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RESUMEN

bcl-X es uno de los miembros de la familia de genes bcl-2 involucrados en el

proceso de apoptosis. Codifica para al menos 6 isoformas proteicas con funciones

opuestas sobre la muerte celular. Los glucocorticoides y los progestágenos controlan

la expresión de bcl-X y afectan la relación bcl-XL (anti-apoptótico)/bcl-XC (pro-

apoptótico) en diferentes tejidos. El gen bcl-X de ratón contiene al menos 5

promotores, que exhiben un patrón de activación específico de tejido. En este trabajo

se estudió el efecto de glucocorticoides y progestágenos sobre la regulación de la

actividad de los distintos promotores del gen. En el promotor 4 (P4) se describieron

dos elementos de respuesta a hormona (HREs), que unen el receptor de

glucocorticoides o de progesterona in vitro. Los niveles de transcriptos provenientes

de P4 y los de bcl -XL aumentaron luego del tratamiento hormonal en células

epiteliales mamarias de ratón, donde ambas hormonas previenen la apoptosis. Con

el fin de evaluar si un mecanismo similar está involucrado en la regulación hormonal

de tejidos donde los glucocorticoides inducen apoptosis, se llevaron a cabo análisis

in vivo en timocitos de ratones tratados con dexametasona y en células linfoides en

cultivo. Los glucocorticoides inhibieron la transcripción a partir de P4 y disminuyeron

la relación bcl-XL/bcl-XC favoreciendo la apoptosis a través del reclutamiento del

factor STAT5B. En resumen, bcl-X es uno de los genes blanco de esteroides, cuya

expresión diferencial en distintos tipos celulares mediaría los efectos tanto anti-

como pro-apoptóticos de las hormonas esteroideas. Los resultados observados en

esta tesis contribuyen a la comprensión de la bases moleculares de la apoptosis

dependiente de hormonas.
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ABSTRACT

bcl-X is one of the members of bcl-2 family genes that is involved in apoptosis. It

codifies for at least six different isoforms, some of them with opposite effects on

programmed cell death. Glucocorticoids and progestins control bcl-X expression and

influence the ratio between bcl-XL (antiapoptotic) and bcl-XS (proapoptotic) isoforms in

different tissues. The mouse bcl-X gene contains at least five different promoters,

which exhibit a tissue-specific pattern of promoter usage. Here we explore the

potential of the various bcl-X gene promoters to be regulated by glucocorticoids or

progestins. We found that promoter 4 (P4) contains two hormone response elements

(HREs), which bind glucocorticoid (GR)- or progesterone (PR) -receptor in vitro.

Analysis of the endogenous gene expression showed that transcription from P4 and

bcl-XL mRNA are increased upon steroid treatment in mouse epithelial mammary

cells, where both hormones prevent apoptosis. In order to test whether a similar

mechanism is involved in the hormonal regulation of tissues where glucocorticoids

induce apoptosis, we performed in vivo analysis of bcl-X expression on thymocytes of

mice treated with dexamethasone and on lymphoid cells in culture. We showed that

glucocorticoids inhibit transcription from the P4 promoter and decrease the ratio bcl-

XL/bcl-XS favoring apoptosis through the GR-mediated recruitment of STAT5B factor.

In summary, bcl-X is at least one steroid-target gene, whose differential expression in

different cell types is involved on both antiapoptotic and proapoptotic effects of steroid

hormones. The results observed in this thesis may contribute to the understanding of

the molecular basis of hormone-dependent apoptosis.
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INTRODUCCIÓN

El número de células presentes en un determinado tejido es el resultado de un

ajustado balance entre proliferación, arresto y apoptosis celular. El término

apoptosis, del griego “cayendo” (como ocurre con las hojas de los árboles, o los

pétalos de las flores), fue originalmente introducido por Kerr y col. (Kerr et al., 1972)

para enfatizar que un tipo de muerte celular estaría programada y constituye un

mecanismo esencial y evolutivamente conservado en el desarrollo y el

mantenimiento de la homeostasis tisular en sistemas multicelulares. La apoptosis

consiste en un programa fisiológico y genéticamente controlado que lleva a una

serie de cambios morfológicos y bioquímicos característicos. Los primeros signos

evidentes son la condensación de la cromatina, la desintegración del nucléolo y la

reducción del tamaño nuclear. Las células apoptóticas presentan pérdida del

volumen celular, compactación de las organelas, degradación internucleosomal del

ADN en fragmentos de 180-200 pb y finalmente alteración y ruptura de la membrana

plasmática, formando cuerpos apoptóticos discretos, que pueden ser fagocitados

por macrófagos y por otras células vecinas (Cory, 1995). El proceso apoptótico es

rápido y se caracteriza por no provocar una marcada respuesta inflamatoria dado

que el contenido celular no se libera al medio extracelular. También se observan

efectos a nivel mitocondrial, como un cambio en el potencial de membrana, flujo de

Ca2+ y liberación de especies reactivas de oxígeno (Abastado, 1996).

El control de la supervivencia celular es de vital importancia durante la

embriogénesis, y contribuye a modular el funcionamiento y la integridad de tejidos

adultos con elevado recambio celular, tales como las glándulas reproductivas y el
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sistema linfoide (Kiess and Gallaher, 1998). En este sentido, diferentes vías de

señalización simultáneas de activación e inhibición del crecimiento modularían la

susceptibilidad de una célula a la inducción de apoptosis.

La alteración de este programa de muerte celular puede ser crítica en ciertas

enfermedades neurodegenerativas, en daños por isquemia, en desórdenes

autoinmunes y en distintos tipos de cáncer (Squier and Cohen, 1997). Los

“desarreglos” en la apoptosis se consideran un complemento importante para la

activación de proto-oncogenes, dado que varias oncoproteínas que participan en la

división celular también inducen la muerte de las células (por ejemplo Myc, E1a,

Ciclina-D1) (Reed, 2003). En forma similar, defectos en la reparación del ADN y en

la segregación cromosómica llevan normalmente al suicidio celular como un

mecanismo de defensa para eliminar células genéticamente inestables.

Por lo tanto, una apoptosis aberrante permitiría la supervivencia de células

defectuosas, dando oportunidad a la selección de clones progresivamente

agresivos. Además se facilitaría la metástasis y se promovería la resistencia al

sistema inmune. De hecho, muchas de las células citolíticas T (CTLs) y células

natural killers (NK) que atacan tumores dependen de la integridad de la maquinaria

apoptótica (Reed, 2003).

Finalmente, defectos en la apoptosis asociados al cáncer juegan un papel

importante en la quimio- y radiorresistencia, aumentando el umbral para la muerte

celular y requiriendo dosis más altas para la eliminación de los tumores (Reed,

2003).
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Caminos de señalización involucrados en la apoptosis

Durante el proceso de apoptosis se activan enzimas proteolíticas denominadas

caspasas, que pertenecen a una familia altamente conservada de cisteína-proteasas

citoplasmáticas. Estas proteínas se sintetizan como proenzimas inactivas y se

activan por clivaje en residuos aspartato específicos (en forma autocatalítica o no),

liberándose las subunidades pequeñas y grandes que forman un tetrámero activo

(Green, 1998). Muchas proteínas celulares son sustrato de caspasas, como la

histona H1, el inhibidor de la nucleasa responsable de la fragmentación del ADN

(ICAD), enzimas reparadoras del ADN (PARP, ADN-PK), proteínas reguladoras del

ciclo celular (Rb, factor de replicación C) y del citoesqueleto (gelsolina, actina,

fodrina), proteínas involucradas en el splicing (U1-70 kDa) y proteínas esenciales

para el ensamblaje de la membrana nuclear (laminas), entre otras (Schulze-Osthoff

et al., 1998; Thornberry and Lazebnik, 1998).

Al presente se han descripto al menos cinco vías de activación de caspasas.

En primer lugar, la vía extrínseca de la apoptosis involucra receptores de la familia

del factor de necrosis tumoral (TNF), como TNFR1/CD120a, Fas/APO1/CD95,

DR3/Apo2/Weasle, DR4/TrailR1, DR5/TrailR2 y DR6. La unión del ligando al

receptor localizado en la superficie celular provoca el reclutamiento de distintas

proteínas intracelulares (incluyendo procaspasas) a los dominios citosólicos de

estos receptores, formando el complejo DISC (por death-inducing signaling

complex), que a su vez activa caspasas iniciadoras, como la caspasa-8 y en algunos

casos la caspasa-10. En sus prodominios N-terminales, estas caspasas tienen

dominios denominados efectores de muerte (DEDs) que interaccionan con el

correspondiente DED de proteínas adaptadoras como FADD, a través de los cuales
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se unen a los complejos de receptores de muerte de la familia del TNF (Figura 1)

(Reed, 2003).

En segundo lugar, la vía intrínseca de la apoptosis o vía mitocondrial puede

activarse por diversos estímulos, entre los que se encuentran la falta de factores de

crecimiento esenciales, el estrés oxidativo, el aumento del flujo de Ca2+, la

activación de algunos oncogenes, la presencia de agentes que dañan al ADN,

drogas que afectan los microtúbulos y hormonas esteroideas. En este proceso la

mitocondria libera al citocromo-c (cit-c) desde el espacio intermembrana al citosol. El

cit-c liberado induce el ensamblaje de un complejo multiproteico activador de

caspasas llamado apoptosoma (Green and Reed, 1998), cuyo componente central

es Apaf1. Apaf1 es una proteína activadora de caspasas que se oligomeriza al

interactuar con el cit-c y luego se une a la procaspasa-9 a través del dominio

reclutador de caspasas (CARD). El clivaje de la procaspasa-9 en su conformación

activa desencadena la subsiguiente activación de las caspasas efectoras (caspasa-

3, caspasa-6 y caspasa-7) (Figura 1).

Por otro lado, además del cit-c, se liberan otras proteínas mitocondriales al

citosol, como la endonucleasa G, una flavoproteína moduladora de muerte (AIF) y

proteínas como SMAC (DIABLO) y OMI (HtrA2) que antagonizan a las proteínas

inhibidoras de apoptosis (IAPs). Muchas de estas proteínas promueven la muerte

celular independiente de la activación de caspasas (Kroemer and Reed, 2000).
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FIGURA 1. Modelo esquemático de dos de los caminos de señalización más importantes en la
apoptosis. Dos vías principales en la ejecución del proceso apoptótico tienen lugar a partir de
señales recibidas por receptores celulares: la vía de las caspasas y la vía mitocondrial. Si la célula
sobrevive o muere estaría determinado por un balance de reguladores positivos versus negativos
que actúan a lo largo de toda la cascada de señalización (Opferman and Korsmeyer, 2003).

Más recientemente se describió una tercera vía de inducción de apoptosis

específica para las células CTL y NK, que secretan la proteasa inductora de

apoptosis denominada granzima B (GraB) sobre las células blanco (Motyka et al.,

2000). La GraB luego de interactuar con receptores de manosa-6-fosfato (IGFR2)

entra a las células y posteriormente a los compartimentos celulares a través de

canales formados por la proteína perforina. La GraB es una serina proteasa que al

igual que las otras caspasas, cliva sustratos en residuos aspartato (Reed, 2003).
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Se ha propuesto una cuarta vía de activación de caspasas en respuesta a

estrés. Esta vía podría involucrar al retículo endoplásmico y al Golgi, pero no se

conocen más detalles (Reed, 2003).

Por último, se ha descripto una vía nuclear durante el proceso de apoptosis

que se centra en estructuras macromoleculares subnucleares denominadas

dominios oncogénicos PML (PODs) o cuerpos nucleares (NBs) (Salomoni and

Pandolfi, 2002). Muchas proteínas que promueven apoptosis se localizan en PODs y

están involucradas en la activación de caspasas. Sin embargo, aún se desconoce

cómo se relacionan los PODs con la activación de estas proteínas (Reed, 2003).

Proteínas de la familia de Bcl-2

Las proteínas de la familia de Bcl-2, de la cual hasta el momento se han

identificado 24 miembros en humanos, desempeñan un papel central en la vía

intrínseca de apoptosis (Figura 2). Algunos de los miembros de esta familia tienen

funciones anti-apoptóticas y otros pro-apoptóticas. Dependiendo de su abundancia

relativa, los miembros con función anti- o pro-apoptótica suprimen o promueven los

cambios sobre la permeabilidad de la membrana mitocondrial que son necesarios

para la liberación del cit-c y otras proteínas apoptogénicas (Green and Reed, 1998;

Gross et al., 1999).

Los miembros de esta familia presentan homología en al menos una de las

cuatro regiones conservadas de tipo α-hélice, conocidas como "dominios homólogos

a Bcl-2" (BH1, BH2, BH3 y BH4) (Adams and Cory, 1998). Estudios de deleción y

mutagénesis permitieron demostrar que el dominio BH3 es un dominio de muerte

esencial, que debe estar expuesto en los miembros pro-apoptóticos para permitir la
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dimerización con otras proteínas de la familia (Wei et al., 2000). Un número

considerable de proteínas pro-apoptóticas se localiza en el citosol o interactúa con el

citoesqueleto en ausencia de señales apoptóticas (i.e. Bax, Bad, Bid, Bak, etc.).

Cuando se inicia la apoptosis, ocurren cambios conformacionales que les permiten

integrarse en membranas, especialmente en la membrana externa mitocondrial

(Gross et al., 1999; Wolter et al., 1997). Los miembros anti-apoptóticos, como Bcl-2

y Bcl-XL, cuentan con un dominio transmembrana en su extremo carboxilo terminal y

se encuentran asociados a membranas mitocondriales, nucleares o del retículo

endoplásmico (Gonzalez-Garcia et al., 1994).

FIGURA 2. Miembros anti- y pro-apoptóticos de la familia Bcl-2. BH1-4 son los dominios
homólogos a Bcl-2 y TM es el dominio transmembrana (Opferman and Korsmeyer, 2003)
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Las distintas proteínas de la familia pueden formar homo o heterodímeros con

funciones opuestas sobre la apoptosis. Por ejemplo, mientras los homodímeros de

Bax promueven la muerte celular, los heterodímeros Bax/Bcl-2 u homodímeros de

Bcl-2 la previenen (Gross et al., 1999). Por otro lado, Bad y Bak que interactúan con

Bcl-2 y Bcl-XL inducen apoptosis al impedir que estas proteínas se unan a Bax

(Abastado, 1996).

