D. Indicando que la mutacion del DBD es lo bastante restrictiva, como

para eliminar cualquier efecto génico que pudiera aparecer por sobreexpresion.

Finalmente, incluyendo los datos del Microarray y las verificaciones por RTPCR de los
genes regulados positivamente por hormona en la linea WT y sus diferencias con las lineas
mutantes defectivas, encontramos cinco categorias para estos genes [Tabla T3]. Las lineas
defectivas mostraban,

1.- Genes con valores de induccion mayor respecto al WT
Sélo la linea DBD muestra 2 genes sobreexpresados en comparacion con la linea WT, que

son el oncogén FOS, y el factor de crecimiento TGFa.

2.- Genes con valores de induccidn similar respecto al WT
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Aquellos genes no afectados por las mutaciones de las lineas celulares serian, el 15% de los
analizados en la linea AF2 incluyendo la deshidrogenasa HSD11b2, y el 9% de los ERID como
la quemoquina CXCR4, o de los analizados en DBD dentro de los cuales estaria un gen

asociado con arresto celular como GASS.

3.- Genes con valores de induccién menor respecto al WT

Casi todos los genes regulados en AF2 (~65%) se ven afectados parcialmente por la mutacién
E911A, como PCAF, COL4A2, ... No llegan al 22% los genes afectados parcialmente en las
lineas DBD o ERID, como el gen relacionado con metastasis PLAUR o con metabolismo como

HSD11b2, respectivamente.

4.- Genes no inducidos respecto al WT
La mayoria de los genes estudiados en las lineas deficientes afectados por las mutaciones en
los dominios del hPRg implicados con la unién a PREs (DBD) o con activaciéon de sefiales
extranucleares (ERID), se engloban en esta categoria. Aproximadamente el 63% de los genes
estudiados dejan de inducirse en las lineas ERID y DBD. Sélo un 18% se afectan totalmente
por la mutacién E911A de AF2, como AKAP13, BIRC3, FOS, ...

5.- Genes con valores de induccién negativa respecto al WT

De nuevo, solo el mutante hPRg-DBD ve alterado tan drasticamente su modo de accién, para
pasar a mostrar una regulacion negativa en tres genes que eran inducidos positivamente en la
linea WT. Observamos este comportamiento en genes de ciclo celular como CCND1, de

crecimiento como GRB14, y de regulacion transcripcional como SAP30.

En resumen, tanto la delecion ERID-I que afecta la activacion de la cascada mitdgenica
como la mutacion en el DBD que perturba el dominio de unién del hPR al DNA, afectaron
drasticamente el mayor nimero de genes. Indicandonos que ambos modos de accion del hPR
engloban el 80% de la regulacion celular en respuesta a un estimulo hormonal como la

progesterona.



T3

DBD ERID

MAYOR SIMILAR MENOR SIN : MAYOR SIMILAR MENOR SIN
WT INDUCCION REFRESION WT INDUCCION

AYTL2 BIRC3 AKAP13
GAS6 COL4A2 AYTL2
CDKN1A CXCL12 CCND1
HSD11B2 HSD11B2 CHES1
MMTV DNAH1
PLAUR GAS6
QSCN6 GRB14
STAT5a MAP3K3
MUCL2
PCAF
PIK3CB
SAP30
S0S1
TGFa
THBS1
CDC14B
CDKN1A
HSD17B2
ING1
KPNA3
NEO1
RASL10B
VEGF

REPRESION

AF2

SIMILAR  MENOR SIN
WT INDUCCION

HSD11B2 AYTL2 AKAP13
MUCL2 CCND1 BIRC3
CDKN1A COL4A2 FOS
CXCR4 CXCL12 GRB14
KPNA3 CHES1 SOS1
DNAH1 CDC14B
GAS6 RASL10B
MAP3K3
MMTV
PCAF
PIK3CB
PLAUR
QSCN6
SAP30
STATS5a
TGFa
THBS1
CDKL1
HSD17B2
ING1
NEO1
VEGF

REPRESION

Tabla T3. Tablas de agrupacién de genes segun su comportamiento en las lineas celulares variantes en relacion a
la linea salvaje. Las categorias son Represidn, Sin Induccién, Menor, Similar y Mayor.
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CINETICAS DE TIEMPO PARA CENES CANDIDATO

R.5.1 - ANALISIS DE INDUCCION DE GENES

Una vez hemos definido un conjunto de genes cuya regulaciéon tras 6 horas de
tratamiento hormonal se ve alterada segun la linea celular mutante, seleccionaremos 14 de ellos
como representacion de los diferentes comportamientos observados con objeto de conocer las
cinéticas de activacion de cada gen. Llevaremos a cabo un ensayo de RT-PCR en tiempo real en
cinco puntos diferentes del tiempo (0 - 1 - 2 - 6 - 10 horas), con los genes seleccionados
(AKAP13, BIRC3, CCND1, GRB14, HSD11b2, MMTV, PCAF, p21, SAP30, STAT5a, TGFa y
THBS1) de respuesta tardia (tras 6h) mas tres genes (MYC, JUN y DUSP1) conocidos por su

respuesta temprana (tras 1h) a R5020.

Las cinéticas de tiempo obtenidas mostraban patrones de induccion particulares a cada
gen, asi como las diferentes mutaciones realizadas en el receptor de progesterona de las lineas
celulares (AF2 — ERID — DBD) afectaban de diferentes maneras a la expresion de los genes [Fig.
R12-A/B]. Si nos fijamos sélo en el valor obtenido a 6 horas de induccién para cada gen en las
diferentes lineas celulares, obtendriamos datos muy similares a los que previamente habiamos

obtenido mediante el microarray y su posterior comprobacién por RT-PCR.

Observando las cinéticas de respuesta a hormona para cada gen, y de las distintas
lineas celulares con hPRg variantes, vemos que casi cada gen tiene un comportamiento
particular en el momento de maxima acumulacion de trascrito y afectacion por los distintos
mutantes de hPRs. Aun asi, hemos intentado sacar conclusiones generales y hemos agrupado
los distintos genes segun distintos criterios.

Analizando las curvas de tiempo obtenidas, observamos como la tercera parte de los
genes muestran una induccion progresiva y constantemente incrementada a lo largo del tiempo,
GAS6, GRB14, HSD11b2, MMTV, p21 o STAT5a. De modo diferente, encontramos que el resto
de genes tenian un claro punto de induccion maxima, marcandose un pico a 1 hora para los
genes de induccion temprana como JUN, MYC y DUSP1, o a 6h para los de induccion méas
tardia como CCND1, PCAF, SAP30, THBS1, AKAP13 y TGFa [Tabla T4]. Ademas encontramos
que FOS y BIRC3 tenian picos de expresion tanto a 1h como a 6h. Por otro lado, comprobamos

como los genes TGFa, FOS y DUSP1 en la linea celular DBD mostraban curvas de expresion



muy por encima de la WT, como ya se menciono con los resultados previos del microarray y de
RT-PCR.
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FIGURA 12. Analisis Cinético Para Genes Candidato. (A) Perfiles de expresion para 17 genes diana a lo largo del
tiempo. Las células salvaje WT y mutantes AF2, DBD fueron cultivadas durante 48 horas con medio blanco con
suero charcolizado, 24 horas sin suero, y durante 12-6-10 horas con R5020 10nM. EI mRNA total fue recogido, para
analizar la expresion de mRNA de los genes elegidos por RT y PCR en tiempo real usando primers especificos.
Como control usamos oligos especificos para el cDNA de GAPDH.
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FIGURA 12. Analisis Cinético Para Genes Candidato. (B) Perfiles de expresion para 17 genes diana a lo largo del
tiempo. Las células salvaje WT y mutante ERID fueron cultivadas durante 48 horas con medio blanco con suero
charcolizado, 24 horas sin suero, y durante 12-6-10 horas con R5020 10nM. EI mRNA total fue recogido, para
analizar la expresion de mRNA de los genes elegidos por RT y PCR en tiempo real usando primers especificos.
Como control usamos oligos especificos para el cDNA de GAPDH.




T4 TIPO DE INDUCCION

PUNTUAL
TEMPRANA  TARDIA PROGRESIVA
1h 6h
JUN AKAP13 CDKN1A
MYC CCND1 GRB14
DUSP1* GAB HSD11B2
FOS* PCAF MMTV
SAP30 STAT5a
TGFa* THBS'
BIRC3 BIRC3

* Sobreexpresados con DBDru

Tabla T4. Tabla resumen de los tipos de perfil de expresion encontrados en las lineas variantes en respuesta a
diferentes tiempos de progesterona.

En resumen, al analizar todos los datos obtenidos de expresién génica en respuesta a
R5020 de las diferentes lineas celulares mutadas en dominios de relevancia funcional del PR
mediando unién al DNA (DBD), activacién de la ruta ER/c-Src/Erk (ERID) o reclutamiento de
coactivadores (AF2), estamos en disposicion de poder definir no sélo un conjunto de genes
inducidos por progesterona en células de cancer de mama, sino también clasificarlos segun la

ruta a través de la cual el PR podria ejercer su funcién [Tabla T5].

La mayoria de los genes analizados (2/3 partes) serian aquellos cuya induccidn necesita
de tres factores como son la unién de PR a las secuencias promotoras especificas (PREs), de la
activacion de la ruta de las MAPKSs y del reclutamiento de coactivadores, apoyando el modelo de
activacion del promotor de MMTV ampliamente estudiado en nuestro laboratorio (Vicent, 2006).
Sélo 6 genes (BIRC3, CXCR4, JUN, FOS, DUSP1 y MYC) serian inducidos, sin mediacién de
sefializacion, e incluso los oncogenes FOS / MYC vy la fofatasa DUSP1 ni siquiera necesitarian
de la unién directa del PR sobre el promotor, apoyando la teoria de activaciones génicas
indirectas a través de proteinas mediadoras como AP1 o SP1 y sus sitios especificos de
reconocimiento en los promotores diana. En otros pocos genes, como el factor de crecimiento
(TGFa) o el factor mitogénico (GAS6) tampoco se necesitaria union directa al promotor, aunque

si la cascada ER/c-Src/Erk, definiéndolos como de induccién no genémica.

En relacion con el papel del reclutamiento de coactivadores en la regulacion de genes,
vemos como en la linea celular AF2 el 80% de los genes estudiados reduce parcial o totalmente
su expresion, y solo los oncogenes FOS, MYC, JUN o CXCR4, KPNA3 y HSD11b2 mantienen
intacta su expresién. Revelandonos el papel mas que fundamental de los coactivadores en la
activacion de genes diana en respuesta a progestagenos.
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T5 AFECTADOS POR DBD

Sl NO

AKAP13 COL4A2 CDC14B | CDKN1A
CCND1p CXCL12 HSD17b2| GAS6 QSCN6
GRB14p CHES1 ING1 HSD11b2
e MMTV DNAH1 KPNA3 | TGFo
oz s PCAF MAP3K3  NEO1
LU R SAP30 MUCL2 RASL10B
g STAT5a PI3K3CB  VEGF
o THBS1 PLAUR
(7p]
8 BIRC3 CXCR4 | DUSP1
< CDKL1 FOS
- JUN
O = MYC
™ =
<<
DBD (1) Sobrexpresion (2) Represion
AF2 NO Parcialmente Sl

AZUL - Genes Estudiados en Cinéticas de Tiempo

ROJO - Genes Verificados por Realtime-PCR
NEGRO - Genes Detectados en el Microarray

Tabla T5. Tabla resumen de los dominios implicados en la induccién de cada gen estudiado en Microarrys, RT-PCR
y PCR en tiempo real. La agrupacion tiene en cuenta si el gen candidato se encontré mostrando una expresién
reducida en relacién a la linea WT al tiempo de maxima expresion por progesterona.

Adicionalmente, una tesis paralela en nuestro laboratorio (Tesis Subtil-Rodriguez, 2007)
ha estudiado la regulacién por progesterona del gen HSD11b2. Los resultados de Subtil-
Rodriguez, indican la importancia del reclutamiento de Stat5a en la region distal del promotor, y
de ruta citoplasmatica JAK/STAT en la regulacion transcripcional de este gen. Las cinéticas
temporales de este gen para la mutacién hPRg-DBD indicaban que este dominio de unién directa
a DNA no era esencial para la regulacion transcripcional, y que la deleccidn del dominio ERID del
hPRg afectaba totalmente a la induccién. También, habiamos observado que el uso del inhibidor
ICl (antagonista de ERa) afectaba parcialmente la activacion transcripcional, indicando la
posibilidad de que la delecciéon ERID hubiera provocado algun defecto estructural del hPRg y asi

de sus funciones.



ANALISIS DF LA INDUCCION DF CENFS PROMOVIDA DOR
SENALIZACION MOLEFCULAR Y/0O A TRAVES DFE UNION AL DNA

R.6.1 - INHIBIDORES DE LA ACTIVACION DE LA ViA ERK ELIMINAN LA INDUCCION POR
PROGESTINA DE GENES DIANA

Sabemos que el tratamiento con R5020 de la linea WT aumenta la trascripcion del
promotor MMTV integrado en la cromatina, como vimos a nivel de trascrito [Fig. R7-B] o a nivel
de proteina luciferasa [Fig. R7-A]. Cuando a las células WT se les afiade 1h antes del
tratamiento hormonal el inhibidor PD (de Erk), se observa una reduccion (~60%) de la
trascripcién hormonal inducida, alcanzandose niveles semejantes al méximo alcanzado con los
mismos experimentos en la linea celular ERID (cuyo PR es inactivo para inducir la ruta ER/c-
Src/Erk). Observamos un comportamiento inhibitorio similar para el gen MMTV al tratar las
células con el antagonista para el receptor de estrégenos ICI (Vicent, 2006). Del mismo modo,
hemos comprobado como la mutacién ERID, afecta la induccién transcripcional no sélo del
MMTV sino también de multiples genes diana para progesterona. Afirmandose asi como la
activacion de la ruta Erk, mayoritariamente via interaccion de PR con ER, se requiere para la

induccion hormonal del MMTV y otros genes diana.

De este modo, para definir en mas detalle cual es el papel de la cascada de sefializacién
utilizamos inhibidores quimicos como PD (bloquea ERK), ICI (antagonista de ER) o PP2
(bloquea a nivel ¢c-Src) y medimos la cantidad de trascrito tras el tratamiento hormonal. Para ello,
tratamos independientemente las lineas celulares WT y DBD con el conjunto de inhibidores,
previamente al tratamiento con progestina de 2 y 6 horas, para medir la acumulacion de trascrito
de los 17 genes diana elegidos AKAP13, BIRC3, CCND1, DUSP1, GRB14, HSD11b2, JUN,
MMTV, MYC, PCAF, p21, SAP30, STAT5a, TGFa. y THBS1. Al usar la linea celular DBD
buscamos no solo determinar la relevancia de la sefializacion para la induccion de genes sin
necesidad de union directa a sus PREs, sino también saber si los genes FOS, DUSP1 y TGFa
que mostraban cinéticas de sobrexpresion [Fig. R12-A] han adquirido esta regulacion
incrementada a través de la cascada mitogénica via ERK inicidndose corriente arriba en los

complejos hPRs/ERaovc-Src o bien sin intervencion de ER por la interaccion directa PR/c-Src.

Obtuvimos multiples gréficos de inducciones, normalizados frente a GAPDH, que
muestran el papel del receptor de estrogenos (ER), de la kinasa Erk o de la proteina de
membrana Src en la mediacion de efectos génicos inducidos por progestina. La figura [Fig. R13-
A] resume los datos obtenidos en los diferentes ensayos para medir la cantidad de trascrito, bien
usando las lineas celulares mutantes ERID y DBD o mediante el uso de inhibidores quimicos.
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Reflejando si la mutacion afecta a la induccion del gen diana y en que medida cada inhibidor
reduce la cantidad de trascrito inducido en cada linea celular. Observamos como las inhibiciones
obtenidas con PD, ICl o PP2 rara vez sobrepasan porcentajes de inhibicién superiores al 50% de

expresion, excepto para el gen MMTV.
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FIGURA 13. Analisis De La Induccion De Genes Usando Inhibidores De Las Rutas De Sefializacion. (A) Las
células WT y DBD fueron cultivadas 48 horas en medio blanco minimo, 24 horas sin suero antes de incubarlas
durante 2-6 horas con R5020. Cuando se indica, ICI182.780 es afiadido simultdneamente y PD o PP2 1 hora antes
de la induccién hormonal. EI RNA total es recogido, y el cDNA preparado para usarlo como muestra para la PCR en
tiempo real usando primer especificos para cada gen estudiado. Cada valor fue corregido por el gen human Actina y
expresado como de induccién relativa en la abundancia de RNA sobre el tiempo cero. Los valores representan la
media y desviacion estandar de dos experimentos llevados a cabo por duplicado

Cuando algin gen muestra una induccién disminuida como consecuencia del uso de
algunof/s de los inhibidores, este gen también ve comprometida total o parcialmente su expresion
en la linea ERID en genes como CCND1, GAS6, HSD11b2, MMTV, STAT5a o TGFa. Por



ejemplo, la baja expresion del ligando para el receptor de la tyrosin kinasa (GAS6) en la linea
celular ERID como respuesta a progestina, va en consonancia con la inhibicién de en un 40% en
la cantidad de trascrito recogido en la linea WT tras 6h de tratamiento hormonal cuando los

inhibidores estan presentes [Tabla T6-T7].