Tanto Bax como Bcl-2 pueden ser blanco de varios factores y/o señales que

controlan la muerte celular; las proporciones relativas de ambas proteínas funcionan

como un reóstato que determina la susceptibilidad o resistencia celular a los

estímulos apoptóticos (Green and Reed, 1998).

Por otro lado, se ha postulado que la sobreexpresión de miembros anti-

apoptóticos como Bcl-2 o Bcl-XL podría estar asociada a distintos tipos de cánceres

y a la resistencia de las células tumorales a los estímulos apoptóticos (Reed, 2003).

El gen bcl-X y sus distintos productos proteicos

Bcl-X es uno de los miembros de la familia que desempeña un papel clave en

el control de la muerte celular. Se han descripto al menos 6 isoformas generadas

por splicing alternativo de un único gen (Figura 3) (Boise et al., 1993; Fang et al.,

1994; Schmitt et al., 2004; Shiraiwa et al., 1996; Yang et al., 1997). Las distintas

isoformas tienen funciones opuestas sobre la muerte celular programada; por

ejemplo la isoforma larga de expresión ubícua Bcl-XL y la isoforma específica de

tejido Bcl-Xγ protegen de la apoptosis (Boise et al., 1993; Yang et al., 1997),

mientras que la isoforma corta, Bcl-XC, antagoniza la muerte celular al interactuar

con Bcl-XL y Bcl-2 (Boise et al., 1993; Yang et al., 1997). Debido a que Bcl-XC
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carece de los dominios BH1 y BH2, Bcl-XC no puede formar homodímeros. Otra

isoforma descripta, Bcl-XΔTM, de localización citosólica por carecer del dominio

transmembrana y de expresión ubícua, también previene el programa de muerte

celular (Fang et al., 1994). Una quinta isoforma de expresión específica de tejido,

Bcl-Xß, promueve la apoptosis en órganos como el cerebelo, el corazón y el timo

(Shiraiwa et al., 1996).

Recientemente, se ha identificado una sexta isoforma de Bcl-X extra corta, Bcl-

XES, que contiene solamente los dominios BH2 y BH4, tiene función anti-apoptótica y

se encuentra sobreexpresada en líneas celulares cancerígenas y en tumores

humanos (Schmitt et al., 2004).

FIGURA 3. Productos de splicing del gen bcl-X de ratón. El esquema superior muestra la
estructura genómica de la región codificante, indicándose los números de cada exón, los sitios de
splicing y los codones stop. Las distintas isoformas generadas se muestran en la parte inferior.
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Bcl-X tiene niveles altos de expresión en diversos tipos celulares humanos y

murinos, entre los que se encuentran neuronas sensoriales; timocitos corticales;

linfocitos activados y células plasmáticas en nódulos linfáticos; diversos tipos

celulares de la médula ósea como los megacariocitos, precursores de glóbulos rojos

y algunas células mieloides diferenciadas, espermatozoides y espermátidas, el

epitelio germinal del ovario, células epiteliales de mama, próstata, endometrio

uterino; células intestinales y células renales (Krajewski et al., 1994).

En muchos casos, los patrones de expresión de Bcl-XL son significativamente

diferentes de los descriptos para Bcl-2 a pesar de que ambas proteínas tienen

función anti-apoptótica, lo que sugiere que no actúan de manera redundante sino

que regulan la muerte celular en distintos estadíos de diferenciación a través de un

control específico de tejido (Krajewski et al., 1994). En este sentido, se demostró

que el ratón knockout de bcl-X muere alrededor del día 13 del estadío embrionario

debido a una muerte neuronal y hematopoyética masiva, contrariamente a lo que

ocurre con el ratón knockout de bcl-2, que es viable (Motoyama et al., 1995).

Estructura genómica de bcl-X

En comparación con los otros miembros de la familia de bcl-2, el gen bcl-X de

ratón presenta la estructura más compleja. Está compuesto por 11 exones, 8 de los

cuales comprenden en su totalidad las regiones 5´ y 3´ no codificantes (5´ y 3´ UTR,

respectivamente) (Figura 4). Las 6 isoformas del gen descriptas hasta el momento

tienen el mismo extremo amino-terminal, siendo sólo la región codificante del exón 5

común a todas ellas. Bcl-XL, Bcl-XC, Bcl-XδTM y Bcl-XES comparten además distintas

porciones del exón 6.
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Por otro lado, sólo Bcl-Xγ contiene al exón 7 en el extremo carboxi-terminal de

la proteína (Figura 3). Para esta última isoforma, recientemente se identificaron 3

transcriptos alternativos que difieren en la longitud de sus segmentos 3´ UTR, lo que

podría sugerir una nueva regulación del gen en esta región. Un transcripto más largo

permitiría introducir nuevas “estructuras de rulo” (stem loops) que podrían inferir

mayor estabilidad a los mensajeros (Yang et al., 2002).

FIGURA 4. Estructura genómica completa del gen bcl-X de ratón. El esquema muestra la
estructura genómica de las regiones 5´ y 3´ no traducibles en rojo y la región codificante en amarillo.
Se indican los 5 promotores con sus respectivos sitios de iniciación de la transcripción.

La región promotora de bcl-X contiene al menos 5 promotores (P1-P5) que son

activados de manera específica de tejido (Figura 5) (Gascoyne et al., 2003; Pecci et

al., 1997; Vicent et al., 2002; Yamamoto et al., 1998). El uso alternativo de

promotores puede generar varios ARN mensajeros que difieren por lo menos en sus

exones 5´ no codificantes. Además, la activación de un determinado promotor podría

generar isoformas específicas de splicing (Pecci et al., 2001), dependiendo de la

secuencia y/o de la estructura que adquieren los diferentes transcriptos en sus

extremos 5'. Por ejemplo, la activación de P1 conduce mayoritariamente a la

expresión de bcl-XL, no habiéndose detectado expresión de bcl-XC o bcl-X
γ
 en
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al exón 4, se generan las isoformas bcl-XL y bcl-XC en abundancias comparables.

No obstante, a partir de los transcriptos que incluyen al exón 3, se expresan bcl-XL y

bcl-XC sólo en timo, siendo más abundante bcl-XC que bcl-XL. Además, se observó

que bcl-Xγ proviene de transcriptos que contienen al exón 3 o al exón 4 en todos los

tejidos estudiados (Figura 5).

FIGURA 5. Región promotora y codificante del gen bcl-X de ratón. La región 5’ no codificante
está indicada en rojo y la codificante en amarillo. Los posibles sitios dadores y aceptores de splicing,
de acuerdo a la secuencia primaria, se indican en línea de puntos. Las regiones en gris muestran los
promotores inactivos y las regiones no transcriptas. La activación de un determinado promotor
genera isoformas de splicing específicas (últimos 3 esquemas de la figura). El exón que corresponde
a bcl-Xγ se muestra en otro tono de amarillo y en la parte superior de cada esquema.

Este conjunto de evidencias indica que en algunos tipos celulares los cambios

en la abundancia relativa de las isoformas de bcl-X son esenciales para lograr un
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adecuado control de la apoptosis. De esta forma, parece ser necesaria una

regulación precisa no sólo de la transcripción a partir de la activación de los distintos

promotores, sino también del splicing de los transcriptos generados.

La región promotora del gen bcl-X humano está compuesta por al menos 3

exones con un alto grado de homología (aproximadamente del 85%) con las

regiones correspondientes a P1, P2 y P3 de ratón. Además, se encontraron dos

potenciales secuencias TATA box ubicadas río arriba de la región homóloga a P3,

como así también sitios de unión para los factores de transcripción Ets y AP-1. De

manera similar a lo observado en ratón, se descubrió una regulación específica de

tejido sobre la expresión de las distintas isoformas humanas de bcl-X (MacCarthy-

Morrogh et al., 2000).

Regulación de la expresión del gen bcl-X

El análisis de la secuencia correspondiente a la región 5´ del gen bcl-X de

ratón permitió la identificación de varios motivos consenso de unión de distintos

factores de transcripción, cuya relevancia fisiológica aún no se conoce. Se ha

demostrado que la expresión de las distintas isoformas de bcl-X está controlada por

varios estímulos que actúan a través de factores de transcripción del tipo Ets, Sp1,

GATA-1, Oct-1, Rel/NF-κB, AP-1, y STAT (Grillot et al., 1997). Asimismo, las

cascadas de señalización de Ras activado, integrina, vitronectina y el factor de

crecimiento de hepatocitos también están asociadas a cambios en la regulación de

la expresión del gen (Grad et al., 2000).
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El factor Ets inhibe la apoptosis de macrófagos inducida por la ausencia de

factores de crecimiento mediante un mecanismo dependiente de la expresión de bcl-

X (Sevilla et al., 1999).

La actividad del factor NF-κB resultó ser necesaria para evidenciar los efectos

anti-apoptóticos de CD40 en células B, debidos a una mayor expresión de Bcl-XL

(Chen et al., 1999). De manera similar, la expresión de factores de transcripción del

tipo c-Rel o RelA aumentan específicamente los niveles del ARNm y de la proteína

de Bcl-XL en células de fibrosarcoma. No obstante, el papel que desempeña Rel/NF-

κB en el control de la expresión de bcl-X es complejo y depende del tipo celular, del

estadío de diferenciación y de la naturaleza del estímulo. Por ejemplo, a diferencia

de lo que ocurre en células B o de fibrosarcoma, NF-κB no tiene ningún efecto sobre

los niveles de transcriptos de Bcl-XL en la apoptosis inducida por TNFα en células

Jurkat (Grad et al., 2000).

Las proteínas STAT (signal transducers and activators of transcription) se

activan al ser fosforiladas en tirosina por quinasas Janus (JAKs), dimerizan a través

de dominios SH2, translocan al núcleo y funcionan como efectores de un gran

número de factores de crecimiento y citoquinas. Los STATs activados se encuentran

en una amplia variedad de tumores y cánceres humanos, y distintas evidencias

sostienen que contribuyen a la oncogénesis por modulación de los niveles de Bcl-XL

y alteración del umbral de agentes quimioterapeúticos (Grad et al., 2000). Una

mayor señalización mediada por el receptor del factor de crecimiento epidermal

(EGF) en ciertos carcinomas, o por el receptor de IL-6 en células de mieloma

correlaciona con una actividad constitutiva de STAT3 y el aumento de los niveles de

la isoforma anti-apoptótica Bcl-XL (Catlett-Falcone et al., 1999; Grandis et al., 2000).

Una situación similiar se observa con el factor inhibitorio de leucemia (LIF) que
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confiere citoprotección en miocitos cardíacos a través de STAT1 (Fujio et al., 1997).

La activación de la vía JAK2-STAT5 mediada por el receptor de IL-2 lleva a una

mayor expresión de Bcl-XL en linfocitos y otros tipos celulares (Lord et al., 2000).

La regulación de la abundancia relativa de isoformas de bcl-X por distintos

estímulos tiene mucha relevancia en el control de la apoptosis de tejidos que

experimentan ciclos de crecimiento y muerte celular, como son aquéllos

dependientes de hormonas. Señales externas, como los esteroides, pueden influir

sobre los productos de splicing resultantes, regulando la elección del promotor a

través de sus receptores hormonales activados, como se propuso recientemente

para otros genes blanco (Auboeuf et al., 2002). Dependiendo de dicha región

promotora y del contexto celular, el mismo factor transcripcional puede reclutar

diferentes reguladores que medien efectos distintos sobre la transcripción y el

procesamiento del ARN. Dado que la mayoría de los genes humanos dan lugar a

isoformas de splicing diferentes que pueden cumplir diferentes funciones biológicas,

varios mecanismos deberían coexistir para asegurar que la isoforma de ARN

mensajero adecuada se genere en las cantidades correctas, de forma específica de

tejido y en respuesta a distintas señales biológicas. Un desacoplamiento patológico

entre transcripción y procesamiento del ARN podría tener un impacto dramático

sobre la homeostasis celular.

Mecanismo de acción de las hormonas esteroideas

Los esteroides reprimen o activan la transcripción génica a través de su

interacción con receptores intracelulares (steroid hormone receptors, SHRs), que

son factores de transcripción dependientes de ligando (Beato et al., 1995). La
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estructura modular de los SHRs, conservada en otros miembros de la familia de

receptores nucleares, consiste en un dominio de unión a ADN (DBD), señales de

localización nuclear, un dominio de unión de ligando (LBD) y dos dominios de

transactivación (AFs). Luego de la unión de la hormona, el complejo hormona-

receptor regula la expresión de genes blanco uniéndose a secuencias de ADN

específicas presentes en las regiones promotoras y/o enhancers de dichos genes,

denominadas elementos de respuesta a hormona (HREs). En particular, los

receptores de progesterona (PR), glucocorticoides (GR), mineralocorticoides (MR) y

andrógenos (AR) se unen exclusivamente como homodímeros (al menos in vivo) a

la misma secuencia palindrómica consenso TGTYCTnnnACARGA (Scheidereit et

al., 1983). La estructura cristalográfica del GR reveló una hélice de reconocimiento

del ADN (denominada P box) coordinada por un motivo de unión a zinc que contacta

específicamente las bases del surco mayor. Un segundo átomo de zinc organiza

una α-hélice orientada a lo largo del eje del ADN y la D box, responsable, en parte,

de la homodimerización (Figura 6).

FIGURA 6. Estructura de los receptores de hormonas esteroideas. El esquema superior muestra
los dominios que componen el GR y los co-activadores que interactúan con la porción carboxi-
terminal de la proteína. En el centro, el DBD se ensambla como dímero sobre el HRE y se señalan
los motivos P y D-box coordinados por zinc que participan en la unión. La estructura cristalográfica
del LBD se detalla a la derecha (Beato et al., 1995).
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Dos isoformas del GR, α  y β, se caracterizaron en células humanas (Cidlowski

et al., 1996). Sin embargo, toda la actividad del receptor se atribuyó a la isoforma α

(GRα). Posteriormente se encontró que a partir del gen GRα  se sintetizan a su vez

dos isoformas proteicas, GR A y GR B, generándose ésta última a partir de un

segundo sitio de iniciación de la traducción ubicado río abajo del primer codón que

da lugar al GR A (Amsterdam et al., 2002). Ambos receptores muestran una

localización subcelular similar y translocan al núcleo luego de activarse por la

interacción con el ligando. Análisis funcionales de la actividad del GR A y del GR B

sobre distintos promotores que responden a glucocorticoides revelaron que la

isoforma más corta (GR B) es casi dos veces más efectiva en la transactivación

génica que la especies larga (GR A); sin embargo esta diferencia funcional entre

ambas isoformas no se observa en la transrrepresión (Amsterdam et al., 2002).