Por otro lado genes como AKAP13, BIRC3, FOS, JUN, MYC y CDKN1A en la linea WT
no ven afectada su induccion en presencia de los inhibidores, implicando que no necesitan la via
ER/c-Src/Erk y quedando en consonancia con el dato de que la mutacion ERID-I no afectaba su
respuesta hormonal. En el mismo sentido en la linea DBD los genes JUN, MYC y CDKN1A no
ven afectada su expresion inducida hormonalmente en presencia de los inhibidores. En cambio
la linea celular DBD si ve comprometida la induccion de FOS cuando ICI o PP2 son afadidos,
sefialando a ER y ¢-Src como implicados en su activacion. Indicando que al bloquear la via de
union directa al DNA (DBD), el PR mutado induce este gen a través de una via de sefializacion

no usada por el WT.

Por otro lado, observamos como los genes GAS6, DUSP1 y TGFa inducidos en la linea
DBD se ven afectados por el uso de los inhibidores ICl (de ERa) y PP2(de Src), pero no por PD (
de Erk). Este resultado indica que la regulacién de estos genes por hPRg-DBD no necesitaria de
la participacion de Erk, habiendo eliminado esta dependencia que si mostraba el hPRg salvaje

para activar estos genes.

También observamos como mientras la cascada ER/c-Src/Erk es clave en la induccion
de HSD11b2 para un hPRg salvaje en la linea WT, el mutante DBD adquiere inmunidad a los

inhibidores manteniendo la induccion de este gen.

Como vemos, no todos los genes donde hemos determinado que la sefializacién es
clave mediante estudios con el mutante ERID ven bloqueada su expresion exclusivamente
cuando usamos ICl (antagonista del E2) como vemos en GRB14 o PCAF. Otros aunque
afectados por ERID permanecen invariables al uso de ICI pero no a PP2 (bloquea c-Src), como
CDKN1A. Si como se ha definido en la literatura existen dos modos en que podrian iniciar los
efectos no genémicos de la progesterona, uno por la formacién del complejo triple hPRs/ERou/c-
Src (Ballaré, 2003) y otro directo con PR/c-Src (Boonyaratanakornkit, 2001), nuestros resultados

confirmarian su existencia y determinarian genes inducidos a través de una u otra via.

En resumen, los resultados muestran una alta correlacion entre los datos obtenidos

mediante la linea mutante ERID y el uso de inhibidores, y nos permitirian sefialar que genes
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como CCND1 o MMTV necesitarian la participacion del receptor de estrogenos para iniciar la
cascada, mientras GRB14 o PCAF no. También veriamos que genes tales como MYC o BIRC3

no necesitarian de los efectos de la cascada MAPK [Tabla T6].

AFECTADOS POR LOS INHIBIDORES

T6 ICI PD PP2 ICI PD ] DBD
(ERa) (ERK) (SRC) (ERa) (ERK)
AKAP13
CCND1
GAS6 GAS6 GAS6

E GRB14 >

(=] HSD11b2 HSD11b2 L

o MMTV o

» o B

o PCAF =

Q SAP30 3

P STAT5a o

Q TGFa TGFa 3

< THBST 2

Ty CDKN1A CDKN1A L

o BIRC3 5

< DUSP1 DUSP1 DUSP1 ]

= FOS FOS FOS 3
JUN JUN
T7 MYC MYC

AFECTADO POR

GENES  roep  DBD

AKAP13 X N
BIRC3 X N * *
CCNDA1 Y v 23% 6h 24% 6h 32% 6h
DUSP1 X X(T) * 48%2h * 22% 2h 51% 2h 35% 2h
FOS X X(T) * 32%2h 75% 2h
GAS6 < X 25% 6h 22% 6h 32% 6h 20% 6h * 22% 6h *
GRB14 v N * 27%6h*  33%6h*
HSD11B2 Y N 33% 6h 39% 6h 43% 6h
JUN X X
MMTV v v 63% 6h 71% 6h 68% 6h
MYC X X * *
PCAF v v * 24% 6h 55% 6h
CDKN1A v X - - - * *
SAP30 v v * * *
STAT5a v N 50% 6h 30% 6h
TGFa v X(T) 37% 6h 49% 6h * 50% 6h 62% 6h *
THBS1 v v * 49% 6h *

INHIBICION ( > 20%)

PP2

ICI

DBD

PD

* Basal Bajo en TO, respecto WT
* Basal Alto en T0, respecto al WT

Tabla T6. Tabla resumen de las reducciones en la expresion de RNA en presencia de ciertos inhibidores en las
lineas variantes en respuesta a progesterona y su relacién con el dominio del hPRs ERID.

Tabla T7. Tabla resumen de los dominios implicados en la induccién de cada gen estudiado en Microarrys, RT-PCR
y PCR en tiempo real. La agrupacion tiene en cuenta si el gen candidato se encontré mostrando una expresién
reducida en relacién a la linea WT al tiempo de maxima expresién por progesterona.

CONSTRUCCION DE LINFAS CELULARES EXPRESANDO NUEVAS
FORMAS MUTADAS DEL RECEPTOR DE PROCESTERONA

R.7.1 - MUTANTES ADICIONALES DE INTERACCION CON hER,



Como fue ampliamente demostrado (Ballaré, 2003) la progesterona puede activar la ruta
de transduccion de sefales Src/p21Ras/Erk en células humanas de cancer de mama a través de
la interaccion de su receptor nuclear con hERa y este con c-Src, descubriéndose asi un
entrecruzamiento funcional crucial entre hormonas ovaricas. Experimentos posteriores
identificaron el dominio de hPRg responsable para la asociaciéon con hER, llaméandolo ERID-I
(REF Ceci). Recientemente esta identificacion ha sido més precisa, determinando in vitro los
residuos responsables de esta interaccion (Thomas, Tesis 2007) mediante experimentos de

doble hibrido en levaduras.

A semejanza del mutante de deleccion hPR-ERID,, donde bloqueamos la ruta
citoplasmatica ER/Src/Erk inducida por progesterona, pero con la ventaja de ser mutaciones en
residuos puntuales, establecimos dos nuevos mutantes. Mediante mutagénesis dirigida se
crearon dos construcciones virales diferentes, con el mismo proposito anterior de evitar la
interaccion hPRg-hER, al mutar dos grupos de residuos previamente identificados como
defectivos en su interaccion mediante los ensayos de doble hibrido en levaduras. Mutamos a
Alaninas los residuos R343A-S344A-S345A (TH4 mu) y S337A-F339A (TH42mu) [Fig. R14-A]..

FUNCION AFECTADA
A ERID| ERIDII
N —_— —_— c
WRyWT) " mar P A | AF1 H] LBD/AF2 o
1 165 456 933
AF2
ERID | ERID 1| ESIIA
N —_— — i C
hPREIIA(AF) " map | ars | AF1 pBD | H | wBo/AR2 [ RECLUTAMIENTO DE
1 165 456 933 COACTIVADORES
ERID | I
ERID I ERID I )
c INTERACCION CON ERat
hPRZAERID | (ERID) LBD | AF2 (RUTA DE ACTIVACION ERK)
N R343A-S344A-S345A ERIDII c
hPRERID | (TH41 )
SERDITHAT) S ™ ap = Aes ¥ AFt H] LBDIAF2 INTERACCION CON ERa:
1 165 456 933
N S337A-F339A  ERDII c
hPREERIDI(THAZ) " mar = am | AF1 H] LBD/AF2 INTERACCION CON ERat
1 165 456 933
ERID 1 &I I: Estrogen Receptor Interacting Domains [Ballaré et al. Mol Cell Biol 23:1994-2008. 2003] [ ERox: Estrogen Receptor — HRE: Hormone Response Element ]

FIGURA 14. Mutantes Puntuales De La Region ERID-I. (A) Representaciéon esquematica de las construcciones
recombinantes del hPRs. AF, activation function; ERID, ER interaction domain; DBD, DNA binding domain; H, hinge
region; IF, inhibitory function; LBD, ligand binding domain; TAP, tandem affinity purification peptide.

Siguiendo el mismo protocolo que para demas lineas celulares generadas, infectamos
celulas TYML25 a diferente carga viral portando las dos nuevas variantes. Para comprobar que
las lineas establecidas seleccionadas por FACS a niveles de 6-10% de GFP, expresaban la
version mutada del hPRg en la mima proporcion que la WT, comparamos los niveles de trascrito.
Observamos como las dos nuevas lineas TYML25.R343A-S344A [TH41] y TYML25.S337A-
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F339A [TH42] mostraban un nivel de expresion de la construccion hPRg ligeramente mayor que
la linea WT [Fig. R14-B].

Si analizamos la competencia transcripcional de los mutantes puntuales en el dominio
ERID en respuesta a progestina, mediante la induccién del gen reportador MMTVLuc, podremos
saber si los nuevos mutantes tienen comprometido este efecto in vivo. Encontramos que ninguno
de las nuevas lineas mutantes (TH41 o TH42) vio comprometida su actividad transcripcional para
MMTV, mostrando unas 50 veces de induccion comparables a las 48 observadas con el WT [Fig.
R14-C]. En cambio, como ya sabiamos, la linea ERID si mostrd una reduccién clara de su
capacidad transcripcional con sélo 11 veces de incremento en la actividad luciferasa en

respuesta a progestina.
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FIGURA 14. Mutantes Puntuales De La Region ERID-I. (B) Niveles de expresién de mRNA para hPRs. Las células
TYML25 expresando hPRs o las formas mutadas, fueron recogidas para la extraccion del RNA total. Analizamos la
expresion del mRNA de hPRs (para comparar niveles) por RT y PCR en tiempo real con oligos especificos. Los
oligos especificos para el cDNA de GAPDH son usados como control. (C) Transactivacion del gen reportero
MMTVLuc por progestina en células estables WT, TH41, TH42, y ERID (de TYML25). Tras 48 horas en un medio sin
suero afiadimos R5020 10nM. Medimos la actividad luciferasa en extractos celulares 24 horas después de la
cuantificacion proteica para normalizar. Mostramos las veces de induccién de células tratadas con R5020 respecto
etanol, como media de dos experimentos.

En relacién a la induccion de rutas de sefializacion que conduce a un incremento de la
proliferacion celular inducida por progestina, medimos la habilidad proliferativa en un ensayo de
tincion con ioduro de propidio. Tras una induccion a diferentes tiempos de 14-24-36-48h con
progestina (10nM), con una sincronizacién previa por deprivacion de suero de 48 horas, las
lineas TH41 y TH42 mostraron el mismo pico de induccion de células en fase S tras 14h con
progestina [Fig. R14-D]. Este resultado indicaba que las mutaciones puntuales del dominio ERID-
| no eliminaban la capacidad del hPRg de mediar proliferacion, cosa que si conseguia el mutante
de deleccién ERID-I. Este ensayo era indicativo de que estas mutaciones no afectaban a la

capacidad del PR de inducir efectos no-genémicos.
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FIGURA 14. Mutantes Puntuales De La Region ERID-l. (D) Efectos de los mutantes de hPRs en la proliferacion
celular inducida por progesterona en células estables de cancer de mama. Las células son crecidas 24 horas en
medio libre de suero, seguidas por incubaciones de 14-24-48-72 horas con R5020 10nM o etanol. La distribucion de
las células en las diferentes fases del ciclo celular se evaltia por FACS de células tefiidas con ioduro de propidio. El
gréfico muestra el porcentaje de células en fase S, como media de dos muestras independientes llevadas en
paralelo.

Finalmente, con objeto de saber si las nuevas mutaciones puntuales de la region ERID-|
afectaban la activacion por hormona de genes identificados como afectados por el mutante de
deleccion hPR-ERID, recogimos muestras de ARN de las lineas celulares tras 1-2-6-10h horas
de induccién hormonal. Usando oligos especificos para 12 genes regulados por la linea ERID,
medimos por RT-PCR en tiempo real las cinéticas de tiempo de las lineas TH41 y TH42 para
estos genes. Los genes FOS, JUN, MYC y p21 no afectados por la linea ERID tampoco lo
estaban en ninguno de los nuevos mutantes. Aquellos genes afectados parcialmente en ERID,
como HSD11b2, MMTV o STAT5a mostraron exactamente la misma cinética que la linea WT. El
resto de genes elegidos por mostrarse inactivos tras induccién hormonal en la linea ERID, como
AKAP13, CCND1, PCAF, SAP30 o TGFa. no se vieron afectados por las mutaciones de las
lineas TH41 y TH42 [Fig. R14-E]. De modo que ninguno de los genes testeados revelo un
comportamiento andémalo o deficiente en cuanto a su induccion por progesterona, en

comparacion con la linea portadora del hPRg salvaje.
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FIGURA 14. Mutantes Puntuales De La Region ERID-I. (E) Perfiles de expresién para 17 genes diana a lo largo
del tiempo. Las células salvaje WT y mutantes TH41, TH42 fueron cultivadas durante 48 horas con medio blanco
con suero charcolizado, 24 horas sin suero, y durante 12-6-10 horas con R5020 10nM. EIl mRNA total fue recogido,
para analizar su expresion en los genes elegidos por RT y PCR en tiempo real usando primers especificos. Como
control usamos oligos especificos para el cDNA de GAPDH.

En definitiva, ninguno de los ensayos llevados a cabo demostré que las lineas celulares
TH41 o TH42 vieran comprometida su funcidn transcripcional como habriamos esperado tras los
resultados de los ensayos in Vitro, donde estos mutantes fueron seleccionados por no

interacciona con hERa.

R.7.2 - MUTANTES DE DIMERIZACION
La ruta clasica de trascripcidn de genes inducida por progesterona empieza con la unién
de la hormona a PR, provocando un cambio conformacional en este que promueve su

disociacién de un precomplejo con multiples chaperonas, su dimerizacion y la unidén a



secuencias especificas (PREs) dentro del promotor de ciertos genes diana. EI dominio de unién
a DNA (DBD) del PR que estructuralmente consiste en dos atomos de Zinc tetrahedricamente
coordinados por residuos conservados de cisterna, tiene un papel clave en las Ultimas fases del
proceso regulador mediante sus cajas D (de dimerizacion) y P (por union a PREs). El
homodimero PR-DBD se forma por varias interacciones directas entre residuos o mediadas por
moléculas de agua. Las cajas de dimerizacion D (Aa 604-608) de ambos PR interaccionan entre
Arg606-Asp608 y Ala604-1le610 (Roemer, 2006).

Con objeto de analizar el papel de la dimerizacion en la regulacién génica por
progesterona, construimos dos mutantes defectivos para el proceso de dimerizacion. Mediante
mutagénesis dirigida sobre el vector retroviral hPR-WT cambiamos los residuos de la caja D [Fig.
R15-A] implicados en la interaccion directa PR-PR, A604T y R606W [Fig. R15-B],.
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FIGURA 15. Mutantes Puntuales De La Caja D (Dimerizacion) En El Dominio De Union A DNA (DBD). (A)
Representacion esquematica de las construcciones recombinantes del hPRe. AF, activation function; ERID, ER
interaction domain; DBD, DNA binding domain; H, hinge region; IF, inhibitory function; LBD, ligand binding domain;
TAP, tandem affinity purification peptide.
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FIGURA 15. Mutantes Puntuales De La Caja D (Dimerizacion) En EI Dominio De Union A DNA (DBD). (B)
Diagrama tridimensional de la estructura del dominio de unién a DNA (DBD) interaccionando con el DNA. Diagrama
superior. Estructura modelada con SwissPDB Viewer. Diagrama inferior. Representacion de la regién de los dedos
de Zinc donde se situan las cajas P y D del dominio de unién a DNA (DBD) en el PRe.

Para posteriormente producir particulas virales conteniendo las dos nuevas
construcciones e infectar la linea TYML25. Tras la separacion de las células GFP positivas
mediante FACS, analizamos los niveles de expresion de trascrito de las lineas TYML25.A604T
[D4] y TYML25.R606W [M6]. Observamos como las dos nuevas lineas D4 y M6 reflejaban unos

niveles ligeramente incrementados respecto a la linea WT [Fig. R15-C].

Cuando analizamos la actividad transcripcional del promotor integrado MMTV para las
nuevas lineas variantes en respuesta a progestina, comprobamos como ambas eran incapaces
de promover la activacion del MMTV en respuesta a R5020, confirmando la importancia de la
dimerizacion en la respuesta a hormona de este promotor [Fig. R15-D]. Aunque todas las lineas
celulares testadas en el ensayo afectaban la induccion del gen luciferasa, a diferencia de D4 o
DBD con 3 veces de induccion, la linea M6 aun conservaba una ligera induccion de 13 veces.
Resultados similares entre la linea D4 y DBD, indicarian que tanto dimerizacion como union al

DNA son necesarias para la transactivacion de MMTV.
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FIGURA 15. Mutantes Puntuales De La Caja D (Dimerizacion) En El Dominio De Union A DNA (DBD). (C)
Niveles de expresion de mRNA para hPRs. Las células TYML25 expresando hPRs o las formas mutadas, fueron
recogidas para la extraccion del RNA total. Analizamos la expresion del mMRNA de hPRg (para comparar niveles) por
RT y PCR en tiempo real con oligos especificos. Los oligos especificos para el cDNA de GAPDH son usados como
control. (D) Transactivacién del gen reportero MMTVLuc por progestina en células estables WT, D4, M6 y DBD (de
TYML25). Tras 48 horas en un medio sin suero afiadimos R5020 10nM. Medimos la actividad luciferasa en extractos
celulares 24 horas después de la cuantificacion proteica para normalizar. Mostramos las veces de induccién de
células tratadas con R5020 respecto etanol, como media de dos experimentos.