En contraste con otros receptores nucleares, en ausencia de la hormona, todos

los SHRs están asociados a un gran complejo multiproteico de chaperonas, que

incluyen a la Hsp90 y a la inmunofilina Hsp56, que los mantienen en una

conformación inactiva pero receptiva para unir el ligando. Durante muchos años se

pensó que la función principal de la Hp90 sobre el receptor de glucocorticoides era

la de retenerlo en el citoplasma. Luego de la activación del GR por la hormona se

producía la liberación de Hsp90 y la consecuente translocación al núcleo del

receptor (Savory et al., 1999; Galigniana et al., 1999). Sin embargo, recientemente

se demostró que el GR transloca en asociación con Hsp90 (Pratt et al., 2004a). De

hecho, la unión del ligando al receptor desencadena la transformación del LBD del

mismo a un estado en el cual interactúa en forma dinámica con el heterocomplejo de

chaperonas, asociándose y disociándose de la Hsp90 y de las inmunofilinas. Estas

últimas unen el complejo del receptor a las proteínas motoras responsables del
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transporte retrógrado (hacia el núcleo) (Pratt et al., 2004b). Es en el núcleo donde el

receptor se disocia de las chaperonas, dimeriza e interactúa con la cromatina. Luego

de la unión al ADN, el receptor se asocia con componentes de la maquinaria basal

de transcripción a través de factores de transcripción específicos de secuencia o co-

activadores que actúan como puente entre los SHRs y el complejo de iniciación.

Entre los factores intermediarios que interactúan con el dominio AF2 en la región

carboxilo terminal del SHR activado se encuentran miembros de la familia p160,

como SRC-1, SRC-2 (TIF2/GRIP1) y SRC-3 (pCIP/RAC3/ACTR) (Li et al., 2003).

La activación de los receptores hormonales involucra también su propia

fosforilación en residuos de serina o treonina ubicados en el extremo amino-terminal

del DBD (Bodwell et al., 1998). Se sugirió que el estado de fosforilación del GR

disminuye su vida media y tiene efectos biológicos significativos sobre la expresión

del mismo receptor y en la transactivación de algunos genes blanco (Ashwell et al.,

2000).

Por otro lado, como se mencionó anteriormente, los SHRs no sólo son capaces

de estimular la actividad génica, sino también son represores transcripcionales

competentes (Figura 7). Teóricamente, la represión transcripcional puede ocurrir por

competencia de un sitio de unión a ADN, por competencia por mediadores comunes

al complejo de iniciación de la transcripción, o por secuestro de factores de

transcripción en formas inactivas (Beato et al., 1995). El último de estos

mecanismos posibles se ejemplifica con la interferencia transcripcional de los

receptores nucleares con dos grupos de factores de transcripción de particular

importancia fisiológica, AP-1 y NF-κB. La inhibición de genes dependientes de AP-1

por receptores nucleares es transcripcional y rápida, no requiere síntesis de

proteínas, y se observa interacción directa entre ambos factores (Beato et al., 1995).
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La relación es mutua dado que una elevada expresión o activación de AP-1 en

respuesta a factores de crecimiento o ésteres de forbol inhibe a los promotores con

HREs. En esta inhibición mutua, el factor que interfiere no contacta el ADN y el

factor reprimido permanece unido al mismo. La propiedad inhibitoria de los SHRs

sobre AP-1 es claramente distinta de sus funciones de transactivación. Es

dependiente del ligando pero ocurre a menores concentraciones del mismo que la

transactivación (Beato et al., 1995). Muchos antiglucocorticoides, antiprogestágenos

y antiandrógenos interfieren con la unión al ADN, pero inducen transrepresión,

sugiriendo que distintos ligandos pueden dar lugar a conformaciones de SHRs

sustancialmente diferentes. Los SHRs pueden existir en conformaciones de

transactivación o transrrepresión, en la cual el receptor no homodimeriza y los

dominios de activación están ocultos. Las interacciones de proteínas y ligandos

inducen cambios conformacionales que podrían ser la base para esta actividad dual

de los SHRs, y se postuló la influencia del ADN sobre una particular estructura

tridimensional. Tanto un efecto sinérgico como inhibitorio podría ocurrir con uno sólo

de los factores unidos al ADN (Beato et al., 1995).

De esta manera, las propiedades represoras y activadoras de los SHRs

pueden ser discriminadas por mutaciones del receptor. En particular, mutantes que

no pueden unirse al ADN, mutantes con AFs defectuosos o mutantes de D box que

no dimerizan, reprimen eficientemente promotores dependientes de AP-1,

presumiblemente como monómeros (Beato et al., 1995).
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FIGURA  7. Mecanismo de acción de los glucocorticoides. El GRα  regula positiva o
negativamente la transcripción de genes blanco mediante la unión a sus HREs como homodímero o
como heterodímero con el GRβ. En forma monomérica también interactúa con otros factores de
transcripción como AP-1 y NF-κB inhibiendo la actividad de éstos últimos. Por otro lado cuando el
GRα se une al Stat-5, actúa sinérgicamente en la activación de genes dependientes de este factor
(http://www.endotext.org/adrenal/adrenal16/adrenal16.htm).

En promotores con sitios de unión para NF-κB, la inhibición por

glucocorticoides se explica por una rápida inducción de la síntesis del inhibidor

IκBα en respuesta a la hormona, que secuestra al factor de transcripción en el

citoplasma (Beato et al., 1995), y también por interacción directa del GR con p65

(Garside et al., 2004)

La organización estructural del ADN mostró tener un papel clave sobre la

regulación de la expresión génica dependiente de SHRs. En levaduras, la

transactivación mediada por el GR requiere componentes remodeladores de la

cromatina del complejo SWI/SNF (Beato et al., 1995). Los genes homólogos de

SWI2 en humanos son Brm y BRG1. Se demostró que en células carentes de la
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expresión de hBrm, la respuesta al GR es débil y sólo puede ser recuperada con la

expresión exógena de hBrm o de BRG1, ambos complejos multiproteicos

dependientes de ATP (Khavari et al., 1993; Muchardt and Yaniv, 1993). BRG1 se

une específicamente a la proteína del retinoblastoma Rb, y ésta aumenta la

expresión de genes regulados por el GR sólo en presencia de hBrm. Estos

resultados muestran la asociación de los SHRs y la compleja maquinaria celular

involucrada en la dinámica de la cromatina y el control del ciclo celular.

El promotor del virus de tumor mamario de ratón (MMTV) constituye un

ejemplo muy bien documentado de control transcripcional por hormonas

esteroideas. Los SHRs se unen a varios HREs y facilitan la interacción de otros

factores de transcripción, como NF1 y OTF1, con el promotor del MMTV. Sin

embargo, la distribución de nucleosomas sobre esta región no es al azar, y

diferencias conformacionales o topológicas del ADN pueden modular la

accesibilidad de elementos que actúan en cis sobre el mismo. La inducción

hormonal causaría un rearreglo nucleosomal que permitiría la unión simultánea de

NF1 y OTF1 a sus sitios de unión, y la consecuente activación transcripcional. Dado

que estos factores no se pueden unir al mismo tiempo al ADN desnudo del MMTV,

una configuración abierta de la cromatina sería un prerrequisito esencial para una

activación óptima del promotor. Este cambio de la organización nucleosomal

inducido por la hormona podría relacionarse con un reclutamiento de SWI/SNF u

otro complejo remodelador mediado por el receptor (Beato et al., 1995).

Los receptores de hormonas esteroideas reclutan diferentes complejos co-

activadores que promueven distintos patrones de modificación local de la cromatina

(Li et al., 2003). Tanto el PR como el GR se reclutan al promotor del MMTV e

inducen su transcripción luego del tratamiento hormonal. No obstante, el PR recluta
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selectivamente SRC-1 y CBP, causando la acetilación de la histona H4. Mientras

que el GR se asocia preferentemente con SRC-2, que recluta subsecuentemente

pCAF, provocando la modificación de la histona H3. Estos estudios indican que el

reclutamiento diferencial de co-activadores por receptores nucleares determina el

ensamblaje de estos complejos sobre promotores blanco con el fin controlar la

transcripción a través de patrones específicos de modificación de histonas (Li et al.,

2003).

Esteroides y apoptosis, especificidad tisular

Inducción de la apoptosis por hormonas esteroideas

Los glucocorticoides alteran tanto el metabolismo celular como la expresión

génica en mamíferos, y tienen efectos citotóxicos en determinados tipos celulares,

como los linfocitos (Amsterdam and Sasson, 2002). Los glucocorticoides liberados

por la glándula adrenal durante períodos de estrés llevan al catabolismo de

proteínas, lípidos y carbohidratos, y a un aumento del azúcar en sangre. Además

participan en la modulación del sistema inmune y del sistema nervioso central, como

así también son necesarios para el desarrollo y la maduración de muchos órganos,

como los pulmones y la misma glándula adrenal.

Las hormonas esteroideas, en particular los glucocorticoides, tienen efectos

específicos de tejido sobre la muerte y la supervivencia celular; no obstante, el

mecanismo molecular de la apoptosis dependiente de hormonas aún no se conoce

completamente.

En la mayoría de las células nucleadas del sistema vascular, como los

monocitos, macrófagos, y linfocitos T, los glucocorticoides inducen apoptosis a
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través de la vía mitocondrial (Amsterdam and Sasson, 2002), jugando un papel anti-

inflamatorio e inmunosupresor central.

El timo cumple un papel central en la diferenciación y selección de células T

funcionales. A pesar de que la glándula adrenal es la mayor fuente de

glucocorticoides liberados en respuesta a la hormona ACTH secretada por la

hipófisis, las células epiteliales del timo también los sintetizan. Esta producción local

de glucocorticoides participaría en el desarrollo temprano de timocitos y en el

proceso de selección que determina el repertorio de células T maduras específicas

de antígeno (Ashwell et al., 2000).

Los timocitos CD4+CD8+ son extremadamente sensibles a la muerte celular

mediada por glucocorticoides, y aún concentraciones fisiológicas logradas durante

una respuesta a estrés pueden ser suficientes para causar apoptosis. Las células T

periféricas en reposo, no obstante, son comparativamente resistentes a la muerte

inducida por glucocorticoides, debido a la expresión de Bcl-2 presente en este tipo

celular y ausente en el primero (Ashwell et al., 2000).

Por otro lado, el timo aislado de ratas adrenalectomizadas inyectadas con

glucocorticoides muestra una reducción de su peso en un 50 % 48 horas más tarde,

y una disminución del 80 % de la población de timocitos principalmente inmaduros y

ubicados en la corteza (Compton and Cidlowski, 1986).

La mayoría de los efectos de los glucocorticoides sobre el control de la

apoptosis en varios tipos celulares está mediado por el GRα. Aún no queda claro si

el GRβ, que es capaz de inhibir la actividad del GRα, está involucrado en la

modulación de la apoptosis inducida por estos esteroides (Amsterdam and Sasson,

2002).
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En ratones GRdim/dim, generados por knock in de una variante del GR que

presenta una mutación puntual en uno de los dominios de dimerización, los genes

dependientes de HREs pierden inducibilidad y provocan desarreglos en muchas

funciones fisiológicas del GR (Reichardt et al., 1998). No obstante, estos mutantes

son viables, lo cual indica que las actividades del GR dependientes de la unión al

ADN no son esenciales para su supervivencia. El receptor actuaría en forma

independiente a través de interacciones proteína-proteína con otros factores de

transcripción (AP-1, NF-κB, STAT5), como ocurre en general en fenómenos de

represión. La interferencia con estos factores ocurriría en la última etapa de la

iniciación de la transcripción, luego de la formación del complejo de pre-iniciación.

Este efecto represor, tan eficiente en células GRdim/dim como en células salvajes,

estaría mediado por monómeros del GR. Análisis mutacionales mostraron que el

dominio de unión a ligando y el de unión al ADN participan en este modo de acción.

En particular, si el mecanismo molecular de la apoptosis es una consecuencia

de la activación transcripcional dependiente de la unión al ADN, o se debe a una

represión de factores de supervivencia mediada por el GR dio lugar a controversias

durante los últimos años. Los análisis de los ratones GRdim/dim demostraron que la

apoptosis de timocitos y células T maduras requiere de la unión de los dímeros GR-

GR a los HREs, mientras que las actividades inmunosupresoras y anti-inflamatorias

llevadas a cabo por los glucocorticoides son independientes de la misma (Reichardt

et al., 1998).

Recientemente se encontró que los glucocorticoides llevan a cabo algunos de

sus efectos a través de un receptor de membrana, distinto del clásico GR

intracelular. No obstante, no hay evidencias de que los glucocorticoides afecten la

apoptosis a través de una vía no genómica (Amsterdam et al., 2002). Por otro lado,
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se demostró que los glucocorticoides pueden alterar el potencial de la membrana

plasmática, causando cambios específicos sobre la expresión génica, sugiriendo un

mecanismo novel para la inducción de apoptosis por estas hormonas (Mann and

Cidlowski, 2001).

Como se mencionó anteriormente, la inducción de apoptosis por

glucocorticoides también puede estar mediada por interferencia con otros factores

de transcripción, como AP-1. En este sentido, se demostró que líneas celulares de

leucemia de tipo T que expresan mutantes del GR defectuosas en la activación

génica son altamente sensibles a los glucocorticoides, observándose inhibición de la

producción de IL-2, represión de la actividad de AP-1 e inducción de apoptosis

(Amsterdam and Sasson, 2002). Otra vía relacionada con la modulación de

apoptosis por glucocorticoides es a través del NF-κB, que es inducido por citoquinas

pro-inflamatorias y desempeña un papel central en procesos inmunológicos e

inflamatorios, dirigiendo la transcripción de quimioatractantes, citoquinas como el

TNFα y la IL-2, receptores de citoquinas y moléculas de adhesión celular. Sin

embargo, la dexametasona, un análogo sintético de los glucocorticoides, aumenta la

translocación nuclear del NF-κB en células hepáticas. A pesar de que existe cierta

controversia acerca del papel de este factor de transcripción sobre la apoptosis,

diversas evidencias sostienen su acción anti-apoptótica cuando la muerte celular es

inducida por el TNFα. Además, se demostró que células naturalmente resistentes a

la apoptosis se vuelven sensibles cuando son transfectadas con un vector de

expresión para IκBα, que inactiva al NF-κB.