Con el proposito de conocer como la dimerizacion afecta a la regulacion transcripcional
de otros genes diana, mediante cinéticas de tiempo a 1-2-6-10h horas tratamos con
progesterona las lineas celulares D4 y M6 en paralelo a la linea con hPRg salvaje. Usando oligos
especificos para 17 genes regulados por progesterona, medimos por RT-PCR en tiempo real el
trascrito de estos genes en D4 y M6, mostrando patrones de regulacion diferentes segun el gen y
el mutante analizado. Un 50% de los genes analizados mostré el mismo comportamiento para
ambos mutantes, bien por una induccién inalterada (DUSP1, FOS, GRB14 o0 MYC) o por eliminar
parcial o completamente la expresion del gen (GAS6, MMTV, p21 o SAP30). Del resto de genes,
4 (AKAP13, HSD11b2, JUN o STAT5a) vieron comprometida su expresion en la linea M6 y otros
5 genes (BIRC3, CCND1, PCAF, TGFo. o THBS1) en D4 [Fig. R15-E]. En mayor detalle,
comentar que para el mutante D4 la cinética de activacion transcripcional del oncogen JUN esta
retrasada (a 2h) en relacién al WT o M6 y de induccién es mayor. El gen implicado en la
inhibicién de apoptosis BIRC3 se ve afectado parcialmente al igual que el gen de arresto celular
GAS6. Curiosamente, el gen THBS1 no muestra un pico de expresiéon a 6 horas aunque
mantiene un crecimiento gradual de su expresion alcanzando a 10h los niveles mostrados en el
WT. Para el caso del mutante M6, vemos una nula respuesta del gen GAS6 inducida por
hormona, y como BIRC3 se ve afectado parcialmente en cuanto a sus niveles de expresion
aunque mantiene los dos picos maximos a 1y 6h. Ademas, notamos como el oncogen FOS y el
factor de crecimiento TGFow mostraban unos niveles de expresién mayores a los del WT.

Comportamiento, que ya habiamos visto con la linea celular DBD en estos mismos genes.
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FIGURA 15. Mutantes Puntuales De La Caja D (Dimerizacion) En El Dominio De Uniéon A DNA (DBD). (E)
Perfiles de expresion para 17 genes diana a lo largo del tiempo. Las células salvaje WT y mutantes M4, D6 fueron
cultivadas durante 48 horas con medio blanco con suero charcolizado, 24 horas sin suero, y durante 12-6-10 horas
con R5020 10nM. El mRNA total fue recogido, para analizar su expresion en los genes elegidos por RT y PCR en
tiempo real usando primers especificos. Como control usamos oligos especificos para el cDNA de GAPDH.

Agrupando los genes segun el tipo de regulacion transcripcional que han mostrado en

cada uno de los mutantes de dimerizacion generados respecto al WT, tendriamos 3/5 de los



genes en el mismo grupo para ambos mutantes y el resto en grupos diferentes. Asi genes como
JUN, FOS, MYC, DUSP1 y HSD11b2 no estén afectados por las mutaciones de dimerizacion en
ninguno de los mutantes, a diferencia de GAS6, SAP30 o p21 cuya activacion esta
comprometida al afectar la dimerizacion [Tabla T8]. Por otro lado, genes como BIRC3, GRB14,
MMTV, PCAF, STAT5a, TGFo. 0 THBS1 muestran una diferente regulacién para cada mutante.

Si comparamos las agrupaciones realizadas de D4 y M6 con el mutante DBD
previamente descrito, encontraremos un 50% de semejanza entre DBD y M6 con genes
sobreexpresados como FOS y TGFa, similares como MYC o no inducidos como AKAP13-
STATSa, y solo alcanzaremos a emparejar el 30% de los genes DBD con D4, en relacion a

similares como MYC o no inducidos como CCND1 y PCAF.

Para conocer cuantos de los genes identificados como regulados con necesidad de que
hPRg se una directamente al DNA, gracias a los datos con el mutante DBD, se afectan por los
residuos mutados de dimerizacién para hPR, agrupamos estos en funcién de ambos parametros.
La figura muestra que en todos los genes dénde el hPRg no requiere unirse directamente al
DNA, ambos mutantes de dimerizacion coinciden en la regulacion de estos genes tanto por no
afectar su expresion (CDKN1A, GAS6) como alterando negativamente (DUSP1, FOS,
HSD11b2,MYC, TGFa) [Tabla T9]. Es decir, cuando la mutacién hPRg-DBD afecta a la
expresion de genes, los mutaciones de dimerizacion coinciden en su efecto de la misma manera.
En cambio, si la activacién transcripcional del gen diana requiere la unién sobre los PREs, los
mutantes de dimerizacién coinciden en 10/17 genes estudiados, cinco por ambos mutantes a la

vez y otros cincos solo por un mutante.

Estos resultados indicarian que al menos uno de los residuos mutados de la caja D
interpreta algun otro papel en la activacion transcripcional directa sobre los promotores diana.
Aunque el mecanismo exacto no se conoce, datos de un reciente articulo que atribuyen al
residuo Arg606 de la caja D en el dominio DBD del receptor nuclear huérfano HNF4 una funcion
adicional, vendrian a confirmar nuestra teoria (Barrero, 2006). De este modo, al papel clésico en
dimerizacion, se le afiade que la metilacion de la arginina 606 por la metiltransferasa PRMT1

provoca el aumento posterior de afinidad por su sitio de unién en el DNA del promotor.

En resumen, si analizamos en conjunto todos los datos obtenidos con las cinéticas de
tiempo para mutantes ERID-DBD-D4-M6 podremos construir una tabla indicando la posible via

regulatoria de estos genes. La tabla [Tabla T9] mostraria cuatro categorias segun los genes se
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hubieran visto afectados en su induccién tras el tratamiento hormonal por las mutaciones en los
dominios del receptor de progesterona DBD (elimina la via directa a través de PREs), ERID
(elimina la interaccion con ERo y la activacion de la cascada MAPK), D4/M6 (evitan la

dimerizacion) y AF2 (evita el reclutamiento de coactivadores).

Un primer gran grupo se habrian visto afectados por los mutantes DBD y el ERID, de
modo que necesitarian la colaboracion sinérgica intacta de ambas rutas para inducirse. De ellos,
la mitad vio mermada su expresidén por alguna o las dos mutaciones que afectaban a la
dimerizacion. Genes como MMTV o SAP30 necesitarian de todos estos dominios intactos del
hPRg para ser expresados en respuesta a hormona. Un segundo grupo incluiria aquellos genes,
en donde la actividad transcripcional directa del hPRs mediante el dominio DBD es clave, pero ni
la activacion de la ruta MAPK a través de la interaccion con ERa ni las mutaciones en el
segundo Zinc Finger de la caja D de dimerizacion alteran su expresion inducida por hormona.
Serian genes como JUN o BIRC3. Un tercer grupo estaria compuesto por aquellos genes
dénde el dominio DBD del hPRg no es vital para su expresion inducida, pero si la activacion de la
via extranuclear de cascadas de kinasas Erk. Esta categoria incluiria genes regulados dénde la
caja D del hPRB ejerce alguna funcién, como CDKN1A o GASG, y aquellos donde estos residuos
no son esenciales, como HSD11b2 y TGFa. Finalmente, el Ultimo cuarto grupo vendria a
contener 3 genes (DUSP1, FOS, MYC) que para ser inducidos en respuesta a hormona no
necesitarian la mediacion de hPRg a través de ninguno de los ultimos dominios estudiados DBD,
ERID, D4 ni M6. Englobamos en estas cuatro categorias podriamos englobar a aquellos genes

afectados total o parcialmente por la mutacién del residuo 911 del AF2 del hPRg.



BETTER SIMILAR LOWER NO BETTER SIMILAR LOWER (0]

THAN / TO WT INDUCTION THAN / TO WT INDUCTION
FOS BIRC3 GRB14 AKAP13 AKAP13 BIRC3
TGFa CCND1 HSD11b2 GAS6 DUSP1 GAS6 MMTV
DUSP1 CDKN1A MMTV FOS CDKN1A PCAF
JUN SAP30 GRB14 SAP30
MYC STAT5a HSD11b2 TGFa
PCAF MYC THBS1
THBS1 STAT5a
DBD
BETTER SIMILAR LOWER NO
THAN / TO WT INDUCTION
FOS GAS6 HSD11b2 AKAP13
TGFa MYC THBS1 CCND1
CDKN1A GRB14
JUN
MMTV
PCAF
SAP30
STAT5a
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D4 (3) Parcialmente (4) Sobreexpresion

M6 (5) Parcialmente (6) Sobreexpresion

Tabla T8. Tablas de agrupacién de genes segun su comportamiento en las lineas celulares variantes en relacion a
la linea salvaje. Las categorias son Represion, sin Induccion, menor, Similar y Mayor.

Tabla T9. Tabla resumen de los dominios implicados en la induccion de cada gen estudiado en PCR en tiempo real.
La agrupacion tiene en cuenta si el gen candidato se encontré mostrando una expresion reducida en relacion a la
linea WT al tiempo de maxima expresion por progesterona.
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RECULACION TRANSCRIPCIONAL DEL GEN CCND1

R.8.1 - EXPRESION DE CCND1 Y SU RELACION CON PROLIFERACION

Diversas pruebas indican que la progestina esta involucrada en controlar tumorogenesis
de glandula mamaria tanto en pacientes como en animales experimentales. En la linea celular
humana T47D (modelo de células de cancer de mama con hER y hPR) las progestinas inducen
progresion celular a través de un ciclo de divisidn celular, seguida por arresto de crecimiento en
la fase G1 del segundo ciclo. La hormona induce la expresion de mRNA de diversos genes
reguladores de crecimiento celular, incluyendo Ciclina D1 y Ciclina E, en una manera
dependiente de la ruta MAPK. Dando un papel esencial a la actividad de Ciclina D1 para la
progresion desde la fase G1 a S (Skildum, 2005).

Para comprobar si los dominios mutados en las lineas celulares generadas afectan a la
regulacion de Ciclina D1, medimos los niveles de mRNA tras 6 horas de tratamiento con
progestina. Las lineas celulares EMPTY-WT-AF2-ERID-DBD-T47D fueron privadas de suero
durante 2 dias como método de arresto celular y entonces tratadas con 10nM de R5020. Dos
dominios mutados del hPRg provocaron una disminucion en la capacidad de regular la expresion
de Ciclina D1 tras el tratamiento hormonal. Estas lineas celulares deficientes fueron la linea
ERID, como esperabamos por su deficiencia en la induccién de ERa/Src/Erk, y
sorprendentemente, la linea celular DBD (mutada la region de union a DNA) [Fig. R16-A].
Sugiriendo que tanto la actividad transcripcional de hPRs, como la activacién de la ruta
extranuclear de MAPK son requeridas para la regulacion de Ciclina D1 en respuesta a

progestina.

Pocas son las pruebas que relacionan la via genémica clasica de reconocimiento de
PREs de ciertos promotores diana con la regulacion de Ciclina D1. Con objeto de demostrar que
estas vias directas también juegan un papel relevante en la induccion de proliferacion,
analizaremos la cinética de tiempo para la regulacién de Ciclina D1 en la lineas mutantes DBD y
ERID. Al medir los niveles de transcrito para Ciclina D1 producidos tras 1-2-6h con R5020
demostramos como la lineas variantes tienen comprometida la trascripcion, a diferencia del WT
dénde existe una clara acumulacion tras 2-6h de tratamiento [Fig. R16-B]. Indicandonos

finalmente, la importancia del modo de accion clasico del hPRg en la regulacion de Ciclina D1.
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FIGURA 16. Regulacion Transcripcional Del Gen CCND1. (A) Niveles de expresion de mRNA para Ciclina D1.
Las células estables generadas expresando hPRs o las forma mutadas, fueron recogidas para la extraccion del RNA
total. Analizamos la expresion del mRNA de Ciclina D1 por RT y PCR en tiempo real con oligos especificos. Los
oligos especificos para el cDNA de GAPDH son usados como control. (B) Perfil de expresion para el gen diana
Ciclina D1 a lo largo del tiempo. Las células salvaje WT y mutante DBD fueron cultivadas durante 48 horas con
medio blanco con suero charcolizado, 24 horas sin suero, y durante 1-2-6-10 horas con R5020 10nM. EI mRNA total
fue recogido, para analizar su expresion en los genes elegidos por RT y PCR en tiempo real usando primers
especificos. Como control usamos oligos especificos para el cDNA de GAPDH.

Con objeto de confirmar las evidencias que sefialan a las acciones no genomicas de
activacion citoplasmatica de kinasas del hPRg como claves para la progresion de G1 a S de
células de cancer de mama en respuesta a progestina, medimos los niveles de la proteina
Ciclina D1. Cuando analizamos la expresion de la proteina reguladora de ciclo celular Ciclina D1,
observamos que el WT muestra un incremento de la expresién tras 12-24 horas con R5020,
mientras la linea celular mutante ERID no mostrd ninguna acumulacion de proteina [Fig. R16-C].
Indicando que la expresion de Ciclina D1 requiere del modo de accion del hPRg perdido por el
mutante ERID, al ser incapaz de interaccionar con hERa y, consecuentemente activar la ruta de

MAPK que le llevaria a un incremento en la expresién de Ciclina D1.
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FIGURA 16. Regulacion Transcripcional Del Gen CCND1. (C) Analisis por Western Blot de la expresion de Ciclina
D1 en las formas recombinantes de hPRs WT y ERID. Hibridamos 100 ug de extracto de cada linea celular,
obtenidos dejar a las células 24 horas en medio sin suero y tratarlas 1-2-24 horas con R5020 10nM, con un
anticuerpo contra Ciclna D1.

Concluimos que cuando hPRg no puede activar kinasas falla al entrar a fase S en
respuesta a progestina, por no ser capaz de expresar y acumular niveles adecuados de Ciclina
D1, de modo que en la entrada en fase S inducida por progestina (18-24h) la activacion

ERa/Src/Erk juega un papel esencial aunque no unico.

En resumen, los efectos de inducciéon de ciclo celular promovidos por hPRg en respuesta
a progestina requieren el sinergismo de ambos modos de accidn del receptor, tanto activacién de
la via p42/p44 MAPK como de reconocimiento de PREs. Teniendo la regulacion del promotor de

Ciclina D1 un papel relevante en la mediacion de estos efectos proliferativos.

R.8.2 - EFECTOS DE LA ELIMINACION DE CCND1

Los resultados con las lineas celulares variantes nos han permitido ver una clara
correlacion entre la expresion de CCND1 vy los efectos en proliferacion. Para confirmar la
importancia clave de la expresién de Ciclina D1 en relacién directa con proliferacion celular
inducida por hormona en lineas celulares de cancer de mama, usaremos un SiRNA contra esta
proteina reguladora clave. Con este proposito, produciremos particulas virales siguiendo el
protocolo de SIGMA (Ver Material y Métodos) para infectar la linea celular WT. Una vez
infectadas las células y seleccionada la poblacién infectada gracias al marcador de resistencia a
Neomicina, analizamos la expresién de Ciclina D1 por PCR cuantitativa, y el crecimiento celular
inducido por progestina. La infeccion de WT con los diferentes SiRNAs contra CCND1, mostrd
tasas de inhibicion para la expresion del mRNA de Ciclina D1 del 52% [#3], 37% [#2] y 5% [#1]
[Fig. R17-A]. El tratamiento con R5020 indicé que sélo la linea infectada con el SIRNA#1 fue
capaz de recapitular a los niveles alcanzados por el WT sin infectar, de hecho la inhibicion basal

de CCND1 con esta construccion no alcanzo mas del 5%. Respectivamente, las construcciones



#2 y #3 tras el tratamiento hormonal mostraron valores reducidos en un 56% y 44% en relacion
al WT.

En un ensayo de tincién por ioduro de propidio como los anteriormente descritos,
observamos como la proliferacién del WT fue inhibida tras la infeccion con los SiRNAs contra
CCND1 #2 y #3, dénde se impide la induccién de ciclo celular por hormona, al notar una clara
disminucion en la induccion del numero de células en fase S desde las 2.6 veces de la linea
celular sin infectar a las 1.8 y 1.5 veces de #2 y #3 respectivamente [Fig. R17-B]. Ademas cuanto

mayor es la inhibicién del trascrito para Ciclina D1, menor es la induccion hacia fase S.
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FIGURA 17. Relacion De Ciclina D1 Con Proliferacion. (A) Determinacion de la disminucion en la expresion de
Ciclina D1 tras la infeccion con un SiRNA interferente (Sigma). Después de 48 horas el medio fue reemplazado a
medio fresco sin suero. Tras un dia en condiciones libres de suero, las células fueron incubadas con 10nM R5020
durante 6 horas y el RNA total fue preparado., generado el cDNA y usado como muestra para PCR en tiempo real
usando primers especificos de hPRs y Ciclina D1. Cada valor fue corregido por el gen actina humano y expresado
como las veces de abundancia relativa de RNA sobre el tiempo cero. Los valores representan la media y la
desviacion estandar de dos experimentos llevados a cabo por duplicado. (B) Ensayo de proliferacion para demostrar
que el SIRNA de interferencia para Ciclina D1 compromete los efectos proliferativos por induccidn hormonal. Las
células WT fueron infectadas con SiRNAs contra Ciclina D1 (Sigma) en medio MEM. Después de 48 horas el medio
fue reemplazado por fresco sin suero. Tras un dia en condiciones libres de suero, las células fueron incubadas con
10mM R5020 durante 16 horas y la capacidad proliferativa medida tras la tincién con ioduro de propidio. Los valores
representan la media del porcentaje de células en fase S y la desviacién estandar de dos experimentos llevados a
cabo por duplicado.
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En resumen, los experimentos de silenciamiento en células humanas de cancer de
mama confirmaron la correlacion entre la expresion de CCND1 y la proliferacién celular,

sefialando a CCND1 como un potencial objetivo terapéutico para tratar cdncer de mama.

R.8.3 - REGULACION DEL PROMOTOR DE CCND1

Las hormonas esteroideas inducen la expresion del mRNA de Ciclina D1
predominantemente a nivel transcripcional en células humanas de cancer de mama, aunque el
mecanismo genético involucrado para la regulacién génica de CCND1 no ha sido completamente
dilucidado, porque la regiéon promotora de este gen no contiene elementos de respuesta a
hormona (HREs). Diversas regiones del promotor de CCND1 sensibles a estrégenos han sido
mapeadas por diferentes autores, incluyendo elementos de respuesta a AMPc (CRE) y sitios Sp1
(posicidn =57), un sitio AP1 (-954), sitios ricos en GC (-110 y -143) y una regién llamada ERGE
(elemento de respuesta a estrégenos G1) con potenciales sitios de unién para AP1, YY1y Oct1
(-3000), ademas de posibles regiones potenciadoras (-2000, +500) [Fig. R18-A]. Actualmente, no
existen evidencias de cémo se lleva a cabo la regulacion de CCND1 en respuesta a

progesterona en células humanas de cancer de mama.

Gas-1 [tal Ot GAS-2

FIGURA 18. Dominios De hPRg Implicados En La Activacion Del Promotor De CCND1. (A) Representacion
esquematica de la region del promotor de Cilcina D1 con la localizacién de los sitios potenciales de unién para ERa.

Con objeto de caracterizar la regulacién de la expresién génica de CCND1 por
progesterona, analizamos el reclutamiento del receptor de progesterona al promotor endégeno
mediante inmunoprecipitacién de cromatina (ChIP). Usando un anticuerpo contra el epitopo Flag
del hPRg recombinante, analizamos el reclutamiento de este en respuesta a R5020 tas 15
minutos. Para el analisis del gen de CCND1 cubrimos una extensa region del promotor mediante
el escaneo de 5 amplicones entre -3000 y -50bp, otro centrado en +8000 en el intron 4, y el
ultimo amplicon cubriendo una secuencia a 500bp corriente abajo de la secuencia codificadora.
El analisis por ChIP de las lineas celulares WT y DBD mostré que el hPRg de la linea WT fue
reclutado tras 15 minutos de tratamiento hormonal a las regiones potenciadora 1 (ENH1) en -
2000, y a la region situada a -50bp, ambas ricas en sitios putativos de unién para Sp1 [Fig. R18-
B]. EI' hPR-DBD no fue reclutado en ninguna de las regiones analizadas.



Como control de los experimentos de ChIP para CCND1, confirmamos el reclutamiento
de hPRg en respuesta a hormona en el promotor modelo MMTV, que contiene 5 HREs. Usando
primers especificos para el Nucleosoma B del MMTV, encontramos como el hPR-WT es
reclutado normalmente en respuesta a hormona, y la mutacion de la caja P del dominio de unién
a PREs del hPR-DBD evita esta asociacion [Fig. R18-B]. Este resultado demuestra que el
tratamiento con R5020 induce la interaccion de hPRg sobre las regiones promotoras de CCND1
a -50 y -2000.

5.0 —e—WT DBD —a—WT15 —3«DBD 15’ 2,0, ®WT DBD mWT15 mDBD 15
H

4,0 -

3,0

(NUC BIACTIN)

2,0

1,0

CANTIDAD RELATIVA DE ADN 1)
PRECIPITADO (CCND1 / ACTIN)

CANTIDAD RELATIVA DE ADN PRECIPITADC

0,0
-3000 -2000 -1000 -50 8000 ’ NUCB

FIGURA 18. Dominios De hPRe Implicados En La Activacion Del Promotor De CCND1. (B) Andlisis por PCR en
tiempo real cuantitativo para experimentos de ChIP. Las células generadas WT, DBD fueron tratadas o no con
R5020 10nM durante 15 minutos, recogidas, y usadas para un experimento de ChIP con el anticuerpo contra Flag.
Los fragmentos de DNA precipitados son llevados a un analisis por PCR en tiempo real para testear la presencia de
las secuencias correspondientes al promotor MMTV, Ciclina D1 y el gen actina como control. Las veces de
enriquecimiento de la secuencia diana fue calculada en relacién a tiempo cero. Los valores representan la media y
la desviacion estandar de dos experimentos llevados a cabo por duplicado.

Adicionalmente, tratando de determinar si la activacion de cascadas de sefializacion,
como ocurre con la activacion de CCND1 por estradiol, esta involucrada en la regulacion del gen
de Ciclina D1 e incluso, para determinar si la dimerizacion juega algun papel, hicimos un nuevo
ChlP para las lineas WT-DBD-ERID-M6-D4 en el mismo tiempo de tratamiento hormonal. El
analisis mostré que el hPR-WT era reclutado a -50 y -2000bp, y como hPR-DBD tenia impedido
este reclutamiento [Fig. R18-C]. Tampoco encontramos en ninguna de las regiones promotoras
analizadas la presencia de D4mut 0 hPR-ERID, indicando la importancia de la dimerizaciéon como
sefial del cambio conformacional sufrido por el hPRg tras la union del ligando y el papel clave
que juega la activacion de la ruta de kinasas. Sorprendentemente, el hPRg-M6 de la linea celular
M6 fue detectado en la region -50bp tras los 15 minutos de R5020, pero no en la region
potenciadora 1 (Enh1) situada a -2000bp. Esto implicaba que la mutacién en M6 impide el
mecanismo regulador por el cual el hPRg ejerce su accién en el dominio potenciador, y como
manteniendo inalterado el reclutamiento sobre la regién -50bp, este mutante induce la expresion
del gen para CCND1.
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También en este caso usamos como control del ChlP, el reclutamiento de hPRg en
respuesta a hormona sobre el Nucleosoma B del promotor MMTV. Se confirmo el reclutamiento
de hPR-WT , como las mutaciones en M4m, 0 hPR-DBD evitan esta asociacidn, y como los
mutantes D6myt Y hPR-ERID afectan solo parcialmente el reclutamiento [Fig. R18-C]. Ademas,
este resultado mostré como el tratamiento con R5020 promueve el reclutamiento sobre MMTV,

correlacionandose bastante bien con los resultados de expresion de MMTV en respuesta a

hormona [Fig. R7-A] [Fig. R7-B].
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FIGURA 18. Dominios De hPRg Implicados En La Activacién Del Promotor De CCND1. (B) Analisis por PCR en
tiempo real cuantitativo para experimentos de ChIP. Las células generadas WT, DBD fueron tratadas o no con
R5020 10nM durante 15 minutos, recogidas, y usadas para un experimento de ChIP con el anticuerpo contra Flag.
Los fragmentos de DNA precipitados son llevados a un analisis por PCR en tiempo real para testear la presencia de
las secuencias correspondientes al promotor MMTV, Ciclina D1 y el gen actina como control. Las veces de
enriquecimiento de la secuencia diana fue calculada en relacion a tiempo cero. Los valores representan la media y
la desviacién estandar de dos experimentos llevados a cabo por duplicado.

En conclusion, la progesterona podria inducir la expresion del gen de Ciclina D1 en
células de cancer de mama por union directa de hPRg o a través de otros factores
transcripcionales al promotor en una regiéon situada a -50bp del inicio de transcripcion,
requiriendo la activacion de la cascada extranuclear de sefalizacion MAPK vy la
homodimerizacion previa a su accidn como factor transcripcional. Ademaés, la region
potenciadora 1 (Enh1) situada a -2000bp corriente arriba del +1, demostré tener un papel de

apoyo en la expresion inducida de Ciclina D1.
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EXPRESION DE FORMAS MUTADAS DEL RECEPTOR DE
PROGESTERONA HUMANO EN hBCC

D.1.1.- SISTEMA DE EXPRESION RETROVIRAL PARA hPR

Muchos articulos coinciden en la importancia del receptor de progesterona como un
factor transcripcional fundamental como mediador de los efectos hormonales de la progesterona
en utero y mama. Algunos de estos, destacan la importancia de la isoforma B del receptor sobre
la isoforma A, por su capacidad transcripcional directa en los llamados efectos gendmicos y
como activador de las cascadas de sefializacion en los efectos alternativos, mediando la
regulacion génica por progesterona. Unas pocas decenas de articulos, identifican regiones clave
en los dominios de la proteina para la unién de coreguladores, ligando, al DNA,.... Finalmente,
no existen mas de tres autores que hayan analizado globalmente la red génica inducida por
progesterona en células de cancer de mama y/o utero expresando la isoforma B bien
transitoriamente o de un modo inducido. Pues bien, nuestro objetivo era conseguir expresar de
forma estable la isoforma B del receptor de progesterona y otras formas mutadas en ciertos
dominios considerados funcionalmente relevantes, en lineas celulares de cancer de mama, para
determinar los modos de accion del hPRg en la regulacion de estas redes génicas inducidas por

progesterona.

Con este proposito usamos un sistema retroviral (pPRAVFlag) que nos permitia controlar
la cantidad de PR que expresariamos asi como también introducia un péptido sefial en el
extremo N-terminal de la proteina expresada de modo que facilitaba la inmunodeteccion y
purificacidn de complejos, y finalmente permitia la coexpresion independiente de una proteina

fluorescente GFP facilitando la identificacion de las células transducidas.

Los ensayos funcionales de la construccidn recombinantes transitoriamente
transfectada, mostraron que el receptor hormonal se expresaba con un tamafio de 15Kd superior
al del receptor endégeno debido a la etiqueta TAP fusionada al extremo-N de nuestro hPRg.
También comprobamos que esta etiqueta no alteraba los efectos transcripcionales normales
ejercidos sobre el promotor MMTV (ampliamente estudiado en nuestro laboratorio) en respuesta
a progestina, ni la induccién de proliferacion celular de fibroblastos o células de cancer de mama,
llegando a movilizar hasta a un 40% de las células tratadas, de modo idéntico a las células

control con un hPRg no marcado. Asimismo, como la literatura sobre proliferacion mediada por
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progesterona describe, el tratamiento con un inhibidor especifico de la ruta de las MAP kinasas
(PD980599) bloqued la proliferacion inducida por hormona de ambos hPRegs.

En resumen, podemos afirmar que marcar el hPRg con una sefial TAP no afecta

negativamente a su funcion celular mediada por progesterona.

D.1.2.- FUNCIONALIDAD DE hPRg MUTANTES

Una vez habiamos determinado que el sistema de expresion era capaz de expresar una
proteina funcional, nos preguntamos si podriamos construir hPRg deficientes en los diferentes
modos de accion celular al mutar ciertos residuos posiblemente relevantes para estos fines.
Buscamos diferenciar los dos posibles caminos de actuacién bien la activacién transcripcional
directa o la activacion de las rutas de sefializacion recientemente descritas. En nuestro
laboratorio, Ballaré (Ballaré, 2003) describi6 una regién implicada en la activacion de la ruta de la
MAPK a través de la interaccion con el receptor de estrégenos (ERID1-ERID), y Gong (Gong,
1997) un residuo implicado en el reclutamiento de coreguladores claves para mediar efectos de
activacion transcripcional (E911A-AF2). Nuestra contribucion en este punto, fue la de crear un
nuevo mutante incapaz de mediar efectos transcripcionales directos al evitar la union directa con
las secuencia especificas de reconocimiento (PRESs) localizadas en los promotores de ciertos
genes diana para la regulacion por progesterona (Caja P-DBD).

Tras clonar estos tres hPRBs mutantes en el sistema de expresion elegido, quisimos
investigar la actividad transcripcional de las variantes en respuesta a progestina sobre el
promotor MMTV en fibroblasto y en células de cancer de mama. En este ensayo confirmamos la
incapacidad de los mutantes afectados en transcripcién (AF2 y DBD) de inducir la expresion del

promotor MMTYV, y la habilidad inalterada del mutante ERID en inducir estos efectos directos.

En resumen, los mutantes utilizados creaban contextos regulatorios deficientes dénde
poder relacionar la implicacion del dominio regulador del hPRg con la regulacion génica por
progesterona, bien a través de la interaccion hPRs-ERa 0 por la capacidad transcripcional del
hPRs.



LINEAS CELULARES MUTANTES DE CANCER DE MAMA (hBBC)

D.2.1 - POBLACIONES ESTABLES DE CELULAS EXPRESANDO hPRs
Tras comprobar la viabilidad del sistema de expresion, y el potencial de los mutantes
como sensores informativos sobre los modos regulacion génica llevada a cabo por el hPRg,

planeamos estudiar todos estos efectos en un entorno estable en células de cancer de mama.

De modo que, usamos las construcciones retrovirales para conseguir células donde el
gen recombinante hPR estuviese establemente integrado a unos niveles semejantes a los
enddgenos de la linea parental T47D. Con este propdsito elegimos las células de cancer de
mama T47Dy (descritas por Horwitz como desprovistas de PRs), a las cuales les electroporamos
una copia del promotor MMTV fusionado con un gen reportero de luciferasa, previamente a la
insercion viral en su genoma de nuestras construcciones. Un punto fundamental del proceso de
integracion de las construcciones, consistié en usar cantidades virales diferentes y crecientes
para la infeccion de la célula diana, con el fin de asegurar la semejanza entre las lineas, y la

copia unica integrada en el genoma celular.

La expresion de hPRg recombinante mostrada por todas las lineas celulares fue de igual
magnitud entre las tres lineas celulares expresando formas mutadas (AF2, ERID y DBD) del
hPRg y la linea salvaje, con respecto a los niveles enddgenos de expresion de hPRg de la linea
parental T47D, como comprobamos a nivel de mRNA y proteina. En la misma medida que el
hPRg enddgeno para la linea parental, nuestros hPRg recombinantes mostraban una localizacion
eminentemente nuclear. Como era de esperar, ninguna de las mutaciones realizadas en los

dominios funcionales del hPRg afectaban a la localizacion basal de la proteina expresada.

De modo que, las lineas celulares generadas muestran tasas de expresion y una

localizacién para hPRg similar para todas ellas y con respecto a la linea parental T47D.

D.2.2.- CLONES INDIVIDUALES VERSUS POOL CELULAR

Con la premisa de evitar posibles efectos variables entre las lineas celulares
heterogéneas, causados por integraciones distintas en sitios del genoma, separamos células
individuales aprovechando el marcador fluorescente GFP expresado por nuestras células

infectadas.
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Por otro lado, también éramos conscientes de que la gran desventaja de este sistema
clonal seria la pérdida de una visién del comportamiento promedio que te ofrece una poblacion
heterogénea, y que elegir células individuales implicaria estudiar el comportamiento de un solo
contexto celular, pudiendo ser particular por el sitio de integracion, una mutacién fortuita o una

recombinacion.

Los clones individuales generados desde la linea salvaje, nos mostraron que existia una
alta correlacion entre los niveles de expresién de hPRg y su actividad transcripcional en la
induccion del promotor reportero MMTVLuc. Los efectos proliferativos de las células de cancer
de mama en respuesta a progesterona mediados a través de las cascadas de sefializacion
MAPK.

La obtencién de clones individuales de la linea celular deficiente ERID, expresando un
hPRg-ERID mutante de deleccidn para el domino de interaccion con ERa, nos demostré la alta
variabilidad funcional entre los diversos clones. La capacidad de induccién del gen reportero
MMTVLuc en respuesta a progesterona fue completamente dispar entre los clones analizados,
incapacitandonos objetivamente para elegir alguno de ellos como el comportamiento de accion
real ejercido por un hPRg-ERID.

En resumen, aunque los niveles de expresion en los clones fueron comparables entre si,
la induccion del gen reportero fue tan diversa que no pudimos determinar cual era el
comportamiento real del mutante ERID, o que clon representaria mejor los resultados obtenidos
con la poblacién no clonal. Esto implicaba que tendriamos que elegir clones particulares para
cada mutante de PR de forma subjetiva, basados en la induccién de MMTV y otro parametro

parcial.

Tras estos estudios con clones individuales descartamos usarlos, puesto que corriamos
el riesgo de que su comportamiento fuese causado por el lugar de integracion de la construccion
en el genoma, por las posibles mutaciones, recombinaciones con el gen enddgeno u otros

efectos particulares que pudiera experimentar una sola célula.

D.2.3 - ESTABILIDAD A DE LA EXPRESION A LARGO PLAZO

Otra de las premisas por las que nos decantamos, en principio, por hacer clones
individuales era la posibilidad patente de poder elegir un clon que mostrara estabilidad para la
expresion de hPRg a lo largo del tiempo. Ya que pensamos, que una poblacion heterogénea



tendria mas posibilidades de eliminar la expresion recombinante por la diferente adaptabilidad
celular. Uno de los clones, el A1-WT, demostré mantener la expresion de hPRg tras tres meses

en cultivo.