Los glucocorticoides inhiben la producción de varias citoquinas y también

actúan sinérgicamente con otras en diversos tipos celulares (Amsterdam and

Sasson, 2002). En este sentido, estas hormonas esteroideas aumentan la expresión
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de varios receptores de citoquinas, lo cual podría indicar funciones regulatorias del

sistema inmune positivas. Altos niveles del GRβ en neutrófilos humanos permiten

reducir la tasa espontánea de muerte celular en respuesta a los corticoides

(Amsterdam and Sasson, 2002).

Prevención de la apoptosis por hormonas esteroideas

Los glucocorticoides protegen de señales apoptóticas provocadas por

diferentes estímulos en células de epitelio mamario (Berg et al., 2002; Schorr and

Furth, 2000), endometrio (Pecci et al., 1997), y folículo ovárico (Hillier and Tetsuka,

1998), como también en hepatocitos (Yamamoto et al., 1998) y fibroblastos

(Gascoyne et al., 2003).

El crecimiento normal de la glándula mamaria involucra proliferación,

diferenciación, muerte celular y remodelación de la membrana basal a través de la

estimulación del ciclo ovárico, la preñez y la lactancia. Estos fenómenos están

regulados por interacciones complejas de múltiples hormonas, como los estrógenos,

la progesterona, los glucocorticoides, la insulina y la prolactina (Kiess and Gallaher,

1998).

La regresión de la glándula mamaria lactante es inducida por una disminución

en las concentraciones de prolactina y glucocorticoides, que causan una menor

expresión génica de la proteína de la leche, β−caseína, y un aumento de la

expresión de genes asociados a la apoptosis como el TGF-β (Kiess and Gallaher,

1998). Niveles elevados de glucocorticoides en la glándula mamaria de ratón

contribuyen a mantener la morfología del tejido, inhiben la involución y provocan la

acumulación de leche. Estos efectos se acompañan de la activación de la PKA, el
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aumento de los mensajeros de c-fos, jun B y jun D, y la unión al ADN del factor AP-1

(Amsterdam et al., 2002). El crosstalk entre receptores de hormonas esteroideas y

AP-1 es mutuo, inhibiéndose la actividad biológica de ambos factores como así

también la involución del epitelio mamario, lo cual indicaría que la apoptosis en la

glándula mamaria luego de la lactancia depende de un AP-1 funcional (Feng et al.,

1995).

Se han intentado definir los mecanismos moleculares por los cuales el receptor

de glucocorticoides controla el desarrollo de la glándula mamaria y la lactancia

mediante el uso de ratones genéticamente modificados con un GR defectuoso para

unirse al ADN, (Reichardt et al., 2001). Estos ratones conservan la capacidad de

regular la transcripción por interacciones proteína-proteína, pero carecen del control

de la expresión génica por mecanismos dependientes de la unión al ADN. La

ausencia de esta función del GR afectó el desarrollo normal de los ductos de la

glándula mamaria en hembras vírgenes, probablemente debido a una reducida

proliferación de las células epiteliales. Por el contrario, hembras en lactancia

tuvieron glándulas mamarias normalmente diferenciadas y fueron capaces de

producir correctamente proteínas de la leche. Estos resultados son coherentes con

la demostración de que el GR defectuoso para unirse al ADN conserva la capacidad

de interactuar con proteínas STAT5 fosforiladas, lo que sugiere que la regulación de

la transcripción por interacciones proteína-proteína constituye la base para la acción

de los glucocorticoides en este proceso (Reichardt et al., 2001).

Por otro lado, los glucocorticoides limitan el daño del tejido folicular y median

su reparación y/o remodelación luego de la ovulación en el ovario. En células de la

granulosa la protección de la apoptosis involucra la promoción de los contactos

celulares y la comunicación intercelular, la estabilización del citoesqueleto de actina
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y la regulación positiva de la expresión de bcl-2 (Amsterdam et al., 2002).

Finalmente en hepatocitos y fibroblastos, los glucocorticoides inhiben la pérdida del

potencial de membrana mitocondrial y activan al factor de transcripción NF-κB

(Amsterdam et al., 2002).

Regulación de la expresión de bcl-X por esteroides

bcl-X es uno de los genes más activos en la inducción y prevención de la

apoptosis dependiente de hormonas. Su expresión es sensible a los

glucocorticoides y a la progesterona, los que además afectan la relación entre bcl-XL

(isoforma anti-apoptótica) y bcl-XC (isoforma pro-apoptótica) en distintos tipos

celulares (Chang et al., 1997; Gascoyne et al., 2003; Pecci et al., 1997; Schorr and

Furth, 2000; Vicent et al., 2002). En timos de ratas adrenalectomizadas, se observó

que el efecto apoptótico inducido por los glucocorticoides se correlaciona con una

inhibición de la expresión de bcl-X, y una disminución en la relación bcl-XL/bcl-XC,

favoreciendo la acumulación relativa de la isoforma pro-apoptótica bcl-XC (Vicent et

al., 2002). Por el contrario, en células epiteliales mamarias y endometriales se

demostró el efecto anti-apoptótico de los glucocorticoides, la inducción de la

expresión del gen bcl-X y el incremento en la relación entre bcl-XL y bcl-XC (Pecci et

al., 1997; Schorr and Furth, 2000).

En la glándula mamaria de ratones vírgenes, durante la preñez o la lactancia,

la relación bcl-XL/bcl-XC  permanece constante, siendo más abundante la isoforma

anti-apoptótica. No obstante, durante los dos primeros días de involución, la

expresión de la isoforma pro-apoptótica bcl-XC aumenta 6 veces respecto de bcl-XL,

lo que ocasiona la pérdida de viabilidad celular (Heermeier et al., 1996). Aún así, los
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transcriptos de bcl-XC  siguen siendo menos abundantes que los de bcl-XL, lo cual

sugiere que sólo pequeños cambios en los niveles de la isoforma pro-apoptótica

podrían ser suficientes para inducir apoptosis en las células alveolares.

Estudios previos sugirieron que los glucocorticoides también controlan de

manera antagónica la muerte celular, modulando positiva o negativamente la

expresión de otros genes, como bcl-2, NF-κB y bax en forma específica de tejido

(Amsterdam and Sasson, 2002, Hoijman, 2004). Estos efectos múltiples son el

resultado crosstalk cuidadosamente controlado entre el GR y una gran variedad de

co-activadores o co-represores nucleares, que están selectivamente involucrados en

la expresión de genes específicos dependientes de hormonas.
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OBJETIVOS

Sobre la base de las consideraciones arriba mencionadas, el objetivo central

del presente trabajo es el análisis del control de la expresión del gen bcl-X por

hormonas esteroideas, examinando comparativamente tejidos en los que la

respuesta apoptótica a los esteroides es opuesta.

Los objetivos particulares son:

• Identificar el o los promotores del gen bcl-X que responden al tratamiento

hormonal

• Identificar los elementos responsables de dicha respuesta

• Estudiar los mecanismos de transducción de señales y los factores de

transcripción involucrados

• Identificar, en aquellos tipos celulares donde la respuesta apoptótica a hormonas

esteroideas es opuesta, los factores involucrados en esa expresión diferencial

• Analizar si la inducción y la represión del gen es a través de mecanismos

diferentes o de un mismo mecanismo que actúa de manera opuesta según el

caso
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MATERIALES Y MÉTODOS

Esteroides y reactivos. El R5020 (10-8 M) se adquirió en Perkin-Elmer. La

dexametasona (dexa) (10-8 M) y el RU 38486 (RU) (10-6 M) de Sigma (St Louis, MO,

USA) se usaron para todos los tratamientos hormonales. Las hormonas se

disolvieron en etanol absoluto; para los ensayos in vitro se prepararon soluciones

concentradas 1000X. El medio de cultivo Dulbecco's Modified Eagle Medium

(DMEM) y el suero fetal bovino (FCS) se adquirieron en Gibco BRL. El medio RPMI

1640 se adquirió en Sigma (St Louis, MO, USA). El suero libre de esteroides (CS-

FCS) se preparó según lo descripto por Lippman y col. (Lippman et al., 1976).. El

inhibidor de JAK AG490 (100 µM) se adquirió en Calbiochem (Reino Unido).

Vectores de expresión. El vector de expresión pGAW (gentilmente donado

por el Dr. Guntram Suske, IMT-Philipps Universität, Marburg, Alemania) es un

derivado del plásmido pGL3 básico (Promega). Este vector se usó para subclonar

los distintos fragmentos que contienen los promotores de bcl-X, río arriba del gen

reportero luciferasa.

El vector pP5-P2 (L.R.V., seminario de licenciatura) contiene la secuencia

genómica desde el nucleótido -3420 hasta el -537 relativos al inicio de la traducción,

incluyendo la región promotora desde P5 a P2.

El vector pP4-completo se generó por digestión del vector pP5-P2 con la

enzima Bam H I, religado y posterior digestión con la enzima Xho I seguida de

Klenow. Luego, el vector se digirió con la enzima Ssp I y se religó.
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El vector pP4-ΔHRE se generó por deleción de un fragmento de 95 pb entre

los nucleótidos -3045 y -2950 del vector pP4-completo, con las enzimas Xmn I y Msc

I, seguido de tratamiento con Klenow y religado.

El vector pP4-P3 se generó subclonando el fragmento Eco R I-Xho I del vector

pP5-P2 en el pGAW.

El vector pP4-mínimo se construyó por digestión del vector pP4-P3 con la

enzima Xho I seguido de Klenow, y posterior digestión con la enzima Ssp I y

religado.

El vector pP3 (D. Romero, comunicación personal) se generó por amplificación

de un fragmento de 497 pb del plásmido pNM1-9 Sal I (Pecci et al., 2001) con los

oligonucleótidos 5´-CATGGAATTCGGTCATCCTATGCTACATAG-3´ y 5´-CGAGCT

CGAGCTAGTTCCTTCATCCATCTG-3´ como primers 5´ y 3´ respectivamente. El

producto de PCR se subclonó en los sitios Eco R I y Xho I del vector pGAW.

El vector de expresión pP4-ΔSTAT5 se construyó por PCR mutando a adeninas

los nucleótidos ubicados en las posiciones -240, -239, -238 y -234 relativas al inicio de

la transcripción de P4. El plásmido pBKSP4 se generó amplificando del plásmido

pNM1-9Sal I un fragmento de 143 pb con el oligonucleótido 5´: 5’-CCAGGATCTGA

GTTCCACTCTTGAACAGAATTAACGC-3’ correspondiente a los nucleótidos -2694

a -2658, y el oligonucleótido 3´: 5’-AAATGAGCTATAACTCAGTTTTTCAA-3’ corres-

pondiente a los nucleótidos -2551 a -2577, como primers 5´ y 3´ respectivamente. El

producto de PCR se cortó con Spe I y se clonó en los sitios Spe I y EcoR V del

pBluescript KS-.

Para una mayor comprensión, un esquema detallado de las distintas regiones

promotoras que se describen arriba, se observa en la Figura 8.
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FIGURA 8. Esquema de los vectores de expresión utilizados en las transfecciones transitorias.
Se muestra la localización de los fragmentos correspondientes a las distintas regiones promotoras de
bcl-X que se subclonaron río arriba del gen de la luciferasa según lo descripto en el texto.

Cultivos celulares y transfecciones transitorias. Las células Cos-1 se

cultivaron en placas de 100 mm (Nunc) con medio DMEM suplementado con 10 %

de FCS, penicilina (100 IU/ml), estreptomicina (100 µg/ml) y glutamina (2 mM) en

una estufa a 37ºC y 5 % de CO2. Las líneas celulares de epitelio mamario T47D y

HC11 (ésta última gentilmente donada por la Dra. Nancy Hynes, Basilea, Suiza)

crecieron en medio RPMI con 10 % FCS y 1 % penicilina/estreptomicina. Cinco

µg/ml de insulina se agregaron a los cultivos de HC11. Las células S49 derivadas de

un linfoma T de ratón se crecieron en medio DMEM suplementado con 10 % suero

de caballo y 1 % penicilina /estreptomicina.
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 Para las transfecciones transitorias, las células se plaquearon a una densidad

de 5x105 células/placa de 60mm y se transfectaron con Lipofectin 2000 (Gibco, Inc.) de

acuerdo a las instrucciones del fabricante. Brevemente, se transfectaron en células

HC11, T47D y Cos-1, 5 pmoles de cada vector de expresión de luciferasa bajo control

de distintos promotores de bcl-X. Un µg del vector que codifica para la isoforma B del

PR humano (Kastner et al., 1990) o del que lo hace para el GR humano (Godowski et

al., 1987) y según corresponda, cantidades crecientes de mutantes constitutivamente

activos de los vectores STAT5B (pSTAT5B-N642H) y STAT5A (pSTAT5A-N642H)

(gentilmente donados por T. Kitamura, Tokio, Japón) (Ariyoshi et al., 2000) se co-

transfectaron en células Cos-1.  También se agregaron 3 µg del vector pCMV-LacZ

como control de transfección. Los plásmidos se diluyeron en 100 µl de medio y se

agregaron gota a gota a un volúmen equivalente de medio conteniendo 4 µl de

Lipofectin 2000 (Gibco, Inc.). Luego de 20 minutos, se agregó gota a gota la mezcla

de transfección a las células. Seis horas más tarde, el medio se reemplazó por

medio nuevo conteniendo 10 % de CS-FCS y los antibióticos descriptos

anteriormente; se incubó toda la noche a 37°C en una estufa con 5 % de CO2. Las

células se trataron con los distintos esteroides durante 36 horas. Finalizada la

incubación, las mismas se cosecharon en 200 µl de solución de lisis (Promega Inc.

cat # E3971) y se midió la actividad luciferasa en una alícuota de 30 µl con el

correspondiente kit, de acuerdo al protocolo del fabricante (Promega Inc. cat # E1501).

La actividad β-galactosidasa se midió en una alícuota de 50 µl como se describió

previamente (Truss et al., 1995).