Por otro lado, los indicios de una menor estabilidad a lo largo del tiempo para la
expresion de hPRg en pooles celulares, quedaron inciertos tras separar de nuevo las células.
Estos pooles resorteados permanecieron positivos para GFP durante al menos 3 meses de
cultivo, manteniendo su expresion estabilizada para hPRg y GFP. La disminucidn del nimero de
células positivas tras la primera separacion celular pudo deberse al porcentaje de precision
(95%) de la técnica de separacion celular por FACS, permitiendo incluir algunas células
negativas que podrian mostrar ventajas de crecimiento respecto a las células infectadas. Por otro
lado, una segunda separacion partiendo de porcentajes de mas células positivas nos ha
permitido conseguir altas precisiones de separacion y una mayor estabilidad del numero de
células positivas a lo largo del tiempo.

En resumen, las poblaciones celulares no clonales muestran el comportamiento
promedio de cada mutacion, evitando estudiar casos particulares por el sitio de integracion, las
recombinaciones o las mutaciones fortuitas que pueden suceder en una célula individual, efectos
que quedan diluidos en un pool celular. Ademas, el pool celular mantiene la misma estabilidad de

expresion para hPRg a lo largo del tiempo que un clon individual.
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ACTIVIDAD TRANSCLIPCIONAL EN RESPDUESTA A
PROCGESTERONA

D.3.1.- IMPLICACION DE LA SENALIZACION EN LA ACTIVACION DEL PROMOTOR DE
MMTV

La caracterizacion de las lineas celulares construidas midiendo la respuesta a
progesterona del gen reportero MMTVLuc, tanto a nivel de transcrito como de actividad
luciferasa, nos indico que las mutaciones de los tres dominios estudiados altero la expresién de
este promotor. Tanto la delecidon de la region ERID (de interaccién con ERc) como las
mutaciones puntuales de los dominios AF2 (Activation Function 2) y DBD (DNA binding domain)
alteraron la inducciéon de MMTV por hPRg. Este resultado indicaba que tanto la actividad
transcripcional directa de hPRg, como la activacién de la cascada de sefializacion ERa/c-
Src/Erk, eran esenciales para el modo de accidn del hPRg en este promotor. La influencia de la
ruta citoplasmatica MAPK en la actividad transcripcional del promotor, revelada por la induccion
reducida del reportero MMTVLuc en la linea celular ERID, fue confirmada por el uso del inhibidor
quimico PD (de la activacién de ERK). Tanto deleccionar el dominio de interaccion con ERa del
hPRg, como bloquear la progresién de la ruta MAPK con un inhibidor quimico reducian la

expresion de la proteina luciferasa del gen reportero en respuesta a progesterona.

Paralelamente, mediante ensayos de imunoprecipitacion de cromatina en la linea celular
de céancer de mama T47MVL, el laboratorio describié el reclutamiento del complejo
Erk/hPRs/Msk al nucleosoma B del promotor MMTV tras 15 minutos de tratamiento hormonal
(Vicent, 2006). Y como el bloqueo de la cascada ER/cSrc/Erk en respuesta a progesterona por

el mutante hPRg-ERID, impide el reclutamiento y la fosforilacion de hPRg en el promotor MMTV.

También confirmamos mediante ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina la
implicacién directa del dominio DBD en el reclutamiento de hPRg sobre los PREs de la regién del
Nucleosoma B en el promotor MMTV, debido a que la triple mutacién evitaba estos contactos. La
deleccion del dominio ERID del hPRg también eliminaba el mecanismo de induccion del promotor
MMTV, pero no por evitar la union directa con el DNA sino por afectar a eventos posteriores
implicados en la activacién, como el reclutamiento del complejo Erk/Msk y la fosforilacion de la
Histona H3 en Ser10 (H3Ser10).

D.3.2 - ACTIVACION GENICA A TRAVES DE MEDIADORES TRANSCRIPCIONALES



En la caracterizacion posterior sobre el comportamiento de los dominios funcionales de
hPRg sobre la activacion de promotores, sin PREs conocidos en sus secuencias promotoras,
miramos la activacion de genes donde se creia que el hPR podia bajar por factores mediadores

como Ap1 o Sp1.

La induccidn de p21 (CDKN1A) ocurre a través de los mediadores transcripcionales Sp1.
Se ha descrito que hPRg es reclutado junto a Sp1 en el tercer y cuarto de los seis sitios de union
descritos para el promotor de p21 en respuesta a progesterona. Como esperariamos, los
resultados de RT-PCR confirmaron que la activacién transcripcional de p21 en respuesta a

progesterona no se esta afectada por la mutacion de hPRg en el dominio de union a DNA (DBD).

También, se ha descrito que la activacién en respuesta a hormona de Ciclina D1
(CCND1) podria deberse al reclutamiento del complejo hPRs/AP1 sobre secuencias especificas
de reconocimiento para AP1. Aqui, en cambio notamos como el dominio DBD del hPRg estaba

relacionado con la interaccién con factores mediadores como AP1.

En resumen, mostramos como la regién DBD del hPRg previamente descrita como de
interaccion con las secuencias PREs del promotor, esta implicada en la regulacion del gen
CCND1, a priori descrito como desprovisto de PREs y activado a través de la interaccion
hPRs/AP1. De este modo, nos planteamos que si que podria existir la participacién del hPRg por
unién directa con el DNA, aunque aun no descritas, o bien el dominio mutado DBD también esta
implicado en la interaccion con el factor transcripcional AP1. Ademas, advertimos como la
activacion de MAP kinasas es fundamental en la expresion de Ciclina D1, e incluso para p21

como veremos mas adelante.

De este modo, la teoria propuesta por el laboratorio de que el hPRg modula la induccion
del reportero MMTVLuc en respuesta a hormona por interaccion directa con los PREs, se
complementaria con la necesaria participacion de la activacion de la via de las MAPK a través de

la interaccion hPRg-ERo.

D.3.3.- PROLIFERACION CELULAR INDUCIDA POR PROGESTERONA

La induccion de proliferacion en células de cancer de mama como respuesta a la
estimulacion por progesterona es un efecto descrito en la literatura como resultado Unico de la
activacion de cascadas de sefializacion. Se ha descrito que en respuesta a progestina, multiples
clones de células de cancer T47D, las cuales expresan la isoforma B del hPR, actian en una

manera bifasica: las células completan un ciclo de division y entonces se arrestan en fase G1
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(Groshong, 1997). En este estudio hemos determinado como la cascada de sefializacion de las
MAPK iniciada con la interaccién hPRs/ERa/c-Src es determinante mediando estas acciones
proliferativas inducidas por progesterona. En los ensayos de ciclo celular con la linea celular
mutante ERID, comprobamos la incapacidad de responder al estimulo hormonal con la
movilizacion celular hacia fase S, a diferencia de la linea salvaje sin inhibidores que manifesté un
claro incremento en el niumero de células en esta fase tras 14 horas con R5020. La misma
incapacidad proliferativa mostraron las lineas celulares salvaje WT o la parental T47MVL

tratadas con un antagonista de ERa 0 un inhibidor de Erk, aun en presencia de R5020.

Por otro lado, hemos visto que las mutaciones en la regién AF2 no alteraban los efectos
proliferativos en respuesta a hormona, pero en cambio los tres aminoacidos mutados
pertenecientes a la caja P del dominio DBD incapacitaban al hPRg para inducir la proliferacion en
respuesta a hormona. Esta incapacidad se manifestd como una incapacidad en la progresion de

las células hacia fase S tras el estimulo hormonal.

En resumen, nuestros experimentos habian incluido a las acciones transcripcionales
directas del receptor mediante contactos con el DNA como claves en la mediacion de efectos
proliferativos en respuesta a hormona. Eso significaba que existia algin gen(es), que
controlaban la proliferacién, donde el dominio DBD del hPRg era clave es su regulacion. Estudios
adicionales sobre este tema en el capitulo VIII muestran al gen para Ciclina D1 como un
candidato idéneo para mediar la proliferaciéon inducida por progesterona, puesto que su
expresion se ve afectada por los mismos mutantes de hPR que alteran la respuesta proliferativa

a hormona..



FOSFORILACION POR MADK

D.4.1.- FOSFORILACION DE hPRg INDUCIDA POR PROGESTERONA

Ya hemos comprobado la importancia de las acciones no gendmicas del receptor de
progesterona en algunos de sus efectos, como en proliferacién celular o por activacién génica de
MMTV, Ciclina D1, p21 ,...Otro de los efectos mediados por la activacién de la cascada de
sefializacion MAPK inducida por progesterona, es la fosforilacion del mismo hPRg en las serinas
20, 294 o0 345. La fosforilacion de la Ser294, juega un papel regulador de ciertas acciones del

receptor implicadas en su degradacion por el 26S-proteosoma (Lange, 2000).

La demostracion de que cualquiera de los hPRgs, a excepcion del hPRg-ERID, podia
fosforilarse en el residuo 294 implicd que las proteinas recombinantes podian sufrir los mismos
procesos reguladores por fosforilacion que un hPRg enddgeno. Por otro lado, obviamente, no
podiamos detectar la fosforilacién o ausencia de ella en la linea celular ERID debido a que la
deleccion incluia al posible residuo fosforilado 294 diana del anticuerpo usado para la deteccion

de la fosforilacion.

También hemos descrito, como en la linea celular salvaje encontramos que a los 10
minutos de tratamiento con progesterona la presencia de pPR2% y pMsk formando parte del
complejo de activacion del promotor MMTV. ~ En resumen, el hPRg recombinante expresado
en las lineas celulares sufria la fosforilacion en Ser294 inducida por hormona, participando de la

induccién del gen MMTV.

Como ya habiamos mencionado, la progesterona causa la activacion de MAPK a través
de la interaccion citoplasmatica de hPRg con ERa.. Uno de los estudios llevados a cabo en el
laboratorio por Ballaré (Ballaré, 2003), definié la regién ERID del dominio IF (Inhibitory Function)
como clave para la activacion de MAPK consecuencia de la formacion del complejo
hPRg/ERa/cSrc. La implicacion de este dominio del hPR en un contexto celular estable dénde la
construccion mutante estuviera insertada en el genoma, era el siguiente paso logico para

evidenciar la falta de activacion de MAPK como respuesta rapida a progesterona.

La deteccion de pERK y pPR294 en la linea salvaje, y las formas mutadas en los
dominios AF2 y DBD tras 10 minutos de tratamiento hormonal, implicaba que las lineas celulares
iniciaban las cascadas de sefalizacion MAPK y que estas eran las responsables de la

fosforilacién de los receptores. Sin embargo, la deleccién ERID no indujo la expresion de pERK

140



tras 10 minutos de tratamiento hormonal demostrando el hecho de la participacion del dominio
ERID en la activacion de la via citoplasmatica.

D.4.2.- SENALIZACION POR MAP KINASAS

Un hecho que nos llamo la atencién, fue el detectar niveles disminuidos en la induccion
de la fosforilacion de ERK en cualquiera de las lineas estudiadas en relacion con la linea
parental T47MVL tras el mismo tiempo de tratamiento hormonal. Mostrando, una cascada de
sefializacion defectuosa con niveles de induccién reducidos en respuesta a estimulos

hormonales y, quizas también para otros estimulos no hormonales.

Se ha descrito que los factores de crecimiento regulan el crecimiento celular iniciando las
rutas intracelulares de transduccion de sefial mitogénica durante la progresion del cancer. En
este sentido, el factor de crecimiento epidérmico (EGF) es un estimulo no hormonal que también
induce la cascada de MAPK, e incluso de forma mas robusta y sostenida. Observamos, al igual
que con el estimulo hormonal, unos niveles claramente disminuidos de la forma activa de
p42/p44 Erk comparados con los de linea parental T47MVL. Este resultado implicaba que, por
algun motivo desconocido, en las lineas procedentes de T47Dy los estimulos no inducen la via
MAPK con la misma fuerza que en la linea parental T47D. Aunque los niveles de expresion de
pErk se mostraban menores, la disminucién no parecia afectar ciertos efectos del hPRg
mediados por acciones citoplasmaticas como la proliferacién, la autofosforilacion,...inducidas por

progesterona.

D.4.3.- EXPRESION ENDOGENA DE hER

La confirmacién de la expresion reducida de hERa tanto a nivel proteico como de mRNA
en las lineas T47Dy y sus derivadas, podria implicar una regulacién génica defectiva en
respuesta a estradiol y, quizas, podria relacionarse con la disminucién de la activacion de MAPK

en respuesta a progesterona.

La incapacidad de las lineas provenientes de T47Dy para inducir la expresion de mRNA
de uno de los genes clasicamente estudiados (pS2) por su respuesta a estradiol, implicaba que
la reducida cantidad de ERa presente en las células no era suficiente para mediar la regulacion

génica por estradiol.

Por otro lado, aunque los niveles de ERa presentes en la linea celular T47Dy fueran

reducidos, sabemos que el complejo citoplasmatico hPRe/ERai/c-Src encontrado en respuesta a



progesterona implica a s6lo un 5% del hPR total de la célula. Ademas, hemos observado como el
tratamiento con ICI (antagonista de ER) provocaba una disminucion de los efectos
transcripcionales sobre MMTV inducido por progestina, y como detectamos la formacion del
complejo citoplasmatico. De modo, que es improbable que los niveles reducidos de ERa sean la
causa de la disminucién de pErk, aunque de existir la relacion bien seria independiente de la
activacion de MMTV o de los efectos de proliferacion, o tal vez la cantidad reducida de pErk es

suficiente.

En resumen, la cantidad disminuida de hERo presente en las lineas celulares es
incapaz de llevar a cabo la regulacion del gen pS2 en respuesta a estradiol, sin embargo es

suficiente para implicarse de las acciones de hPRg en respuesta a progestina.

Finalmente, que la expresion de ERa estuviera disminuida en las células T47Dy podria
ser un mecanismo puntual fortuito, o haber afectado a otras proteinas o una adaptacion celular
para sobrevivir con niveles endégenos reducidos de hPR. El articulo que describio por primera
vez la linea T47Dy, indicaba que un evento “fortuito e indefinido” habia eliminado la expresion,

exclusivamente, de hPR (Sartorius, 1994).
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ANALISIS DF LA RECULACION CENICA EN RFSDUFSTA A
PROCESTERONA

D.5.1.- LINEA SALVAJE VERSUS LINEA PARENTAL (MICROARRAYS)

El uso de una herramienta como el microarray te permite identificar genes que
responden a un estimulo, por otro lado el tener lineas celulares mutantes nos permite identificar
el dominio responsable del hPRg para cada accion. El uso combinado de ambas herramientas
nos ofrecio la posibilidad de identificar aquellos genes que responden a progesterona segun el
dominio responsable en el hPRg. En unas condiciones celulares comparables y reproducibles, al
tener el mismo background todas las lineas creadas la unica diferencia es que dominio del hPRg

esta mutado.

Tres hibridaciones en la plataforma con muestras duplicadas separadas en el tiempo nos
permitieron identificar genes de interés en cancer de mama implicados en ciclo celular,
transduccion de sefiales, regulacion de cromatina o transcripcion que se inducian a las 6 horas

de tratamiento hormonal.

El filtraje estadistico de los datos obtenidos en la plataforma del microarray por el
programa estadistico TIGR-Mev basado en SAM (p=0,01), nos mostré 36 genes regulados a 6
horas del tratamiento con progesterona con inducciones -1.5 < X > 1.5 para la linea portadora
del hPRg salvaje (Ver figura [Fig. R9-A]). La mayoria de estos genes se mostraron como
inducidos positivamente tras el tratamiento hormonal, y sélo unos pocos dieron un patron de
represion en respuesta a hormona. Esto apoya la idea de que la isoforma B es
fundamentalmente un activador transcripcional positivo y su papel como regulador negativo sélo

ocurre en contextos particulares.

La comparacion de los datos del array entre la linea salvaje WT y la linea parental
T47TMVL nos indicaba que en sélo divergian en un 35% de los genes inducidos por ambas
lineas. Recientemente, se ha publicado (Clarke, 2005) que la expresidén de hPRa en un contexto
celular sin la otra isoforma regula un reducido grupo de genes diana influenciando efectos de
adhesion celular y morfologia. De modo que, la divergencia entre la linea salvaje y la parental
podria deberse a la expresion enddgena de la isoforma A por la linea parental T47MVL. Aunque

si incluyéramos un 23% de genes que se inducian por ambas lineas pero que el paquete



estadistico no considero estadisticamente significativos por la variabilidad del duplicado, aunque

con inducciones mayores a 1.4, hablariamos de divergencias de un 15%.

D.5.2.- LINEA SALVAJE VERSUS LINEAS MUTANTES (MICROARRAYS)

En relaciéon con los dominios implicados en la regulaciéon génica por hPRg, quedo
patente que 3/4 de los genes inducidos por la linea salvaje dejaban de hacerlo cuando
mutabamos los dominios ERID o DBD. Estos dominios se mostraron claves para el
establecimiento de la red génica en respuesta a hormona, para genes involucrados en

crecimiento y ciclo celular como GRB14 o CDC14B.

La mutacién en el dominio AF2 también afectdé a unos 3/4 de los genes, aunque para
este dominio la alteracion se mostr6 como parcial en la induccion al estimulo hormonal.
Demostrandose que si este dominio estaba implicado en el reclutamiento de coactivadores, los
genes podian seguir expresandose aun con la falta de este(os) coactivadores especificos,
aunque en menor medida. Esta podia ser una explicacion, aunque la patente variabilidad entre
las muestras para AF2 del array, implicaban una baja significacion estadistica y de ahi que

muchos de los genes mostraran verse parcialmente afectados.

Por otro lado, inesperadamente encontramos como el dominio mutado DBD reprimia
significativamente ciertos genes inducidos por la linea salvaje en respuesta a R5020, genes
codificando factores de crecimiento (SAP30), inhibidores de apoptosis (BIRC3) o proteinas

implicadas en ciclo celular (CCND1).

En resumen, la progesterona es un regulador critico de un amplio abanico de funciones
celulares, reflejado en una respuesta transcripcional de un diverso grupo de genes diana a 6
horas. Genes inducidos por una regulacion transcripcional directa y/o por rutas de sefalizacion

citoplasmatica dominan las dianas de progestina a 6h.

D.5.3.- MICROARRAY VERSUS RT-PCR

El estudio de 31 genes detectados en el microarray por Realtime-PCR nos permitid
confirmar los datos obtenidos en 29 de los 31. Entre los genes del estudio habiamos incluido 6
genes que el programa estadistico no habia encontrado significativos por la variabilidad de las
muestras, aunque hubieran sido inducidos en ambos duplicados. La induccién hormonal en el
experimento de RT-PCR de genes como FOS, HSD11b2, MUCL2, SOS1, QSCNG, y STAT5a

demostré que aunque ofrece una gran fiabilidad (99%) de los datos también puede ocultar
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algunos datos relevantes. En definitiva, habiamos buscado el maximo equilibrio entre

reproducibilidad y fiabilidad asumiendo la pérdida de un pequefio porcentaje de datos relevantes.

D.5.4.- IMPLICACION DE LOS DOMINIOS DEL hPRs
La verificacion de los datos del microarray nos capacito para agrupar los genes segun el
dominio responsable en el hPRg implicado en su regulacion.

Por comparacion con la linea salvaje WT expresando un hPRg totalmente funcional,
determinamos que la mutacion del dominio DBD provocaba que genes como Cilcina D1 no se
indujeran, otros como el oncogén Fos se sobreexpresasen y un pequefio grupo fueran inducidos
con este hPRg-DBD como GAS6 (Ver tabla [Tabla T2]). Tan dréstica alteracion de la red génica
por la mutacion en el dominio DBD nos hizo plantearnos si las ligeras diferencias de expresion
de hPRg entre las lineas celulares seria un factor decisivo para tener en cuenta al interpretar los
datos de regulacién transcripcional. Usando una linea celular expresando una doble
concentracion de hPRg-DBD, determinamos como un aumento de concentracion de un hPRg
deficiente no implicaba que este activara nuevos genes, en algin caso si que aumentaba el valor
de la induccion. Anecddticamente, el gen HSD11b2 que muestra una induccién reducida en este
mutante, en las cinéticas de tiempo posteriores veremos como se induce perfectamente,
demostrando que existe alguna discordancia y que los datos van siendo mas fiables conforme

miramos mas con detalle.

Otro de los dominios importantes en la regulacion génica en respuesta a progesterona
pasaba por la implicacion de la region ERID en la mediacion de las acciones no gendmicas del
hPRg. Con esta mutacion observamos como sélo 1/5 de los genes inducidos por progesterona
no necesitaban de la actuacion de esta region, asi el encogen Fos o la kinasa dependiente de
ciclina (CDKL1). Significativamente, se habia demostrado como la mayoria de la regulacion
génica por progesterona pasaba esencialmente por una activacién de las sefiales

citoplasmaticas.

Como esperabamos, el dominio AF2 que no esta descrito como directamente implicado
en el modo de acciéon del hPRs, sino mas bien como una regién relevante por su papel
potenciador de la transcripcion al reclutar ciertos coactivadores, no mostré una inhibicion total de
la expresion de los genes afectados. Sélo un 20% de los genes afectados por la mutacion no
fueron inducidos (como Fos), los demas mostraban inducciones menores (como Gas6) a las del

WT. Ahora bien, la importancia general reguladora de este dominio quedo clara al haber



detectado que la induccion de so6lo un 15% de los genes (como CDKN1A) no se alteraba ni
parcial ni totalmente.

En resumen, se habia demostrado como la regulacién génica inducida por progesterona
pasaba necesariamente por los dominios DBD y ERID del hPRg, implicando a las acciones

gendmicas y no-gendmicas descritas.
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PATRONES CENICOS DE ACTIVACION EN EL TIEMDPO

Como paso siguiente a la determinacién del dominio responsable de la regulacion
génica, buscabamos conocer la cinética temporal de estos fendmenos en ciertos genes

relevantes.

Las cinéticas temporales de induccion genica estudiadas a 1-2-6-10h de tratar con
progesterona nos mostraron curvas de activacion gradualmente incrementadas a lo largo del
tiempo para la linea salvaje, en genes como MMTV o p21, y otras con picos de induccion
maxima a 1 0 6 horas, en genes como MYC o SAP30, respectivamente (Ver tabla [Tabla T4]).

D.6.1.- RED GENICA DE RESPUESTA TARDIA Y PROGRESIVA

El gen de expresion tardia TGFow que se habian mostrado sobreexpresados en la linea
DBD segun los resultados anteriores [Tabla T5], puso de manifiesto un pico de expresion a 6
horas de tratamiento. Ademas, FOS (aun siendo de expresion temprana) mostrd una
sobreexpresion a 6 hora, como la experimentada a 1 hora. Todo ello indicaba que los niveles de
expresion incrementados para estos dos genes en respuesta a progesterona, guardaba relacién
con el dominio DBD mutado. Como ya comentamos antes, quizas se debe a que la caja P
mutada del DBD es responsable no solo de la unién al DNA, sino también de la magnitud de su
actividad bien por reclutar coreguladores o por un mecanismo represor directo de unién al

secuencias de DNA opuesto al extranuclear.

En relacién con la regulacion efectuada por el hPRg-AF2 confirmamos la teoria de un
efecto parcial en la disminucion de la expresion de la regulacién génica, como queda patente en
las cinéticas temporales para genes como GAS6 o PCAF, dénde el patron es exactamente el
mismo de la linea salvaje pero con menores valores. También notamos como aun siendo un
dominio no directamente relacionado con la union al DNA, su implicacion en la activacion
transcripcional es importante como demuestra el hecho de que la mitad de los genes estudiados
muestren cinéticas disminuidas o no inducidas. Ya que esperdbamos que todos los afectados
por AF2 lo fueran porque hPR actta como factor transcripcional, asi estos genes deberian estas
también afectado por DBD o porque PR actua a través de otros factores (Sp1,...). Lo contrario no

es necesariamente cierto, ya que puede ser un factor transcripcional peor no depender de AF2.



En cuanto al dominio ERID, notamos como sélo el gen BIRC3, relacionado con inhibicion
de apoptosis, no requeria de la mediacion de este dominio del hPRg para inducir su expresion.
Que de los genes de respuesta tardia sélo uno no se viera afectado en su activacion por la
mutacion en este dominio, implicaba un papel fundamental en la mediacion de induccién de

redes génicas tardias en respuesta a progesterona.

D.6.2.- RED GENICA DE RESPUESTA RAPIDA O TEMPRANA

Por otro lado, el estudio sobre la influencia de los dominios estudiados del hPRg en la
activacion de genes tempranos en respuesta a progesterona, mostraba cinéticas para FOS, JUN,
MYC y DUSP1 con picos maximos a 1 hora de tratamiento. Como el dominio DBD, podia
sobreinducir las curvas de expresién de genes como FOS y DUSP1 muy por encima de la del
WT como ocurria en el gen de activacién tardia (6h) TGFa.. Ademas los dominios ERID y AF2 no
parecian ejercer ningun papel en la regulacién de genes tempranos, como indicaba que ninguno
de los mutantes alterase la expresion de genes como DUSP1, JUN, FOS o MYC. Quizaés, se
deba a que estos genes de induccion temprana no requieren que entre en juego la activacion de
MAP Kinasas. Adicionalmente, tampoco se ven alterados negativamente por el mutante DBD
indicando la teoria de que existen otros dominios 0 mecanismos a los estudiados que regulan la
expresion de estos genes. El hecho de que la mutacién DBD haya sobreinducido dos de los
genes tempranos, también apoya la teoria de que evitar que el DBD pueda unirse a los PREs
provoca una potenciacion de los mecanismos que regulan estas inducciones, bien a través de
otras cascadas de kinasas activadas y/o mediante la mediacion de factores transcripcionales

como Sp1, Ap1...

En resumen, la expresion génica en respuesta a progesterona requiere de la
participacion del dominio DBD para la union al DNA con motivo de la regulacion génica tanto
para genes tardios (6h). Y el dominio ERID, relacionado con la activacion de la ruta ER/c-

Src/Erk, no es relevante en la regulacion transcripcional de genes tempranos (1h).

Adicionalmente, estas curvas nos sirvieron para reconfirmar los resultados anteriores
sobre activacion génica, al poder comparar a 6 horas de tratamiento las inducciones génicas en
respuesta a progesterona de los datos del Microarray, la RT-PCR posterior y esta ultima tanda

cinéticas.

D.6.3.- DOMINIOS DE hPR Y SUS MODOS DE ACCION
Como compendio de todos los datos obtenidos hasta el momento se construy6 una tabla

resumen [Tabla T5], que mostraba los dominios ERID y DBD eran esenciales para mediar la
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mayoria de los efectos necesarios en la regulacién génica de los genes estudiados. Y como el

dominio AF2 es sustancialmente necesario en la mediacidn de la actividad transcripcional.

En unos pocos de los genes tardios estudiados el mecanismo seria diferente, ya que
bien no precisan de la activacion de la cascada de sefializacién (MAPkinasa) BIRC3, CDKL1... o
bien no necesitan la unién a PREs como modo de regulacion los CDKN1A, HSD11b2... En
cuanto a los genes tempranos JUN, FOS, MYC... los dominios ERID y DBD del hPRg no se
mostraron esenciales como mediadores de su regulacion. De modo que, ni su regulacion en
respuesta a progesterona se debe a la union directa de hPRg sobre las secuencias PREs del
promotor, ni la cascada de sefializacién propuesta ER/c-Src/Erk es necesaria, apoyando la idea

de una regulacion alternativa.

Estos datos apoyarian el modelo del doble efecto para la activacién de genes tardios,
incluyendo la activacién transcripcional por unién de hPRg a secuencias promotoras especificas
(PREs) o a través de otros factores transcripcionales (Sp1, Ap1, C/EBPp, NFk-B), sinergizando
con la activacion citoplasmatica de la ruta de las MAPKS iniciada con la interaccion hPRg-ERa.
Y finalmente, el reclutamiento de la maquinaria transcripcional y los coreguladores en el

complejo nuclear de activacion en el promotor.



IMDLICACION MAPK EN LA ACTIVACION CENICA POR Dg

Hasta el momento, habiamos definido un conjunto de genes que requerian de la
activacion de cascadas de sefializacién, iniciadas con la interaccion citoplasmatica hPRg/ERa.
Ademas, habiamos detectado varios genes sobreinducidos en comparacion al mismo estimulo
en la linea WT cuando mutabamos el dominio DBD del hPRg. Entonces, como utilidad para
entender la implicacion de las cascadas de sefalizacion en la induccion de genes por el hPRg y
los sobreexpresados por el hPRg-DBD, hemos usado una bateria de inhibidores quimicos, como
PD (bloquea Erk), ICI (antagonista de ERa) y PP2 (bloquea Src). Dos tablas resumen lo
encontrado, la tabla [Tabla T6] muestra que inhibidor afecta a la expresién de los genes y su
correlacion con el dominio ERID, y la tabla [Tabla T7] en que porcentaje los inhibidores afectan la

induccion.

D.7.1.- DOMINIO ERID VERSUS RUTAS DE SENALIZACION

Aquellos genes que habiamos catalogado como de regulacion dependiente del dominio
ERID, de modo que requieren la activacion de kinasas, tuvieron una expresion disminuida con
cualquiera de los inhibidores analizados. Este resultado confirmaba el hecho de que la mutacién
en ERID realmente estaba ejerciendo el efecto esperado de bloqueo del complejo iniciador de la
ruta no gendmica del hPRs. Adicionalmente, aquellos genes, principalmente genes tempranos,
que no vieron afectada su induccién por progesterona en la linea ERID, tampoco veian afectada
su induccion por la presencia de los inhibidores testados, apoyando la idea de mecanismos

alternativos a los expuestos en este estudio.

D.7.2.- DOMINIO DBD VERSUS RUTAS DE SENALIZACION

En relacién con los genes sobrexpresados en la linea mutante DBD, determinamos
como los inhibidores de ERa (ICI) y Src (PP2) bloqueaban parcialmente la induccién de los
genes tempranos DUSP1 y FOS. Pero el inhibidor corriente abajo de la ruta estudiada PD (Erk),
no impedia la accién de la progesterona como regulador de la expresion de estos genes. Que los
inhibidores de ERa y Src bloquearan, en parte, la induccion de estos genes pero no el inhibidor
de Erk, indicaba que la regulacién por progesterona de FOS y DUSP1 implica al complejo
citoplasmatico PRs/ERai/c-Src pero inician una ruta de sefializacion diferente de MAP kinasa,
quizas PI3K/AKT,...
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En otro orden, descubrimos como la mutacién del dominio DBD también provocaba que
genes como el HSD11b2 inducido por la linea salvaje con influencia de la cascada descrita,
dejara de regularse a través de esta cascada. Es decir, la induccion de la expresion de este gen
por progesterona en la linea DBD no seguia la misma via citoplasmatica o en menor medida que
la linea WT. Demostrando que la mutacién puntual en la caja P del dominio de unién a PREs
(DBD) de hPRs, haciendo al hPRg buscar otro mecanismo de activacion de ciertos genes.
Mecanismo que en el caso del gen HSD11b2 ha sido descrito por Subtil-Rodriguez (Tesis, 2007)
como dependiente de dos vias de sefializacion, MAPKs y JAK/STAT, con dos zonas de
reclutamiento para hPRg, una regién proximal con PREs y otra distal necesitando del factor
transcripcional STAT5a como responsable del reclutamiento de hPRs. Por lo tanto, la
coordinacion del reclutamiento de hPRg, no directo a DNA, mediado por Statba y la sefializacion
citoplasmatica, de la ruta JAK/STAT y un poco de MAPK inducidas por progesterona, son criticas
para regular la expresion del gen HSD11b2 en células de cancer de mama.

Otros genes mostraron el papel de la deleccion del dominio ERID del hPRg, en el sentido
de no solo afectar al bloqueo de la activacion de la cascada de sefializacion. Es decir,
encontramos que el dominio ERID relevante para la activacion de AKAP13 o CDKN1A, lo es no
solo por bloquear la cascada de kinasas descrita, sino de otros efectos no determinados.
Ademas encontramos como el gen DUSP1, no ERID-dependientes, sufrian una reduccion de su
expresion al bloquear Src y Erk, indicando la posibilidad de que no todos los efectos
citoplasmaticos del hPRg siguieran la ruta mediada por ERa, dejando la puerta abierta al

complejo hPRg/c-Src.



MUTANTES PUNTUALES DEL DOMINIO ERID

D.8.1.- MUTACIONES PUNTUALES DE INTERACCION CON hER,,

La determinacion In Vitro por experimentos de doble hibrido de los residuos puntuales de
interaccion con ERa en el dominio ERID del hPRg (Tesis Thomas, 2007), nos llevaron a
trasladar estas residuos al sistema retroviral de expresion In Vivo dénde este hPRs mutado

estuviera integrado en el genoma de células de cancer de mama que no expresan PR endégeno.

Para comprobar si era cierto, y para tener un mutante de funciéon ERID pero mas limpio,
llevamos cabo la creacion de las lineas celulares TH41 y TH42 expresando niveles similares de
estas proteinas mutadas a las de la linea salvaje, no mostraron su actividad transcripcional
comprometida para MMTV como si ocurria con el mutante de deleccion ERID en respuesta a
progesterona, ni tampoco una alteracion en la induccion proliferativa. Estos resultados estaban
demostrando que las mutaciones puntuales del dominio ERID, parecian no alterar la funcién no-

gendmica de hPRs.

Intentando saber si las mutaciones puntuales en este dominio ERID afectaban a la
expresion de genes descritos como ERID-dependientes, estudiamos las cinéticas temporales de
12 genes elegidos. Ninguno de los genes que se habian mostrado dependientes de la regién
ERID como HSD11b2, PCAF, CCND1,... mostraron una minima expresién en respuesta a

progesterona en alguna de las nuevas lineas mutantes TH41 o TH42.

En definitiva, ninguno de los ensayos funcionales demostré que las lineas celulares
TH41 o TH42, y en su extension las mutaciones puntuales en el dominio ERID, tuvieran
comprometida sus funciones como habriamos esperado de hPRg deficientes en su interaccion
con hERa.
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IMPOLRLTANCIA DFE LA DIMERIZACION

D.9.1.- PAPEL DE LA DIMERIZACION

El dominio de union a DNA (DBD) del hPRg tiene un papel clave en la activacion
transcripcional directa de genes, a través de su caja P, responsable de la interaccion con las
secuencias PREs de los promotores, y por la caja D, responsable de la dimerizacion del receptor

tras la unién del ligando como paso anterior a la unién al DNA.