Tratamiento de los animales. Para el análisis en timo, se inyectaron ratones

macho de la cepa CF1 de 20 g de peso con dexa (0.5 mg /100 g de peso corporal en
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0.2 ml de vehículo: etanol:propilenglicol:NaCl (0.9 %) (3:3:34)) i.p. durante 2 horas.

El antagonista glucocorticoide RU (0.5 mg /100 g de peso corporal en 0.2 ml de aceite

de maíz) se inyectó s.c. 45 minutos antes de la dexa. Se usaron como control ratones

inyectados sólo con vehículo. Los animales se sacrificaron por dislocación cervical y

se extrajeron los timos.

El tejido mamario se obtuvo de ratones hembra BALB/c por remoción de la

almohadilla de grasa subcutánea de los pares de mamas #4 y #5 (realizado por la

Lic. Ana Quaglino del laboratorio de la Dra. Edith Kordon de la Academia Nacional

de Medicina). Se utilizaron hembras amamantando a sus crías, o mamas

involucionando tanto por retiro de las crías como por bloqueo local de la salida de

leche. Este procedimiento se lleva a cabo colocando pegamento quirúrgico en los

pezones correspondientes a las mamas de un solo flanco #4 y #5, que les permite a

las crías continuar su amamantamiento con las 8 mamas restantes. De esta manera

se produce la involución específica de las mamas bloqueadas en presencia de las

hormonas lactogénicas circulantes, tal como se describió previamente (Schere-Levy

et al., 2003). El retiro de las crías o el bloqueo local del amamantamiento se llevó a

cabo una vez que la lactancia se encontró bien establecida (de 5 a 7 días post-

parto) y antes de los 15 días posteriores al nacimiento, cuando las crías pueden

comenzar un destete paulatino espontáneo.

Análisis in silico. La búsqueda de potenciales elementos de respuesta a

esteroides (HREs) y de los sitios de reconocimiento de los factores STAT se llevó a

cabo con el programa MatInspector (Quandt et al., 1995).
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Ensayos de retardo en gel (EMSA). Los EMSAs se realizaron con los

oligonucleótidos sintéticos, HRE-consenso (cons-HRE): 5'-TCGGAGTGCCTAGAG

AACAAACTGTTCTGACTCAAC-3' (Chalepakis et al., 1990), bcl-X HRE salvaje (wt):

5'-GAGTTTGAAACAATTCTGGTGTGTCTGTTCCCACATGGGCTCAGCTCTCCAG

CACACACCAAATTTCAGTCAAGGGG-3' y bcl-X HRE mutado (mut): 5'-GAGTTTG

AAACAATTCTAGTATGTCTATTTCCACATGGGCTCAACTTTCCAACATACACCAA

ATTTCATCAAGGGG-3' como se describió anteriormente (Di Croce et al., 1999).

Brevemente, se hibridaron las hebras complementarias en cantidades equimolares

(100 nM cada una) en una solución de hibridación (10 mM Tris-HCl pH 8, 1mM

EDTA, 30 mM KCl), mediante desnaturalización a 95°C durante 5 minutos y

enfriamiento lento a temperatura ambiente. También se realizaron ensayos

utilizando como sondas fragmentos de bclX-P4 salvaje o mutado, generados por

digestión del vector pP4-completo o del pP4-ΔSTAT5 respectivamente, con las

enzimas Ase  I y Bgl II entre los nucleótidos -3133 y -2829. Los oligonucleótidos

doble cadena se marcaron radiactivamente con la T4 polinucleótido quinasa y [32P]-

γ-ATP.

La preparación de los receptores recombinantes PR y GR estuvo a cargo de

Bernhard Gross (IMT, Marburg, Alemania); se expresaron en baculovirus y se

purificaron como se describió previamente (Di Croce et al., 1999). Los extractos

nucleares conteniendo PR o GR se prepararon de células T47D tratadas con

R5020, o de células S49 y timocitos obtenidos de animales tratados con dexa,

durante 30 minutos respectivamente, como se describió anteriormente (Andrews and

Faller, 1991). Los ensayos de unión se llevaron a cabo en 30 µl de solución de

reacción conteniendo 10 mM Tris-HCl pH 8, 0.5 mM EDTA, 5 % glicerol, 0.5 mM 2-

mercaptoetanol, 90 mM NaCl, 1 µg de poli dI-dC, 50 ng de sonda marcada, 100 ng
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de ADN de timo de ternera y 3 µg/µl de seroalbúmina bovina. Se agregaron a la

reacción de unión alícuotas de 1 a 8 µl de extracto nuclear, o de 15 a 120 ng del PR

o del GR recombinante, durante 30 minutos a temperatura ambiente. Los ensayos

de competencia específica se realizaron agregando el fragmento bcl-X HRE

radioinerte de 10 a 500 veces en exceso molar. Para la detección de los complejos,

la mezcla de reacción se sometió a electroforesis durante 3 horas en un gel 3,5 %

acrilamida/20 % glicerol/0.5 % agarosa/0.3X TBE. Los resultados se visualizaron por

autorradiografía del gel seco y la cuantificación se realizó con un Phosphoimager

(Fuji FLA 3000G) utilizando el programa Image Gauge v 3.1. El anticuerpo

monoclonal α-GR (BuGR, Affinity Bioreagents, Golden, Co.) y los policlonales α-

STAT5A y α-STAT5B (Santa Cruz, Biotecnology) se incluyeron sin diluir en las

mezclas de incubación para los experimentos de supershift.

Ensayos de metilación con dimetil sulfato. La metilación se llevó a acabo

por agregado de 1 µl de una solución 10 % de dimetil sulfato a 20 µl de la solución

de unión (ver arriba) conteniendo 50 ng de ADN marcado en un extremo, 250 ng de

dIdC, 3 µg/µl de seroalbúmina bovina y de 15 a 75 ng del PR recombinante. Luego

de un minuto a temperatura ambiente, la reacción se detuvo por agregado de 2 µl de

250 mM DTT. Luego de la extracción con fenol-cloroformo y de la precipitación con

etanol, las muestras se trataron con 1 M piperidina durante 30 minutos a 90°C, se

secaron al vacío y se analizaron en un gel de secuencia 6.5 %.

Preparación y análisis del ARN. Al cabo de 2 horas de tratamiento con dexa,

en presencia o ausencia de 100 µM AG490 (agregado al medio de cultivo una hora

antes), las células se resuspendieron en solución desnaturalizante (4 M tiocianato de
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guanidinio, 25 mM citrato de sodio, pH 7; 0.1 M ß-mercaptoetanol y 0.5 % sarcosil) y se

extrajo el ARN total según lo descripto por Chomczynski y Sacchi (Chomczynski and

Sacchi, 1987). Para las reacciones de transcripción reversa se usaron 4 µg de ARN

total. La primera hebra de ADNc se sintetizó con la enzima transcriptasa reversa

Superscript (Gibco BRL) y 25 ng/µ l de oligo-dT (Gibco BRL) como pr imer

complementario reverso. Para la amplificación por PCR del exón 5´ no traducible de

P4, se utilizaron los oligonucleótidos 5´: 5’-CCAGGATCTGAGTTCCACTCTTGAACA

GAATTAACGC-3’ correspondiente a los nucleótidos -2694 a -2658, y 3´: 5’-AAATGA

GCTATAACTCAGTTTTTCAA-3’ correspondiente a los nucleótidos -2551 a -2577

relativos al inicio de la traducción, como primers 5´ y 3´ respectivamente. La reacción

dió como producto un fragmento de ADNc de 143 pb. Para la amplificación de los

ADNc generados por la activación de P1, se utilizaron los oligonucleótidos bcl-X P1:

5’-CCTGAAGCTCTCTCTCTCTCTTCA-3’ correspondiente a los nucleótidos -137 a -

114 y exónStop: 5’-CCCGTAGAGATCCACAAAAGTGTC-3’, que hibrida con la región

5´ del exón 6 de bcl-XL/C, como primers 5´ y 3´ respectivamente. La reacción dió como

producto un fragmento de ADNc de 730 pb. La amplificación de los ADNc que

contienen al exón 4 se realizó con los oligonucleótidos bcl-X P2: 5’-GACTAGTCCAG

GTTGTGAGGGGGCAGGTTCCTAAGCTTCGCAATTCCTCT-3’ correspondiente a los

nucleótidos -619 a -577 y exónStop (descripto arriba). La reacción dió como

productos fragmentos de ADNc de 908 pb y 726 pb de longitud, correspondientes a

las isoformas bcl-XL y bcl-XC respectivamente. La amplificación de los ADNc que

contienen al exón 3 se realizó con los oligonucleótidos bcl-X P3: 5’-GGACTAGTCC

TAGATTGAAGGAATGTGAACCATAAACGTTCCACGCG-3' correspondiente a los

nucleótidos -1858 a -1821 y exónStop (descripto arriba). La reacción dió como

producto un fragmento de ADNc de 750 pb correspondiente a la isoforma bcl-XC.
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Todas las PCRs se normalizaron determinando los niveles de expresión de

gapdh. Se utilizaron los primers 5´: 5´-TCATCAACGGGAAGCCCATCACCATCTTC-

3´ y 3´: 5´-GTCTTCTGGTTGGCAGTAATGGCATGGACT-3´, que hibridan específica-

mente con el ADNc de gapdh. La reacción dió como producto un fragmento de ADNc

de 357 pb de longitud.

A fin de lograr condiciones semicuantitativas, las reacciones de RT-PCR se

llevaron a cabo dentro del rango de amplificación lineal. Dos µl del ADNc obtenido,

1.25 U de la enzima Taq-ADN polimerasa (Gibco BRL) y 20 pmoles de cada uno de

los primers de amplificación se agregaron a la mezcla de reacción conteniendo 1 X

buffer, 2 mM MgCl2 y 200 µM de cada dNTP, en 50 µl finales. Las muestras se

desnaturalizaron 3 minutos a 96oC, y luego se sometieron a 8, 15, 25 y 30 ciclos de

amplificación siguiendo el programa: 96ºC, 40 segundos; 65ºC (para gapdh), 60ºC

(para el exón de P4), 58ºC (para bcl-X P1, bcl-X P2 y bcl-X P3), 30 segundos, y 72ºC,

1 minuto, finalizando a 72ºC durante 10 minutos. Los productos de PCR se

resolvieron por electroforesis en un gel de agarosa 1.5 %, se tiñeron con bromuro de

etidio y se visualizaron bajo luz UV. La imagen negativa se escaneó y la

densitometría de las bandas se realizó con el programa Image Quant (Molecular

Dynamics, Inc., Sunnyvale, CA).

Los ensayos de protección a ARNasa se realizaron como se describió

previamente (Zinn et al., 1983). Para la preparación de la sonda de bcl-X, el

plásmido pGLD3 se digirió con la enzima Hinf I y se transcribió con la enzima T3

ARN polimerasa. La longitud de la ribosonda completa de bcl-X fue de 294 pb, y los

tamaños de los fragmentos protegidos para bcl-XL y bcl-XC fueron de 237 y 155 pb,

respectivamente. Para la preparación de la ribosonda P1, el plásmido pNM1-9Sal I

(Pecci et al., 2001) se digirió con la enzima Mae III y se transcribió con la T3 ARN
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polimerasa. La longitud de la ribosonda completa fue de 558 pb y el tamaño del

fragmento protegido de 176 pb. Para la preparación de la ribosonda P2, el plásmido

pNM1-9Eag I (Pecci et al., 2001) se cortó con EcoR I y se transcribió con la T7 ARN

polimerasa. La longitud de la ribosonda completa fue de 495 pb y el tamaño del

fragmento protegido de 124 pb. La ribosonda P4 se preparó cortando el plásmido

pBKSP4 con Spe I y se transcribió con la T3 ARN polimerasa. La longitud de la

ribosonda completa fue de 207 pb y el tamaño del fragmento protegido de 147 pb.

Para la preparación de la ribosonda P5, el plásmido pNM1-9SacI-EcoRI se digirió

con Sac I y se transcribió con la T3 ARN polimerasa; la longitud de la ribosonda

completa fue de 670 pb y el tamaño del fragmento protegido de 248 pb. El molde de

gapdh pTRIGAPDH (Ambion, Austin, TX) se digirió con la enzima Bgl II y se

transcribió con la T3 ARN polimerasa. La longitud de la sonda fue de 359 pb y el

tamaño del fragmento protegido fue de 316 pb.

Las ribosondas marcadas con [32P]-α-CTP (Amersham, Braunschweig) se

prepararon según el protocolo del kit utilizado (Promega, Madison, WI). Las sondas

se co-precipitaron con las muestras de ARN y se disolvieron en la solución de

hibridación (80 % formamida, 40 mM PIPES pH 6.7, 0.4 M NaCl, 1 mM EDTA), se

desnaturalizaron a 95ºC durante 10 minutos, y se hibridaron a 52ºC durante 18

horas. Luego de la digestión con 40 µg/ml ARNasa A y 2 µg/ml ARNasa T1, las

muestras se trataron con 3.5 mg/ml proteinasa K, se precipitaron, se

desnaturalizaron y se sometieron a electroforesis en un gel desnaturalizante con 5

% acrilamida. La cuantificación se realizó con un PhosphoImager (Fuji FLA 3000G)

usando el programa Image-Gauge. En todos los casos, la cuantificación se

normalizó contra gapdh.
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Experimentos de inmunoprecipitación de la cromatina (ChIP). Las células

HC11 se trataron con dexa 10-8 M o etanol (control) durante 30 minutos. Además, se

extrajeron las mamas de ratones hembra en período de lactancia o a las 48 hs de

involución (realizado por la Lic. Ana Quaglino del laboratorio de la Dra. Edith Kordon

de la Academia Nacional de Medicina). Por otro lado, ratones macho se inyectaron

con 0.5 mg dexa /100 g peso corporal durante 30 minutos, se sacrificaron y se

extrajeron los timos. Las células S49 se trataron con dexa 10-8 M, en presencia o

ausencia de 100 µM AG490 (agregado al medio de cultivo una hora antes) y se

incubaron durante intervalos de 5, 10, 15, 20, 25 y 30 minutos. A continuación se

realizó el crosslinking de las proteínas al ADN con 1 % formaldehído agregado

directamente al medio de cultivo o PBS durante 10 minutos a 37ºC. Las células se

lavaron y se resuspendieron en solución de lisis (1 % SDS, 1 mM EDTA, 50 mM

Tris-HCl pH 8.1, 1 mM PMSF, 1 µg/ml aprotinina, 1 µg/ml pepstatina A) durante 10

minutos en hielo. Los lisados se sonicaron con 3 pulsos de 30 segundos al 20 % de

potencia (Sonicador Fisher Scientific Modelo 500) de manera de obtener fragmentos

de ADN de 500 pb de longitud promedio. La cromatina obtenida se diluyó al tercio

en solución de inmunoprecipitación (0.01% SDS, 1.1 % TX100, 1.2 mM EDTA, 16.7

mM Tris-HCl pH 8.1, 167 mM NaCl, 1 mM PMSF, 1 µg/ml aprotinina, 1 µg/ml

pepstatina A) y 1 % de esta solución se guardó para determinar la cantidad inicial de

ADN a inmunoprecipitar (input). Luego se pre-trató la cromatina con bolitas de

proteína A agarosa bloqueadas con ADN de esperma de salmon (Upstate

Biotechnologies) durante 4 horas a 4ºC con rotación. Se centrifugaron las muestras

y los sobrenadantes se incubaron toda la noche a 4ºC con los correspondientes

anticuerpos sin diluir. Los experimentos de ChIP se llevaron a cabo utilizando: α-GR

(BuGR, Affinity Bioreagents, Golden, Co.), α-Pol-II (8WG16; Berkeley Antibody
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Company), α-STAT5B (G-2 Santa Cruz, Biotecnology), α-STAT5A (L-20 Santa Cruz,

Biotecnology), α-SRC1 (Upstate Biotechnologies), α -SMRT (Santa Cruz,

Biotecnology), α-BRG-1 (Santa Cruz, Biotecnology) y α-HDAC3 (Abcam). Al día

siguiente, se agregaron nuevamente bolitas de proteína A agarosa durante 2 horas

a 4ºC con rotación y se centrifugaron las muestras un minuto a 8000 rpm. Los

pellets obtenidos se lavaron primero con una solución 0.1 % SDS, 1 % Tritón X-100,

2 mM EDTA, 20 mM Tris-HCl pH 8.1 y 150 mM NaCl, luego con una de composición

similar pero con 500 mM NaCl y el tercer lavado se realizó con una solución 0.25 M

LiCl, 1 % NP-40, 1 % deoxicolato de sodio, 1 mM EDTA y 10 mM Tris-HCl pH 8.1.

Finalmente la cromatina inmunoprecipitada se eluyó con 1 % SDS y 0.1 M NaHCO3.

Se agregó 0.2 M NaCl y se revirtió el crosslinking durante toda la noche a 65ºC (los

inputs se trataron de forma similar). Luego las muestras se digirieron con 20 µg/ml

proteinasa K, se extrajo el ADN con fenol (saturado en Tris-HCl pH 8)-cloroformo

(49:1) y se precipitó con etanol absoluto. Para la amplificación por PCR de la región

promotora P4, se utilizaron los oligonucleótidos 5’-GAGTTTGAAACAATTCTGGTGT

GTCTG-3’ correspondiente a los nucleótidos -3056 a -3030, y 5’-GCCACAGAGTT

CATTCTATCCTTTTGG-3’ correspondiente a los nucleótidos -2949 a -2965 relativos

al inicio de la traducción, como primers 5´ y 3´ respectivamente. El producto de la

reacción correspondió a un fragmento de ADN de 130 pb. Para la amplificación de la

región promotora proximal P1, se utilizaron los oligonucleótidos 5’-CCTGAAGCTCT

CTCTCTCTCTTCA-3’ correspondiente a los nucleótidos -137 a -114, y 5’-CCAGCT

CGGTTGCTCTGAGACAT-3’ correspondiente al nucleótido 24 y al origen de la

traducción, como primers 5´ y 3´ respectivamente. El producto de la reacción

correspondió a un fragmento de ADN de 161 pb. Para cada muestra, las PCRs se

realizaron con diferentes números de ciclos o con diluciones del ADN input para
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determinar el rango lineal de amplificación; todos los resultados mostrados caen

dentro de dicho rango.

Western Blots. Los extractos proteicos se prepararon a partir de células

tratadas con dexa 10-8 M durante 8 horas y posteriormente lisadas a 4°C durante

una hora en 2 volúmenes de solución de lisis (50 mM Tris-Cl pH 8, 150 mM NaCl,

0.02 % azida sódica, 100 mg/ml PMSF, 1 mg/ml aprotinina, 1 % Nonidet P-40). El

lisado se centrifugó a 13,000 rpm a 4°C durante 10 minutos, y se descartó el pellet.

La concentración proteica en el sobrenadante se determinó mediante el ensayo de

Bradford (Bio-Rad). Luego de agregar la solución de corrida y desnaturalizar las

muestras durante 5 minutos a 100°C, 100 µg de proteína se corrieron en un gel 15

% SDS-poliacrilamida, y la electroforesis se llevó a cabo a 25 mA durante 2 horas. A

continuación las proteínas se transfirieron a una membrana Hybond ECL

(Amersham) mediante electrotransferencia. La incubación con los anticuerpos se

realizó en solución de bloqueo (1 % leche, 0.5 % Tween) a 4ºC. Como anticuerpos

primarios se utilizaron el policlonal de conejo α-STAT5A y el policlonal de ratón α-

STAT5B descriptos anteriormente, y el policlonal de conejo α-Bcl-XL/C. Como

anticuerpo secundario, se utilizó uno anti-conejo o ratón conjugado con peroxidasa

(Amersham). Las bandas proteicas se detectaron con el kit de ECL (Amersham) y se

revelaron por autorradiografía.

Estadística.  Los resultados de las transfecciones transitorias están

expresados como el promedio de tres experimentos independientes ± ES. Los datos

se analizaron con Análisis de Varianza (ANOVA) de un factor, y cuando se obtuvo

significación se realizaron contrastes a posteriori (Tuckey-Kramer) con el fin de
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aumentar la rigurosidad del test. Para el análisis de los datos se utilizó el programa

GraphPad Instat, versión 3.01 (1998).
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RESULTADOS-CAPÍTULO 1

Las hormonas esteroideas inducen la expresión del gen bcl-X a través de la

activación del promotor distal P4

La región promotora P4 del gen bcl-X de ratón contiene elementos de

respuesta a hormonas esteroideas (HREs)

Resultados anteriores (L.R.V., seminario de licenciatura) demostraron que un

fragmento conteniendo los promotores P3 y P4 del gen bcl-X de ratón, subclonado

en un vector de expresión río arriba del gen reportero luciferasa, se activaba

significativamente con el glucocorticoide sintético dexa y el agonista progestágeno

R5020 en distintos tipos celulares.

Con el objeto de dilucidar cuál de estos dos promotores era el responsable de

la respuesta hormonal, se prepararon nuevas construcciones conteniendo, por un

lado, el fragmento P3 y, por otro, el fragmento P4 en el mismo vector reportero

luciferasa (Figura 9). Estos vectores de expresión se co-transfectaron en forma

transitoria con el pGR (Figura 10 A) o el pPR (Figura 10 B) en células Cos-1.
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FIGURA 9. Esquema de los vectores de expresión utilizados en las transfecciones transitorias.
Las distintas regiones promotoras de bcl-X se subclonaron río arriba del gen de la luciferasa según lo
descripto en materiales y métodos.
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Los resultados demostraron que sólo la región que contiene a P4, comprendida

entre los nucleótidos -3292 y -2654 relativos al inicio de la traducción (vector pP4-

completo), exhibió una fuerte y significativa respuesta a la dexa (5.1 veces de

inducción vs control) (Figura 10 A, calle 8) y al R5020 (6.3 veces de inducción vs

control) (Figura 10 B, calle 8). En todos los casos, la co-incubación de esos

agonistas con el antagonista RU revirtió completamente el efecto hormonal (Figura

10 A y B, calle 9).

El vector pP4-mínimo, conteniendo un fragmento desde el nucleótido –2768

hasta el –2654 relativos al inicio de la traducción, no respondió a ninguno de los

tratamientos (Figura 10 A y B, calle 11). No obstante, en células transfectadas con el

vector pP3, que contiene un fragmento desde el nucleótido -2356 hasta el –1861

relativos al ATG, mientras que el tratamiento con dexa no tuvo efecto (Figura 10 A,

calle 14), el R5020 aumentó significativamente la expresión de luciferasa alrededor

de dos veces (Figura 10 B, calle 14). Con el vector pP3-P4, utilizado con

anterioridad a este trabajo (L.R.V., seminario de licenciatura) también se observó

una expresión dependiente de hormonas esteroideas (Figura 10 A y B, calle 5).
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FIGURA 10. Control homonal de la actividad promotora de bcl-X. Células Cos-1 se co-
transfectaron con el vector pGR (A) o pPR (B) y los vectores de expresión que llevan los distintos
promotores de bcl-X. El vector pCMV-LacZ también se agregó como control de transfección. Las
células se incubaron durante 36 hs con etanol (Control), R5020, R5020+RU, dexa o dexa+RU, y se
determinó la actividad luciferasa. Luego de corregir la eficiencia de transfección con la actividad β-
gal, los valores se expresaron como veces de inducción relativas a los controles. Se muestra el
promedio y la desviación estándar de 3 experimentos independientes. *** p < 0.001 vs control. * p <
0.05 vs control.

Cuando se transfectó el vector pP4-completo en la línea celular mamaria

humana T47D, que contiene una alta expresión de PR endógeno, y se trató con

R5020 se observó un aumento en la expresión de luciferasa (3 veces de inducción

vs control) (Figura 11 A, calle 2). PR mediaría la respuesta a R5020 dado que su
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efecto se bloqueó con RU (Figura 11 A, calle 3). Cuando se transfectaron las células

con el vector pP4-mínimo no se observó inducción (Figura 11 A, calle 5).

Dado que trabajos anteriores demostraron que la dexa induce la expresión de

bcl-XL en la línea celular de epitelio mamario de ratón HC11 (Schorr and Furth,

2000), se analizó el efecto de los glucocorticoides sobre la activación de P4 en estas

células (Figura 11 B).

FIGURA 11. Control homonal de la actividad promotora de bcl-X en células de mama. Células
T47D (A) o HC11 (B) se transfectaron con los vectores de expresión que llevan las distintas regiones
promotoras de bcl-X. El vector pCMV-LacZ también se agregó como control de transfección. Las
células se incubaron durante 36 hs con etanol (Control), R5020, R5020+RU, dexa o dexa+RU, y se
determinó la actividad luciferasa. Luego de corregir la eficiencia de transfección con la actividad β-
gal, los valores se expresaron como veces de inducción relativas a los controles. Se muestra el
promedio y la desviación estándar de 3 experimentos independientes. ** p < 0.01 vs control.

Luego del tratamiento hormonal, la expresión de luciferasa aumentó en células

HC11 transfectadas con el vector pP4-completo (2.5 veces de inducción vs control)

(Figura 11 B, calle 2), pero no con el vector pP4-mínimo (Figura 11 B, calle 5).

Todas las construcciones demostraron actividades basales similares entre las

líneas celulares estudiadas (datos no mostrados).
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Resultados similares se habían obtenido con anterioridad en la línea celular

RENTROP, derivada de células epiteliales de endometrio de rata, que responde a

las hormonas esteroideas a través de la inducción de la expresión de bcl-XL con la

consecuente inhibición de la muerte celular (L.R.V., seminario de licenciatura y

Pecci et al., 1997).

 En conjunto, estos resultados sugieren que la región comprendida entre los

nucleótidos -3292 y -2768 relativos al inicio de la traducción, contiene secuencias

responsables de la activación de P4 por hormonas esteroideas.

El análisis in silico de la secuencia de dicha región promotora reveló la

presencia de varios sitios potenciales de elementos de respuesta a hormonas

(HREs) localizados río arriba del P4 mínimo. Dos de estas secuencias, ubicadas

entre las posiciones -3040 y -3027 (HRE I = TGGTGTgtcTGTTCC) y entre -3014 y -

3001 (HRE II = AGCTCTccAGCACA), están incluídas en la construcción del P4

completo (Figura 12). Ambos sitios están relativamente bien conservados en

comparación con la secuencia palindrómica consenso identificada en el gen del

virus de tumor mamario de ratón (MMTV, TGTYCTnnnACARGA) (Scheidereit et al.,

1983). Los sitios HRE I and HRE II son palíndromes imperfectos separados por 3 y 2

pb, respectivamente, y difieren de la región consenso en tres bases (Figura 12).
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FIGURA 12. Secuencia nucleotídica de los HREs en la región promotora P4. El esquema
superior muestra la localización del fragmento P4-completo dentro del gran fragmento P5-P2. El
esquema inferior muestra en detalle la región promotora P4 con la ubicación de los HRE I y HRE II.
Las flechas indican la localización de los oligonucleótidos usados en los experimentos de ChIP. La
secuencia nucleotídica de los HREs se detalla dentro de los recuadros en la región comprendida
entre las bases -3040 y -3001 relativas al ATG. Los asteriscos indican las bases distintas al HRE-
consenso TGTYCTnnnACARGA.

Análisis de la funcionalidad de los HREs

A los efectos de analizar si estos posibles HREs unen GR o PR in vitro, se

llevaron a cabo ensayos de retardo en gel (EMSA) con cantidades crecientes de
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extractos nucleares provenientes de células T47D tratadas con R5020 incubados

con un oligonucleótico que contiene dichas secuencias (bcl-X-HRE). En estas

condiciones, se observó una banda retrasada en el gel (Figura 13 A, calles 2 a 5),

que se compitió efectivamente con un exceso molar de 500 veces de un fragmento

consenso radioinerte (cons-HRE, Figura 13 A, calle 6).

FIGURA 13. Unión específica del PR y del
GR a los HREs de bcl-X in vitro. EMSA
realizado con el oligonucleótido radiactivo
bcl-X  HRE y cantidades crecientes de
extracto nuclear de células T47D tratadas
con R5020 (A, calles 2-6); PR (B, calles 2-4);
o GR recombinante (C, calles 2–6). La unión
se compitió con un exceso molar del
fragmento radioinerte cons-HRE (A, calle 6;
B, calle 3; C, calle 7) y con otro oligo-
nucleótido radioinerte no específico (B, calle
4; C, calle 8). Supershift del complejo GR-
ADN con un anti-cuerpo α GR (C, calle 9).
Las flechas indican el ADN libre, el complejo
GR-ADN y el supershift. La calle 1 corres-
ponde a una incubación sin extracto nuclear.
α, anticuerpo.
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Resultados similares se obtuvieron con una preparación de PR recombinante

(Figura 13 B, calles 2 a 4).