Ya habiamos demostrado la importancia funcional de la caja P, puesto que el mutante
DBD consiste en 3 cambios en dicha caja, pero poco ha sido descrito en la literatura sobre la
caja D. Asi pues, buscando determinar la relevancia de la dimerizacién en el modo de actuacion
del hPRg, creamos dos nuevas lineas celulares en los residuos clave de esta caja de
dimerizacion A604T (D4) y R606W (M6).

La activacién transcripcional del promotor integrado MMTV en las nuevas células D4 y
M6, se mostrd deficiente para ambas lineas en respuesta a progestina, completamente nula en
D4 y ligeramente inducida para M6. En ambos casos, se confirmaba la importancia de la
dimerizacién en respuesta a hormona para este promotor. Esto coincide con, estudios
posteriores de reclutamiento por ChlP que han demostrado que el hPRg-D4 no es reclutado al

nucleosoma B del MMTV y hPRs-M6 mantiene algo de reclutamiento [Fig. R18-B/C].

El siguiente paso, fue determinar la relevancia de la dimerizacion en la activacion de
ciertos genes diana seleccionados. Vimos como en un 70% de genes analizados mostraron
verse regulados de la misma manera por ambos mutantes D4-M6, genes como FOS o TGFa
demostraban que la caja D no era esencial para mediar su regulacién, y en cambio para los

genes GAS6 o SAP30 las mutaciones de caja D comprometian su expresion.

D.9.2.- P-BOX VERSUS D-BOX

Habiamos visto que existia una alta coincidencia 70% entre M6-D4, demostrando la
importancia de la dimerizacion. Sin embargo, tras cruzar los datos obtenidos por todos lo
mutantes que afectan al dominio DBD, encontramos similitudes entre el 45% de los genes
inducidos por M6-DBD y un 30% para el caso de D4-DBD. Podria se que algunos genes van por
unién al DNA, peor no requieren dimerizacion o que si requiern la dimerizacion pero no necesitan

la union al DNA.



Curiosamente, un efecto similar de sobreinduccion de los genes FOS y TGFa en
respuesta a progesterona que habiamos encontrado en la linea celular con el dominio DBD,

observamos con la linea M6.

En resumen, estos resultados divergentes nos indican que al menos uno de los residuos
mutados de la caja D, probablemente el 606, interpreta algun otro papel en la activacion
transcripcional directa sobre los promotores diana. Aunque el mecanismo exacto no se conoce,
datos de un reciente articulo atribuyen al residuo homologo Arg606 de la caja D del receptor
nuclear huérfano HNF4 una funcion adicional por metilacion (Barrero, 2006). De este modo, al
papel clasico del residuo para mediar dimerizacion, se le afiadiria que la metilacién de la arginina

606 por la metiltransferasa PRMT1 provoca el aumento de afinidad por la unién con DNA.
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IMDLICACION DE LOS DOMINIOS EN LA RECULACION
CENICA POR PROCESTERONA

D.10.1.- DOMINIOS FUNCIONALES IMPLICADOS EN LA REGULACION GENICA POR PG
Cruzando todos los datos de cinéticas de tiempo para las lineas WT vy las variantes

ERID-DBD-AF2-D4-M6, se construy6 una tabla [Tabla T10] indicando la posible via regulatoria

de cada gen, segun el papel del dominio de hPRg, y otra mostrando subjetivamente de cantidad

expresada por cada gen para cada mutante [Tabla T11].

Las tablas mostrarian cuatro categorias segun los genes se hubieran visto afectados en
su induccién tras el tratamiento hormonal por las mutaciones en los dominios del receptor de
progesterona DBD (elimina la via directa a través de PREs), ERID (elimina la interaccion con
ERa y la activacion de la cascada MAPK), D4/M6 (evitan la dimerizacion) y AF2 (evita el

reclutamiento de coactivadores).

- Un primer gran grupo se habrian visto afectados por los mutantes DBD y el ERID, de modo
que necesitarian la colaboracién sinérgica intacta de ambas rutas para inducirse. De ellos, la
mitad vio mermada su expresion por alguna o las dos mutaciones que afectaban a la
dimerizacion. Genes como MMTV o SAP30 necesitarian de todos estos dominios intactos del
hPRg para ser expresados en respuesta a hormona.

- Un segundo grupo incluiria aquellos genes, en donde la actividad transcripcional directa del
hPRe mediante el dominio DBD es clave, pero ni la activacidon de la ruta MAPK a través de la
interaccidén con ERa ni las mutaciones en el segundo Zinc Finger de la caja D de dimerizacion
alteran su expresion inducida por hormona. Serian genes como JUN o BIRC3.

- Un tercer grupo estaria compuesto por aquellos genes dénde el dominio DBD del hPRg no es
vital para su expresion inducida, pero si la activacion de la via extranuclear de cascadas de
kinasas Erk. Esta categoria incluiria genes regulados donde la caja D del hPRg ejerce alguna
funcidn, como CDKN1A o GASG, y aquellos donde estos residuos no son esenciales, como
HSD11b2 y TGFa..

- Un cuarto grupo vendria a contener 3 genes (DUSP1, FOS, MYC) que para ser inducidos en
respuesta a hormona no necesitarian la mediacion de hPRg a través de ninguno de los ultimos
dominios estudiados DBD, ERID, D4 ni M6.

Englobados en estas cuatro categorias podriamos englobar a aquellos genes afectados total o

parcialmente por la mutacion del residuo 911 del AF2 del hPR.



AFECTADOS POR DBDmu
Sl NO

T.10

CCND1(2)(3)
< PCAF(s)
o THBS1
14 AKAP13 5
8 O — STATSa(s)
E (77}
(7p]
8 - MMTV CDKNTA gs
< IE SAP30 GAS6 5
=
O
E BIRC3 o DUSPA
< g g GRB14 ¢ FOS e
>3 JUN HSD11b2)
Q = TGF(X (1)(6)

DBD (1) Sobrexpresion  (2) Represion
D4 (3) Parcialmente (4) Sobreexpresion

M6 (5) Parcialmente (6) Sobreexpresion

RESPUESTA A PROGESTERONA

ERID AF2 DBD D4 M6
T.11 AKAP13 1

BIRC3 2
1
1
2
0
2
2
3
0

oo
(=]

CCND1
DUSP1
FOS
GAS6
GRB14
HSD11b2
JUN
MMTV
MYC
PCAF
CDKN1A
SAP30
STAT5a
TGFa
THBS1

INNN

2
1
1
2
2
1
2
2
0
2
1
1
0
2
2

OOICOPNINNN =IO O|IOoODN N IO
e CO=_INMNNOIN -

R

Induccion comparando con el WT

PWEIGRE)N SMILAR(2) MENOR(1)  NULA(0)

Tabla T10. Tabla resumen de los dominios implicados en la induccién de cada uno de los 17 genes estudiados en
PCR en tiempo real. La agrupacion tiene en cuenta si el gen candidato se encontré mostrando una expresion
reducida en relacién a la linea WT al tiempo de maxima expresion por progesterona.

Tabla T11. Tabla resumen de los dominios implicados en la induccion de cada uno de los 17 genes estudiados por
PCR en tiempo real. La agrupacién tiene en cuenta el comportamiento de cada gen en las lineas celulares variantes
en relacion a la linea salvaje. Las categorias son Represion, Sin Induccion, Menor, Similar y Mayor.
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REGULACION TRANSCRIPCIONAL DEL GEN COND1

D.11.1.- EXPRESION DE CCND1 Y SU RELACION CON PROLIFERACION

Sabemos que uno de los efectos inducidos por la progesterona es la induccién de la
progresion celular desde la fase GO/G1 hasta la fase S. Y se ha descrito que la ruta de las
kinasas es la responsable directa de estos fendmenos (Skildum, 2005), ademas de haber sido ya
comprobado en nuestra linea WT usando inhibidores de la via MAPK como PD en ensayos de
proliferacion previos. Nuestros experimentos de proliferacion, usando las lineas variantes,
mostraron que tanto el dominio ERID como DBD (P-box) son claves en la mediacién de estos
efectos proliferativos. Era de esperar en la linea ERID, a causa de la deficiente induccién de la
cascada de sefializacion descrita, y en correlacion con los resultados con el inhibidor quimico
PD. Ahora bien que la linea celular DBD tampoco fura capaz de inducir proliferacion en
respuesta a hormona, implicaba que este dominio de unién al DNA ejercia un papel relevante en
la mediacion de estos efectos a través de hPRg. Extrapolando, podiamos sugerir que tanto la
actividad transcripcional de hPRg, como la activacion de la ruta extranuclear de MAPK eran
necesarias para la induccion de proliferacion en respuesta a progestina como ya habiamos

demostrado.

Se ha descrito que la expresién de Ciclina D1 es uno de los factores claves en la
mediacion del paso de las células en proliferacion de las fases G0/G1 hacia fase S.
Correlacionando la importancia de Ciclina D1 con los efectos proliferativos en respuesta a
progesterona, encontramos sobradas evidencias que confirmaban esta relacién. Encontramos
que las mutaciones en ERID y DBD afectaban a la expresion de mRNA de Ciclina D1, que a
nivel de proteina la linea testada ERID no acumulada cantidades semejantes al WT tras 24 horas
de tratamiento hormonal, e incluso que cinética de tiempo para DBD mostraba curvas deficientes
para la expresion de mRNA. En resumen, la expresion de Ciclina D1 requeria del modo de
accion del hPRg perdido por los mutantes ERID y DBD. Ademas, la no acumulacién de Ciclina
D1 implicaba una nula respuesta proliferativa al tratamiento con progesterona. De modo que, la
incapacidad de interaccionar con hERa y con los PREs, incapacida a estos hPRgs mutantes

para incrementar la expresion de Ciclina D1 que llevaria a proliferacion.

En resumen, los efectos de induccidn de ciclo celular promovidos por hPRg en respuesta
a progestina requieren el sinergismo de ambos modos de accion del receptor, tanto la activacion

de la via p42/p44 MAPK como el reconocimiento de PREs y la activacién transcripcional directa.



Teniendo la regulacion del promotor de Ciclina D1 un papel relevante en la mediacion de estos
efectos proliferativos.
D.11.2.- EFECTOS DE LA ELIMINACION DE CCND1

Como prueba de la correlacion entre Ciclina D1 y proliferacién usamos un SiRNA contra
el gen CCND1 para bloquear su expresion en la linea salvaje. De las tres construcciones usadas
dos de ellas consiguieron bajar la cantidad de Ciclina D1 lo suficiente como para alterar el paso
de células de la fase GO/G1 hacia S inducido por progesterona. Demostramos como una
inhibicién de un 50% de la expresion de CCND1 era capaz de mantener la induccién de la
proliferacion en valores similares a los de una linea celular control sin receptor de progesterona,

y como la linea salvaje inducia muy por encima de todas las demas

En resumen, los experimentos de silenciamiento en células humanas de cancer de
mama confirmaron la correlacion entre la expresion de CCND1 y la proliferacién celular,

sefialando a CCND1 como un potencial objetivo terapéutico para tratar cancer de mama.

D.11.3.- REGULACION DEL PROMOTOR DE CCND1

Una vez hemos determinado la importancia de Ciclina D1, el siguiente paso seria
ahondar en el mecanismo molecular oculto de la regulacion génica de su gen. Se ha descrito que
el promotor no contiene HREs, y se han definido regiones potencialmente sensibles para
estrdgenos, regiones a -57bp con sitios de reconocimiento Sp1y CRE, a -954bp con sitios Ap1,
una region potenciadoras a -2000bp con sitios Sp1, NFx-B y Oct1, y una region llamada ERGE
con sitios solapados para Ap1, Yy1y Oct1. A partir de estas regiones intentamos disefiar un
mapa que mostrara como se lleva a cabo la regulacion de CCND1 en respuesta a progesterona,

de la que hasta ese momento no existian claras evidencias.

Los ensayos de inmunoprecipitacién de cromatina en las lineas celulares salvaje y
mutantes, tras 15 minutos de tratamiento hormonal, nos mostraron como hPRg era encontrado
en la regién potenciadora 1 (ENH1) rica en sitios Sp1, Oct1, NFx-B, C/EBPf a -2000bp y a una
region situada a -50bp con sitios de reconocimiento para Sp1, Oct1, CRE. Ademas, encontramos
el reclutamiento del hPRg-M6 en la regiéon a -50bp pero no a la regién Enh1 a -2000bp,
implicando al residuo mutado de este PR como relevante para el reclutamiento a esta region
promotora distal. E indicando que las dos regiones de promotor requieren modos de accion

diferentes del hPRg, una de las cuales ha sido eliminada con el mutante M6.
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Finalmente ninguno de los otros mutantes hPRg-DBD, hPRs-ERID, hPRg-D4 fue
reclutado en alguna de las 7 regiones escaneadas del promotor de CCND1, indicando la
importancia de la union al DNA en la activacidn de este gen (aun sin sitios PREs reconocidos), el
valor de la dimerizacion en el residuo 604 como sefial del cambio conformacional sufrido por el

hPReg tras la union del ligando, y el papel clave que juega la activacion de la ruta de kinasas.

En resumen, el reclutamiento de hPRg y hPRs-M6 al promotor de CCND1 tras 15
minutos de tratamiento hormonal que implica una regulacién positiva de la expresion de este
gen, provocara la expresion de mRNA alcanzando un pico a 6 horas, una acumulacién de

proteina 12 horas después y efectos en proliferacion visibles tras 14-16 horas.

Como habiamos descrito anteriormente en el laboratorio y en este mismo trabajo,
encontramos a hPRg era reclutado en el Nucleosoma B del MMTV tras 15 minutos de
tratamiento hormonal. Adicionalmente, observamos como ninguno de los hPRgs mutados
recapitulaban hacia el promotor, aunque notamos un reclutamiento parcial de los mutantes
hPRg-ERID y hPRs-M6. De modo que, demostramos como el tratamiento con progesterona
promueve el reclutamiento sobre MMTV, correlacionandose perfectamente con los resultado de
expresion de MMTV en respuesta a hormona anteriormente descritos.

En conclusién, proponemos que la progesterona induce la expresién Ciclina D1 en
células de cancer de mama por unién directa o indirecta a través de factores transcripcionales
(quizés Sp1) al promotor en una regién situada a -50bp del inicio de transcripcion, requiriendo la
activacion de la cascada extranuclear de sefializacién MAPK y la homodimerizacion previa a su
accion como factor transcripcional. Ademas, la regién potenciadora 1 (Enh1) situada a -2000bp

corriente arriba del +1, podria tener un papel de apoyo en la expresion inducida de Ciclina D1.
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Conclusiones



Analisis De Los Dominios Funcionales Del Receptor De
Progesterona En Lineas Celulares Estables De Cancer De Mama

1) La expresion del hPR salvaje o formas mutadas, fusionadas a un péptido marcador en el
extremo amino terminal, en células de cancer de mama T47Dy desprovistas de hPR enddgeno,
se ha demostrado Util para estudiar la funcionalidad de los distintos dominios del receptor sobre
los patrones de expresion génica en respuesta a hormona.

2) Nuestros estudios se han realizado con las poblaciones de células eficientemente infectadas
con el vector de expresion de hPR y GFP, puesto que los clones individuales podrian tener
desviaciones respecto al comportamiento normal o promedio dificiles de controlar.

3) Los distintos mutantes creados presentaban las caracteristicas esperadas. DBD no se une ni
activa promotores que contienen HREs, como el MMTV; AF2 no activa eficientemente el
promotor modelo MMTV; ERID es incapaz de mediar los efectos citoplasmaticos que conducen a
la activacidn de la proliferacion.

4) Nuestros experimentos han revelado, ademas, que el dominio ERID también es necesario
para la activacion completa del MMTV, debido a la implicacion de la ruta hPR/ER/cSrc/Erk/Msk1
en la alteracién de la cromatina de este promotor, y que las mutaciones en DBD también afectan
la capacidad del receptor para mediar la activacion hormonal de la proliferacion celular.

®) Los resultados de microarrays requieren ser validados por Real-time PCR. Estudiar la
expresion génica a un unico tiempo de tratamiento hormonal puede enmascarar el
comportamiento real. Un seguimiento cinético de la expresion ha demostrado ser una
aproximacion mas valida.

©) El comportamiento génico general de las lineas deficientes respecto al salvaje seria: AF2, la
mayoria de los genes se afectan parcialmente, algunos pierden la induccion y en genes
concretos es similar. DBD y ERID, la mayoria pierde la induccion, en algunos menor y en pocos
similar. De modo que, la mayoria de los genes requieren de la unidn directa de hPR al DNA y del
dominio de interaccion con ER, supuestamente para induccion de MAPK. Asi ocurre con los
genes MMTV, CCND1, STAT5a., PCAF,...

7) La linea variante DBD es mas eficaz que la salvaje en inducir algunos genes (DUSP1, FOS,
TGFa). Aunque el mecanismo es incierto, hemos desvelado que los inhibidores para ERa (ICl) y
cSrc (PP2) afectan a la ruta de activacion.
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8) Los genes estudiados de respuesta rapida a hormona (FOS, MYC, JUN, DUSP1), no se
muestran afectados negativamente por ningiin mutante, implicando un mecanismo de activacion
alternativo.

9P) El uso de inhibidores de la ruta citoplasmatica ER/cSrc/MEK/Erk permite profundizar en el
posible mecanismo de activacion de ciertos genes por hormona. Hemos encontramos ciertas
discrepancias entre los genes afectados por la deleccion de la regiéon ERID y el uso antagonista
de ERa (ICI).