Por otro lado, se analizó por EMSA la interacción del GR con el fragmento bcl-

X -HRE. Cantidades crecientes del GR recombinante generaron un complejo con un

retraso similar al obtenido con el PR (Figura 13 C, calles 2 a 6), cuya formación

también se compitió con un exceso molar de 500 veces de oligonucléotido cons-

HRE radioinerte (Figura 13 C, calle 7). En cambio, un exceso molar de 500 veces de

oligonucleótido inespecífico no desplazó la formación del complejo (Figura 13 C,

calle 8). La identidad del complejo GR-bcl-X-HRE se confirmó mediante un ensayo

de supershift con un anticuerpo monoclonal α-GR (Figura 13 C, calle 9).

A continuación, dada la naturaleza degenerada de los HREs de bcl-X, se

analizó su capacidad de los mismos para competir con el oligonucleótido cons-HRE

por la unión al PR recombinante (Figura 14). Como se muestra en la Figura 14 A, la

interacción del PR con el fragmento [32P]-cons-HRE se desplazó con el

oligonucleótido bcl-X-HRE radioinerte (Figura 14 A, calles 3 a 8). Las curvas de

competencia indican que es necesario un exceso molar de aproximadamente 20

veces del oligonucleótido bcl-X-HRE para reducir la interacción PR-[32P]-cons-HRE

en un 50 %, y sólo de 10 veces del fragmento cons-HRE radioinerte (Figura 14 B).

Estos resultados sugieren que el PR se une a los HREs de bcl-X con

aproximadamente la mitad de la afinidad con la que lo hace al HRE consenso.

Para identificar los residuos guanina del P4 que contactan con el PR, se

realizaron experimentos de metilación con dimetil sulfato (DMS). Cantidades

crecientes de la preparación del PR recombinante se incubaron con el fragmento

[32P]-bcl-X-HRE. Los resultados demostraron que los residuos guanina ubicados en

ambos sitios HRE I y HRE II se protegieron de la metilación en presencia del PR
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(Figura 15, calles 3 a 6). Estas guaninas protegidas corresponden a las previamente

reportadas en el HRE1 del MMTV (Chalepakis et al., 1990).

FIGURA 14. Competencia de los HREs de bcl-X por la unión al PR. (A) La unión al PR con el
fragmento radioactivo cons-HRE se compitió con cantidades crecientes (0, 10, 20, 100, 200 y 500
veces en exceso molar) del fragmento radioinerte bcl-X HRE (panel derecho, calles 2-8) o del mismo
fragmento radioinerte cons-HRE (panel izquierdo, calles 2-8). Las flechas indican el ADN libre y el
complejo PR-ADN. (B) El fragmento radiactivo cons-HRE se incubó con cantidades crecientes
radioinertes de los fragmentos cons-HRE o bcl-X-HREs para medir las afinidades relativas al PR. La
cantidad de complejo PR-ADN en ausencia de competidor se consideró como 100 %.
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FIGURA 15. Identificación de los contactos PR-HREs de bcl-X con dimetil sulfato. Cantidades
crecientes del PR recombinante incubadas con el fragmento radiactivo bcl-X-HRE (calles 3-6) se
trataron con dimetil sulfato (DMS) y se identificaron los residuos guanina protegidos que se indican
con flechas. Calles 1 y 7: reacción de secuenciación química A+G de la región bcl-X-HRE. La
secuencia completa se muestra a la derecha y se indica la localización de los HRE I y HRE II.
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Con el objeto de estudiar la relevancia de los contactos del receptor

identificados, se mutaron todas las guaninas contactadas de los HREs por adeninas

(Figura 16 A) y se analizó el efecto de estas mutaciones sobre la capacidad de unir

el PR. En ensayos de competencia, un oligonucleótido radioinerte con ambos sitios

HRE mutados (bcl-X-mut) resultó ser un competidor débil por la unión del PR a un

fragmento [32P]-cons-HRE, en comparación con los HREs de bcl-X salvajes (Figura

16 B, calles 2 a 11). Un exceso molar de más de 100 veces de la forma mutada se

necesitó para reducir la interacción PR-[32P]-cons-HRE en un 50 % (Figura 16 C).

Estos experimentos sugieren que el PR se une a los HREs mutados de bcl-X con

aproximadamente 5 veces menos afinidad que a los HREs de bcl-X salvajes.
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FIGURA 16. Competencia de los HREs mutados de bcl-X por la unión al PR. (A) Región
promotora de bcl-X desde el nt -3040 al nt -3001 relativos al ATG. Los asteriscos indican las 4
guaninas que se mutaron en cada HRE. (B) La competencia del fragmento radiactivo cons-HRE por
la unión al PR se analizó agregando cantidades crecientes (0, 10, 20, 30, 70 y 100 veces en exceso
molar) del fragmento radioinerte bcl-X-HRE salvaje (wt, calles 1-6) o mutado (mut, calles 7-11). Las
flechas indican el ADN libre y el complejo PR-ADN. (C). Representación gráfica de los datos de (B).
La cantidad de complejo PR-ADN en ausencia de competidor se consideró como 100 %.

Los HREs de bcl-X son necesarios para conferirle a P4 respuesta a esteroides

Con el fin de analizar la relevancia biológica de los sitios HRE I y II, se

llevaron a cabo ensayos de transfecciones transitorias con el vector de expresión

pP4-ΔHRE, al cual se le delecionaron 95 nucleótidos que incluyen a ambos HREs

en la región completa (Figura 17 A). Esta construcción no respondió al R5020

(Figura 17 B, comparar la calle 5 con la calle 2) en células T47D, ni a la dexa en

células HC11 (Figura 17 C, comparar la calle 5 con la calle 2). Estos resultados

sugieren que los sitios HRE I y HRE II podrían ser HREs funcionales que le

confieren respuesta hormonal a P4.
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FIGURA 17. Respuesta a esteroides de los HREs del promotor P4 de bcl-X. (A) El esquema del
vector P4-ΔHRE con ambos HREs eliminados se compara con el del vector salvaje P4 completo.
Células T47D (B) o HC11 (C) se transfectaron con los vectores de expresión pP4-completo o pP4-
ΔHRE. El vector pCMV-LacZ también se agregó como control de transfección. Las células se
incubaron durante 36 hs con los distintos tratamientos y se determinó la actividad luciferasa. Luego
de corregir la eficiencia de transfección con la actividad β-gal, los valores se expresaron como veces
de inducción relativas a los controles. Se muestra el promedio y la desviación estándar de 3
experimentos independientes. ** p < 0.01 vs control.
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RESULTADOS-CAPÍTULO 2

El contexto celular modula la expresión de bcl-X dependiente de

glucocorticoides

La dexametasona aumenta los niveles de los transcriptos de bcl-X en células

de epitelio mamario y los disminuye en timocitos

Los glucocorticoides inhiben la apoptosis en células de epitelio mamario,

mientras que en células linfoides, en particular en los timocitos CD4+CD8+, la

inducen.

Dado que como se demostró con anterioridad la abundancia relativa de las

isoformas anti- y pro-apoptóticas de bcl-X cambia durante el proceso apoptótico

(Chang et al., 1997; Gascoyne et al., 2003; Pecci et al., 1997; Vicent et al., 2002), se

analizó a continuación la influencia del contexto celular sobre la expresión de bcl-X

en respuesta a glucocorticoides. Para ello, mediante ensayos de protección a

ARNasa se determinaron los niveles de expresión de las isoformas bcl-XL y bcl-XC

en la línea celular HC11 y en timocitos de animales tratados con dexa. En células de

epitelio mamario no tratadas, las dos isoformas se expresan en una relación bcl-XL/

bcl-XC de 2.52 (Figura 18 A, calle 1 y recuadro al pie). El tratamiento hormonal

provocó la acumulación de transcriptos de ambas isoformas, y en particular, un

aumento relativo en los niveles de mensajero de bcl-XL respecto de bcl-XC, que

alcanzó una relación de 5.10 (Figura 18 A, recuadro al pie).
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FIGURA 18. Expresión de las isoformas larga y corta de bcl-X en respuesta a los
glucocorticoides. Ensayos de protección a ARNasa de ARN total obtenido de: (A) células de mama
HC11 control (calle 1) o tratadas con dexa (calle 2); (B) timocitos de animales control (calles 2),
inyectados con dexa (calle 3), con RU sólo (calle 4) o con RU + dexa (calle 5). Las bandas protegidas
de ambas isoformas se indican con flechas. Calles 3 (A) y 6 (B), tRNA como control negativo; calle 1
(B) marcador de peso molecular. En ambos ensayos se analizó la expresión de gapdh como control.
La relación entre bcl-XL y bcl-XC se indica en un recuadro al pie de la figura.



Resultados: capítulo 2

71

En los timos de animales no tratados, ambas isoformas se expresan y lo hacen

en una relación bcl-XL/bcl-XC de 2.84 (Figura 18 B, calle 2 y recuadro al pie). Sin

embargo, los niveles de bcl-XL disminuyeron notablemente con el tratamiento

hormonal, con menor influencia sobre los transcriptos de bcl-XC (Figura 18 B, calle

3). De esta manera, en timos de ratones tratados con dexa la relación bcl-XL/bcl-XC

disminuyó a un valor de 1.2 (Figura 18 B, recuadro al pie). Este efecto parece estar

mediado por el GR, dada su inhibición con la co-inyección del antagonista RU

(Figura 18 B, calle 5), que restableció la relación bcl-XL/bcl-XC a 2.29. El tratamiento

con RU per se no tuvo efectos significativos sobre la abundancia relativa de ambas

isoformas (Figura 18 B, calle 4 y recuadro al pie). Resultados similares se habían

observado previamente en timocitos de ratas tratadas con glucocorticoides (Vicent

et al., 2002).

Consistentemente con estos resultados, los niveles de la proteína Bcl-XL

también disminuyeron a las 8 horas de la inyección de dexa en este tipo celular, sin

embargo no se detectaron niveles cuantificables de Bcl-XC (Figura 19, panel

superior, calle 2 vs calle 1). El pre-tratamiento con RU inhibió el efecto observado de

la hormona sobre la isoforma anti-apoptótica de Bcl-X (Figura 19, panel superior,

calle 3). Como control de carga se analizó la expresión de tubulina (Figura 19, panel

inferior).
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FIGURA 19. Expresión de la isoforma Bcl-XL en respuesta a los glucocorticoides. Western blot
de Bcl-XL/C (panel superior) y tubulina (panel inferior) en timocitos de animales control o tratados con
dexa.

En conclusión, los glucocorticoides afectan los niveles de los transcriptos de

bcl-XL en células de epitelio mamario y timocitos en forma opuesta y compatible con

sus efectos anti- y pro-apoptóticos respectivamente.

Los glucocorticoides activan la transcripción de P4 en células de epitelio

mamario y la inhiben en timocitos

El siguiente objetivo fue determinar cuál de los distintos promotores de bcl-X es

el responsable del efecto hormonal sobre los niveles de los transcriptos en ambos

tipos celulares. Para ello, se llevaron a cabo estudios de RT-PCR y ensayos de

protección a ARNasa utilizando oligonucleótidos y ribosondas específicas para los

diferentes exones 5´ no traducibles del gen.

Como se observa en la figura 20, en células HC11 se observó un aumento en

los niveles de los transcriptos provenientes de P4, apoyando la hipótesis de una

activación transcripcional de este promotor por glucocorticoides. No se detectó

efecto hormonal cuando se analizaron los productos de RT-PCR obtenidos de los
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transcriptos generados a partir de los promotores proximales P1 y P2 (Figura 20 A y

B respectivamente, paneles superiores, calles 1 y 2) o de los promotores distales P3

y P5 (Figura 20 C y E respectivamente, paneles superiores, calles 1 y 2). No

obstante, se observó un aumento en los niveles de los transcriptos generados a

partir de la activación de P4 en muestras obtenidas de células tratadas con dexa

(Figura 20 D, panel superior, calle 2). La co-incubación con RU inhibió este efecto

hormonal (Figura 20 D, panel superior, calle 3). No se detectó ningún cambio en los

niveles de ARN de gapdh luego del tratamiento (Figura 20 A-E, paneles inferiores). 

En timocitos de animales tratados con dexa no se observó ningún cambio en

los niveles de transcriptos generados a partir de los promotores proximales P1 y P2,

o del promotor distal P5 (Figura 20 F, G e I respectivamente, paneles superiores,

calles 1 y 2). Por el contrario, el tratamiento hormonal disminuyó el nivel de los

transcriptos que contienen el exón 2, generados a partir de la activación de P4

(Figura 20 H, panel superior, calle 2). Este efecto se inhibió por la co-inyección del

RU (Figura 20 H, panel superior, calle 3). No se detectó ningún cambio en los

niveles de ARN de gapdh luego del tratamiento (Figura 20 F-I, paneles inferiores).

Los transcriptos generados a partir de P3 no se analizaron, debido a que este

promotor es completamente inactivo en timocitos (Pecci et al., 2001).
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FIGURA 20. Expresión de los transcriptos
de bcl-X generados a partir de la activación
de los diferentes promotores. (A-E) RT-PCR
a partir de ARN total de células de mama
HC11 control (calle 1) o tratadas con dexa
(calle 2). (F-I) Ensayos de protección a
ARNasa a partir de ARN total de timocitos de
animales control (calle 1) o tratados con dexa
(calle 2). Calle 3, tRNA como control negativo.
Análisis de: exón 5 (A y F), exón 4 (B y G),
exón 3 (C), exón 2 (D y H) y exón 1 (E e I). En
todos los ensayos se analizó la expresión de
gapdh como control.
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Como conclusión, los cambios en los niveles de los transcriptos del gen bcl-X

provocados por el tratamiento con glucocorticoides podrían ser consecuencia del

efecto de la hormona sobre la acumulación de mensajeros generados a partir del

promotor distal P4 según el tejido analizado. Estos cambios podrían deberse a

diferencias en la tasa de transcripción o en la estabilidad de dichos mensajeros. Por

lo tanto, se analizó si la región promotora P4 es ocupada por la maquinaria

transcripcional luego del tratamiento hormonal. Experimentos de inmuno-

precipitación de la cromatina (ChIP) utilizando un anticuerpo monoclonal α-ARN-

polimerasa II (ARNpol II) demostraron el reclutamiento específico de la enzima a

dicha región luego de incubar las células HC11 con dexa (Figura 21 A, panel

superior, calle 4). No se observó unión de la ARNpol II a la región promotora

proximal de bcl-X (que contiene a P1) (Figura 21, panel inferior, calles 3 y 4). En

todos los casos, los ChIPs del gen gapdh se usaron también como control de la

inmunoprecipitación (Figura 21, panel central). Estos resultados sugieren que en

células de epitelio mamario en crecimiento el tratamiento con glucocorticoides

induciría la transcripción del gen bcl-X endógeno, principalmente a través de la

activación de P4.