10) Dos nuevos mutantes de hPR en la D-box, supuestamente afectando la dimerizacion,
tienen comportamientos equivalentes segun el gen estudiado, asi como con el mutante DBD
previo. En general el mutante A604T presenta mas coincidencias con el DBD que el R606W.

11) Evidenciamos una alta correlacion entre la afectacion de los mutantes DBD y ERID sobre la
expresion de CCND1 y la induccién de proliferacion. Ciclina D1 (CCND1) podria ser el principal
regulador de proliferacion por progesterona.

12) Estudios preliminares parecen indicar que hPR es reclutado en, al menos, dos regiones del
promotor CCND1, y esta unién depende del dominio DBD.
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Material y Métodos



MATERLRIALELES

Reacivo | CONCENTRECION | casa comerciaL
R5020 10nM PerkinElmer Life Sciences
ICI 182,780 (ICI) - Tocris
PD 98059 (PD) - Calbiochem
PP2 - -
ANTICUERPO Inmunolz:xl;?eg::?r:‘iiaDE #S0 1 CASA COMERCIAL
Flag (M2) 1:200 1:8000 Sigma
a-Tubulina - 1:2000 Sigma
PR (H190) 1:250 1:1000 SantaCruz Biotech
pPR (Ab12) 1:250 1:1000 NeoMarkers
ERK (C-14) - 1:1000 Santacruz Biotech
pERK (E10) 1:200 1:2000 Cell Signaling
ERa (HC20) 1:250 1:1000 SantaCruz Biotech
c-Src (Src2) - 1:1000 SantaCruz Biotech
&;’E% 1:100 1:1000 Abcam
H3-pSer10 - 1:1000 Upstate
PLASMIDOS

pMMTV: Este plasmido reportero contiene el promotor MMTYV fusionado con un gen de luciferasa

y fue construido en el laboratorio por (Beato, ).

pSG5-PRe. Este vector de expresion para hPRg fue cedido amablemente por Pierre Chambon
(Kastner, 1990).

pSG5-PRBAERID. Este vector de expresion para hPRg-AERIDI (deleccion de la region ERID-I
(dominio de interaccion con el receptor de estrogenos)) fue construido en el laboratorio por
Cecilia Ballaré (Beato, 2001).
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pSG5-PRsEI11A. Este vector de expresion para hPRg-E911A (cambia un residuo de é&cido
glutamico por una alanita en el dominio de activacion 2 (AF2)) fue construido en el laboratorio por
Wenrong Gong (Beato, 1997).

pRAVFlag: Este vector de expresion retroviral conteniendoun tag TAP, consistente en un tag de
proteina A, un lugar especifico de corte para la proteasa del virus etch del tabaco (TEV), y un

epitopo flag, fue cedido amablemente por Xuedong Liu (Knuesel 2003).

pRAVFlag.hPRe: El clonaje se hizo insertando un fragmento de hPRg cortado con EcoRI/Notl
del plasmido pBAC2cp.HA-hPRs en el plasmido retroviral pRAVFlag.

pRAVFlag.hPRs-AERID: El clonaje se hizo insertando un fragmente de hPRg-AERID cortado
con EcoRI/Notl del plasmido pSG5.hPRsAERID en el plasmido retroviral pRAVFlag.

pRAVFlag.hPRs-AF2: El clonaje se hizo insertando un fragmente de hPRs-AERID cortado con
EcoRI/Notl del plasmido pSG5.hPRgE911A en el plasmido retroviral pRAVFlag.

pRAVFlag.hPRg-DBD: Se hizo una mutagénesis a partir del plasmido retroviral pRAVFlag.hPRg
usando el protocolo proporcionado por Stratagene®, cambiando los residuos G584E, S585G y
V589A.

pRAVFlag.hPRg-D4: Hicimos una mutagénesis a partir del plasmido pRAVFlag.hPRg usando el

protocolo proporcionado por Stratagene®, cambiando el residuo AG04T.

pRAVFlag.hPRg-M6: Hicimos una mutagénesis a partir del plasmido pRAVFlag.hPRg usando el

protocolo proporcionado por Stratagene®, cambiando el residuo R606W.



METODOS

M.1.- CULTIVO CELULAR Y TRATAMIENTOS HORMONALES
Las células de cancer de mama T47D y T47D-MMTVLuc (T47MVL) [Truss 1995] son

rutinariamente crecidas en medio DMEM, suplementado con un 10% de suero fetal bovino FBS,
2mM de L-Glutamina, 100 U/ml de penicilina y 100 mg/ml de estreptomicina a 37°C y 5% de
COa. Las células T47Dy (clon de la linea celular T47D que no expresa hPR; Sartorius 1994), que
fueron usadas para generar las células TYML25 (linea celular derivada de T47Dy con una copia
integrada del reportero MMTVLuc) expresando bien el hPRg salvaje o los mutantes hPRg-ERID,
hPRe-DBD, hPRg-AF2, hPRg-D4 y hPRg-M6 son crecidas en medio MEM suplementado con un
7% FBS, 2 mM L-glutamina, 100 U/ml penicilina y 100 mg/ml estreptomicina a 37°C y 5% de
CO.. Para los experimentos, las células son sembradas en medio sin rojo fenol suplementando
con 10% de suero charcolizado (DCC/FBS), y 24h después el medio es reemplazado por medio
fresco sin suero. Dos dias después en estas condiciones libres de suero, las células son tratadas
con R5020 (10nM) o etanol para los diferentes tiempos. Cuando fue necesario el inhibidor ICI
(10nM) fue afiadido simultdneamente, o PD (50nM), PP2 (25nM) fueron también afadidos pero

1 hora antes del tratamiento hormonal.

M.2.-WESTERN BLOT

Preparamos los extractos de las células transfectadas o estables con los plasmidos de
expresion codificando las formas del receptor de progesterona en un Tampon de Lisis (25mM
Tris pH 7.4, 1%SDS, 1 mM EDTA pH 8, 1mM EGTA pH 8) suplementado con inhibidores de
proteasas (2 mM fluoruro de fenilmetilsulfonilo, 20 mM B-Glicerol fosfato, 2mM NaV04 y un
Cocktail de inhibidores de proteinas (Roche)), determinando las concentraciones de proteinas
por microensayos de proteinas por BCA (Pierce). Cargamos la misma cantidad de proteina en
geles SDS al 8% de bisacrilamida, transferimos a membranas de nitrocelulosa, e incubados con
los anticuerpos correspondientes. A continuacion, incubamos con anticuerpos de cabra contra
lgGs de raton conjugados con peroxidasa (HRP) (para anticuerpos primarios monoclonales, a
una dilucion 1:3000) o contra IgG de conejo (dilucion 1:4000). Finalmente, determinamos la
inmunoreactividad usando una reaccion de quimioluminiscencia ECL (Amershan) siguiendo las

instrucciones del fabricante, para ser revelado usando una cdmara Fujifilm.
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M.3.-ENSAYOS DE TRANSFECCION

Para transfecciones transitorias plaqueamos 3,5-10° células en placas de 6 pocillos y
usamos el sistema de transfeccion por Lipofectamina (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Para cada pocillo usamos 3 pg del plasmido reportero y 6 ug de los vectores de
expresion, reemplazamos el medio OPTIMEM tras 6 horas por un medio con antibiéticos y con
rojo fenol (red MEM / red DMEM). Y tras dos dias en condiciones sin suero, las células son
incubadas durante 16 horas con R5020. Tras esta incubacion, las células son recogidas en
Reporter Buffer Lysis (Promega) y medimos la cantidad de proteina con el kit MicroBCA (Pierce).
Ajustamos los lisados a una concentracion equivalente de proteina, y medimos la actividad

luciferasa usando el kit Luciferase Assay (Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante.

M.4.- ENSAYO DE LUCIFERASA

Las lineas celulares salvaje y mutantes son sembradas por triplicado a 3,5-10°
celulas/pocillo en una placa de 6 pocillos y crecidas durante 16 horas antes de tratarlas con o sin
10nM de R5020 durante 24 horas. Finalmente, la actividad luciferasa es medida usando el kit

para ensayos de luciferasa (Promega) con un luminémetro (Dynex).

M.5.- GENERACION DE LINEAS ESTABLES POR INFECCION RETROVIRAL

Generamos el stock de virus infectivos al transfectar los plasmidos pVSVG (10ug;
codificando un gen de la envuelta proteica), pRAVFlag (15ug; conteniendo la sefial de
empaquetamiento) o sus construcciones derivadas en la linea celular empaquetadora GP2293
(3108 células/ placa 100mm; conteniendo los genes gag y pol), recogemos el sobrenadante
durante 72 horas y concentramos las particulas virales por ultracentrifugacién (26000 rpm ; 90
minutos) en el fondo de un tubo cénico Beckman con un 20% de sacarosa. Resuspendemos el
pellet con medio MEM vy afiadimos las particulas virales a diferentes MOls a los pocillos
conteniendo 350.000 células sembradas en una placa de 6 pocillos del dia anterior. Las células
infectadas son espinoculadas por centrifugacion durante 2 horas a 1200 rpm. Mantenemos
durante 24 horas el medio con lo virus. Finalmente, las células de cancer de mama estables
expresando los TAP-hPRg o los mutantes son obtenidas por separacion celular acorde a sus

niveles de GFP usando un separador celular FACSvantage SE (Becton Dickinson).

M.6.- ENSAYO DE PROLIFERACION CELULAR Y/O DISTRIBUCION DE CICLO



Las células son cultivadas en placas de 100mm en medio blanco libre de esteroides sin
suero durante 48 horas para arrestarlas antes del tratamiento con R5020 (10nM) durante 16-24-
48-72 horas, con solo el diluyente de la hormona (etanol, 0,05%), o 1 hora antes con el inhibidor.
Tras la incubacién las células son tratadas con bromodeoxyuridina (BrdU) durante 2 horas a
37°C en el mismo medio sin esteroides, recogidas, fijadas con etanol al 70% en PBS y
desnaturalizado el DNA con 0,5% BSA/HCI 6N disuelto en agua. Seguidamente, las células son
procesadas para la detecciéon inmunocitoquimica del BrdU incorporado usando un anticuerpo
anti-BrdU (Pharmingen), y después un anticuerpo secundario peroxidasa-FITC. Las células en
proliferacion (llevando a cabo la replicacién del DNA a la vez que la BrdU se incorpora) son
medidas por FACS. Cuando medimos porcentaje de células en ciclo celular, seguimos el mismo
protocolo pero sin afiadir BrdU tras el tratamiento hormonal, y si aladimos ioduro de propidio tras
lavar con PBS las células desnaturalizadas, dejandolo toda la noche a 4°C. En algunos casos un
se uso un inhibidor especifico de la activacion de la kinasa Erk (MEK). El inhibidor (PD98059) es
disuelto en dimetilsulféxido (DMSO) a una concentracion de 50uM y guardado en alicuotas a
20°C. El tratamiento con PD98059, o cantidades equivalentes de DMSO (control) son afiadidas 1

hora antes del tratamiento hormonal.

M.7.- LOCALIZACION SUBCELULAR // MICROSCOPIA CONFOCAL

Las células WT crecidas en MEM (Life Technologies) suplementado con 7% FCS,
veinticuatro horas antes del ensayo se cambian a MEM sin rojo fenol y 7% suero charcolizado
CCD-FBS. Las plaqueamos en cubres de cristal durante 30 horas en un medio libre de suero. Y
ya tratadas o no con R5020 (10nM) durante 5-10 minutos. Las células son lavadas dos veces en
PBS frio, fijadas durante 15 minuros a 4°C en 4% de paraformaldehido disuelto en PBS,
permeabilizadas en PBS conteniendo 0,2% de Triton X-100 y bloqueadas en PBS conteniendo
3% de BSA. Incubadas con anticuerpos conjugados a Alexa Fluor 488-555 (Molecular Probes),
tefiidas con 4,6-diamino-2-fenillindolina (DAPI) (marcador de nucleos) y montadas sobre los
portas usando SlowFade (Molecular Probes). Finalmente, la microscopia es llevada a cado
usando un microscopio Carl Zeiss AxioVert S100, y las imagenes generadas por el programa
SoftWoRx (Applied Precision)

M.8.- ENSAYOS DE INMUNOPRECIPITACION DE CROMATINA

Los ensayos ChIP fueron llevados a cabo como fue descrito por Strutt (1999), pero
usando cromatina de las células TYML25 expresando hPRs-WT o, cuando es indicado, los

mutantes, cultivados y tratados como ya hemos descrito. Los controles para interacciones no
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especificas de DNA fueron llevados a cabo por usando anticuerpos no relacionados de raton o
conejo (Sigma). Para cada experimento, las PCRs o PCRs en tiempo real fueron hechas con
diluciones del material de partida para determinar el rango de amplificacion. Y los genes de -

globina o actina usados como control.

M.9.- PURIFICACION SECUENCIAL POR TAP // INMUNOPRECIPITACION POR
FLAG

Cinco placas de 150mm de las células TYML25-WT (TAP-hPRe-IRES-GFP) son crecidas
al 90% de confluencia (=10-107 células) y tratadas con 100pM con R5020 (10-8) durante 5
minutos. Las células entonces son lavadas dos veces con tampon salino de fosfato (PBS),
escrapeadas en 5ml de PBS-EDTA (1mM), congeladas en N liquido, y lisadas en 5ml de
Tampdn de Lisado (50 mM Tris, pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Nonidet P-40, y 15%
glicerol) suplementado con inhibidores de proteasa (1 mM fenilmetilsulféxido, 0.7 pg/ml
pepstatina A, 2 ug/ml aprotinina, 2 mM NaF, y 1 mM NaV04). Cuantificamos los lisados y
llevamos a cabo la uniéon usando la relacién de 20 pl de resina sefarosa-lgG Fast Flow
(Amershan Biosciences) por cada 20 pg de proteina marcada. Incubamos los lisados con la
resina durante 3 h a 4°C, lavamos 3 veces con 500 pl de tampén salino con Tween 20, y
lavamos una vez mas con 200 pl de Tampoén TEV (Invitrogen). Las proteinas marcadas son
separadas de las beads usando 50 unidades de la proteasa TEV (Invitrogen) en 200 ul de
volumen de reaccion durante la noche a 4°C. Recogemos los sobrenadantes de la reaccién con
TEV conteniendo el hPR cortado y los complejos de interaccion. Lavamos las beads dos veces
con 150 pl del tampon TEV. Entonces, los sobrenadantes y los lavados son combinados y el
producto es purificado por union a 50 wl de un gel de resina de alta afinidad anti-Flag M2 (Sigma)
durante 4 h a 4°C. Finalmente, lavamos tres veces con 200 ul de tampon de lavado, y eluimos

con el péptido Flag

M.10.- EXTRACCION DE RNA // RT-PCR // PCR EN TIEMPO REAL

La obtencion de RNA fue llevada a cabo usando el kit de extraccion de RNA RNeasy
RNA (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. EI cDNA fue generado de 100ng de
RNA total usando el sistema de sintesis de hebras primarias (Invitrogen). Usamos 1ug de cDNA
como muestra para la RT-PCR siguiendo el protocolo proporcionado en el kit cDNA (Sigma).

Cuando se indica, la cuantificacion del producto génico fue hecha por PCR en tiempo real



usando el sistema SYBR Green (Roche) para el LightCycler 480 (Roche) en placas de 384
pocillos. Cada valor fue corregido por el gen GAPDH humano y expresado con unidades
relativas.

1 mg/ml en tampén de lavado.

M.11.- ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados fueron analizados por el test de la t de student y sélo las diferencias entre

dos medias con una p<0,05 fueron tomadas como significativas.

M.12.- MICROARRAYS Y ANALISIS DE DATOS

Las muestras fueron procesadas por la unidad de Microarrays del Centro de Regulacién
Genomica (CRG). Los datos sin tratar fueron procesados usando MARGE, y en una
implementacion desarrollada en CRG llamada LIMMA, un paquete analitico estadistico para
microarrays de Bioconductor (http://www.bioconductor.org) que esta corriendo en el entorno de
programacion R. Los analisis de factores discriminantes fueron generados usando una aplicacion
del programa FADA. A las intensidades de los genes les fue substraido el fondo (tomando la
media de las intensidades de canales y la media del fondo). Los spots con intensidades <2 veces
del fondo local en uno o ambos canales filtrados por fluorescencia (Cy3 o Cy5) y también los
controles, fueron excluidos de la normalizacion, y fueron referidos como “no fiables”. Se aplico un
algoritmo para la normalizacion dependiente de la intensidad usando un factor f=0.2 para todos
los experimentos. Los ratios normalizados de Log? fueron escalados asi que todos ellos tuvieran
la misma media absoluta y desviacién estandar a lo largo de todos los arrays, para dar el mismo
peso a cada gen, y no sdlo debido a la magnitud del ratio de expresion. El valor de rango
estadistico computado B de todas las hibridaciones duplicadas fue usado para determinar los
genes con cambios significativos. Consideramos los genes que mostraron unas inducciones de
regulacion positiva 0 negativa de 1.5 veces relativas a la muestra control con un valor de rango B
superior al 90th percentil como significativo. El valor de los cambios o el cambio relativo en el
numero de copias fue calculado como 2Log2Ratio sj e| valor del ratio era >0, 0 2-1log2Ratio sj este
era <0. Finalmente, para hacer el analisis estadistico de los datos, hemos usado un recurso
web libre, un paquete de programas para la gestion de datos de microarrays y analisis de TM4
obtenidos de TIGR (http://www.tigr.org/software/).
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