De manera opuesta, en timocitos de ratones no tratados se obsevó la

presencia de la ARNpol II unida a la región P4 (Figura 21 B, panel superior, calle 1),

correspondiente a la actividad basal de este promotor. El tratamiento hormonal

disminuyó los niveles de la enzima unida a esa región (Figura 21 B, panel superior,

calle 2). Este resultado sugiere que los cambios inducidos por los glucocorticoides

sobre los niveles de mensajero de bcl-X podrían deberse a la represión del promotor

P4. El análisis de la región promotora proximal del gen muestra un reclutamiento

basal de la ARNpol II que no fue afectado por el tratamiento con dexa (Figura 21 B,

FIGURA 21. Inmunoprecipitación in
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panel inferior). No se observó reclutamiento de la enzima en gapdh, utilizado como

control (Figura 21 B, panel central). Resultados similares arrojaron los ChiPs

realizados con la línea celular S49, derivada de un linfoma T de ratón, en la que los

glucocorticoides inducen la muerte celular programada (Hyman, 1973) (Figura 21 C).

Luego de 30 minutos de tratamiento con dexa, se observó un menor reclutamiento

de la ARN pol II en la región P4 (Figura 21 C, panel superior, comparar calles 1 y 2).

El tratamiento hormonal no modificó la unión de la enzima a la región promotora

proximal del gen (Figura 21 C, panel medio, comparar calles 1 y 2).

FIGURA 21. Inmunoprecipitación in vivo
de la ARNpol II en la región P4. (A)
Células de mama HC11 control o tratadas
con dexa. (B) Timocitos de animales control
o tratados con dexa. (C) Células linfoides
S49 control o tratadas con dexa. La unión
de la ARNpol II a la región promotora P4 (A-
C , paneles superiores) y a la región
promotora P1 de bc l -X  (A - C , paneles
inferiores) se determinó por ChIP (A: calles
3 y 4; B y C: calles 1 y 2). La cromatina
input se muestra en A: calles 1 y 2, en B y
C: calles 3 y 4. La amplificación del gen
g a p d h  se realizó como control (A -C,
paneles centrales). α, anticuerpo. -Ac sin
anticuerpo.



Resultados: capítulo 2

77

bcl-XP4

gapdh

bcl-XP1

inputα GR

Dexa

1 2 3 4

-- + +

input α GR

Dexa

1 2   3     4                       5       6

++ + +

-A
c

inputα GR

Dexa -- + +

bcl-X P4

gapdh

1 2 3 4

BA

C

Reclutamiento in vivo del GR a la región P4 en respuesta a los

glucocorticoides

Para evaluar si el efecto hormonal sobre la transcripción de P4 involucra la

interacción directa del GR con los HREs localizados inmediatamente río arriba de

este promotor, se analizó el reclutamiento del GR a dicha región. Luego de 30

minutos de tratamiento de las células HC11 con dexa, el GR se recluta a la región

promotora P4 de bcl-X que contiene los HREs (Figura 22 A, panel superior, calle 2).

Se observó un reclutamiento basal del GR a la región promotora proximal de bcl-X

que incluye a P1; no obstante el tratamiento hormonal no provocó cambio alguno

(Figura 22 A, panel inferior, comparar calles 1 y 2).

FIGURA 22. Inmunoprecipitación in vivo del
GR en la región P4. (A) Células de mama HC11
control o tratadas con dexa. (B) Timocitos de
animales control o tratados con dexa. (C) Células
linfoides S49 control o tratadas con dexa. La
unión del GR a la región promotora P4 (A-C ,
paneles superiores) y a la región promotora P1 de
bcl-X (A-B, paneles inferiores) se determinó por
ChIP (calles 1 y 2). La cromatina input se muestra
en A: calles 5 y 6, en B y C: calles 3 y 4. La
amplificación del gen gapdh  se realizó como
control (A-C, paneles centrales). α, anticuerpo. -
Ac sin anticuerpo.



Resultados: capítulo 2

78

Estos resultados indican una correlación entre la unión específica del GR con

un aumento en la unión de la ARNpol II a la región promotora P4, lo que sugiere que

el receptor de glucocorticoides podría estar mediando en forma directa la activación

in vivo de este promotor distal en células de epitelio mamario.

Con el objeto de estudiar si en el efecto represor observado en timocitos, el GR

también actúa en forma directa, se realizaron ChIPs con cromatina proveniente de

timocitos de animales tratados durante 30 minutos con dexa. Contrariamente a lo

esperado, los resultados no mostraron diferencias en la unión del GR a P4 cuando

se compara con cromatina de timocitos de animales controles (Figura 22 B, panel

superior, compare calles 1 y 2). Cabe aclarar, que en ambos ChIPs existe un

reclutamiento específico del GR en esta región que podría deberse a la presencia de

glucocorticoides endógenos tanto en animales controles como en tratados con dexa

(Figura 22 B, panel superior, compare calles 1 y 2). Tampoco se observaron

diferencias en la unión del GR al promotor proximal P1 (Figura 22 B, panel inferior).

El gen gapdh se utilizó como control (Figura 22 B, panel central).

Se obtuvieron resultados similares con los ChiPs realizados con la línea celular

S49 tratada durante 30 minutos con dexa (Figura 22 C). En estos ensayos, no se

observó reclutamiento específico del GR a P4 en ningún caso (Figura 22 C, panel

superior, compare calles 1 y 2), dado que las células S49 habían sido previamente

incubadas en medio libre de esteroides (ver detalle en la sección Materiales y

Métodos).
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El STAT5B inhibe la actividad de P4 inducida por glucocorticoides

El análisis de secuencia de la región promotora P4 reveló la presencia de un

posible hemisitio de reconocimiento del factor de transcripción STAT5, 5`-

TTCtgtGAA-3` (Figura 23), que se encuentra bien conservado en comparación con

la secuencia de unión consenso descripta previamente (TTCnnnGAA) (Ihle, 1996).

Este potencial sitio de reconocimiento de STAT5 se localiza 213 pb río arriba de la

TATA box correspondiente a P4 y 63 pb río abajo del HRE II descripto

anteriormente.

FIGURA 23. Esquema de la secuencia nucleotídica del elemento de respuesta a STAT5 en la
región promotora P4. El diagrama muestra la región promotora P4 completa con la localización de
ambos HREs y el sitio de unión de STAT5 (STAT5 RE). Las flechas indican la ubicación de los
oligonucleótidos utilizados en los experimentos de ChIP.

Con el fin de analizar la participación del STAT5 sobre la actividad de P4 en

respuesta a esteroides, en primer lugar se llevaron a cabo experimentos de

transfecciones transitorias con el vector de expresión pP4-completo (que lleva el

gen reportero luciferasa bajo control de P4) co-transfectado en células Cos-1 con el

vector de expresión que codifica para el GR (pGR) y cantidades crecientes (1, 3 y 5
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µg) de los vectores de expresión para las isoformas constitutivamante activas

STAT5A (pSTAT5A-N642H) o STAT5B (pSTAT5B-N642H). En estas células, la

dexa activa este gen reportero transfectado (ver resultados descriptos en el capítulo

anterior). En la Figura 24 A se muestra que el STAT5B inhibe significativamente y

en forma dependiente de la cantidad de vector agregada la actividad de P4 inducida

por dexa, y que el STAT5A tiene un efecto inhibitorio menor pero significativo

(Figura 24 A, panel superior, curvas inferior y superior, respectivamente). La

sobreexpresión de las isoformas STAT5A o STAT5B en ausencia del GR no afectó

la actividad basal de P4 (datos no mostrados). Estos resultados sugieren que el

potencial sitio STAT5 en P4 podría mediar la represión hormonal del promotor a

través de su interacción con alguna de las isoformas STAT5.

Con el propósito de analizar la relevancia funcional del sitio STAT5, se

realizaron experimentos de co-transfección del vector pGR, de cantidades

crecientes del vector pSTAT5B-N642H y del vector de expresión mutante

pP4ΔSTAT5, que contiene 4 mutaciones puntuales en el sitio STAT5 que impiden la

unión al ADN de este factor (Ihle, 1996). Los resultados que se observan en la

Figura 24 B demostraron que el tratamiento hormonal aumentó 3.5 veces la

actividad de esta construcción (Figura 24 B, calle 1); sin embargo, cantidades

crecientes de pSTAT5B-N642H no afectaron significativamente la respuesta

hormonal de P4 (Figura 24 B, calles 2 a 4).

Estos resultados sugieren la participación del elemento de unión de STAT5 en

la regulación negativa mediada por el STAT5B de la actividad de P4 inducida por

glucocorticoides.
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FIGURA 24. Efecto de los factores STAT5 sobre la actividad de P4 inducida por
glucocorticoides. Células Cos-1 se co-transfectaron con el vector de expresión pP4-completo (A) o
pP4-ΔSTAT5 (B), el vector pGR y cantidades crecientes de los vectores de expresión para las
isoformas activas de STAT5. El pCMV-LacZ se agregó también como control de tranfección. Las
células se incubaron durante 36 hs con o sin dexa y se determinó la actividad luciferasa. Luego de
corregir la eficiencia de transfección con la actividad β-gal, los valores se expresaron como veces de
inducción relativas a los controles. Se muestra el promedio y la desviación estándar de 3
experimentos independientes. a, b vs c y a vs b: p <0.001.
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Expresión diferencial de los factores STAT5 y unión al elemento de respuesta

en P4

A continuación se analizó si las células de epitelio mamario y los timocitos de

ratón expresan los factores STAT5. Los ensayos de western blot demostraron la

presencia de ambas isoformas STAT5A y STAT5B en células S49 derivadas de un

linfoma T de ratón y en timocitos (Figura 25, calles 3 y 5 respectivamente). Además,

los niveles de ambos STATs no fueron afectados por el tratamiento con dexa (Figura

25, calles 4 y 6). Por otro lado, sólo el STAT5A se detectó en células de mama

HC11 en etapa de proliferación (Figura 25, calle 1). La expresión de esta isoforma

tampoco se modificó con el agregado de la hormona (Figura 25, calle 2).

FIGURA 25. Expresión de los factores STAT5 en extractos totales de distintos tipos celulares.
Western blot de STAT5A (paneles inferiores) y STAT5B (paneles superiores) en células de mama
HC11 (izquierda), células linfoides S49 (centro) incubadas con o sin dexa y timocitos de animales
control o tratados con dexa (derecha).
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En conclusión, el STAT5B podría participar en la inhibición de la actividad de

P4 mediada por glucocorticoides en timocitos, a través de la interacción con un

potencial elemento de respuesta presente en este promotor.

Con el objeto de estudiar la viabilidad de esta hipótesis, se llevaron a cabo

ensayos de retardo en gel (EMSAs) con extractos nucleares de células S49 tratadas

con dexa y un fragmento radiactivo de la región promotora P4 que incluye ambos

HREs y el sitio STAT5 (bcl-XP4 wt). Los resultados que se muestran en la Figura 26

indican la presencia de dos bandas, una débil con mayor velocidad de migración y

otra intensa más retrasada (Figura 26, panel izquierdo, calle 2). Ambas bandas

sufrieron un retraso significativamente mayor cuando el extracto se incubó con un

anticuerpo monoclonal α-GR (Figura 26, panel izquierdo, calle 3), lo que sugiere la

presencia del receptor de glucocorticoides en las mismas. Cuando se incubó el

extracto con el anticuerpo policlonal α-STAT5B, se observó un retraso menor

(Figura 26, panel izquierdo, calle 4 ). Sin embargo, no se vieron cambios en la

movilidad de las bandas cuando se incubó el oligonucleótido con los mismos

extractos nucleares pero en presencia del anticuerpo policlonal α-STAT5A (Figura

26, panel izquierdo, calle 5).

Estos resultados sugieren que el GR y el STAT5B podrían unirse en forma

simultánea a la misma región promotora P4 in vitro.

Para analizar la especificidad de esta unión, se realizaron los mismos ensayos

con un fragmento radiactivo que contenía el potencial sitio de reconocimiento de

STAT5 mutado (bcl-XP4 mut). En la Figura 26, panel derecho, se observa sólo la

banda de mayor velocidad de migración correspondiente a este oligonucleótido con el

sitio STAT5 mutado incubado con un extracto nuclear de células S49 previamente

tratadas con dexa (Figura 26, panel derecho, calle 7). La banda observada presentó
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un retraso mayor cuando el extracto se incubó con el anticuerpo α-GR (Figura 26,

panel derecho, calle 8), pero su movilidad no fue afectada con el agregado del

anticuerpo α-STAT5B (Figura 26, panel derecho, calle 9). Por lo tanto, la banda

observada con el oligonucleótido bcl-XP4 mut correspondería al complejo formado por

el GR y esta región promotora.

FIGURA 26. Unión específica del STAT5B a la región promotora P4 de bcl-X in vitro. EMSA
realizado con extractos nucleares de células linfoides S49 incubadas con dexa y el oligonucleótido
radiactivo bcl-X P4 wt (panel izquierdo, calles 2-5) o bcl-X P4 mut (panel derecho, calles 7-9). Las
flechas indican el ADN libre, el complejo ADN-proteína y el supershift. Supershift con un anticuerpo
monoclonal α GR (calles 3 y 8); policlonal α STAT5 A (calle 5) y policlonal α STAT5B (calles 4 y 9).
Calles 1 y 6 corresponden a incubaciones sin extracto nuclear. α, anticuerpo

En conjunto, estos resultados demuestran que tanto el GR como el STAT5B

están presentes en los extractos nucleares provenientes de células S49 tratadas con

dexa, y son capaces de unirse in vitro simultáneamente al promotor P4 en un
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fragmento de ADN no cromatinizado. Además, la unión in vitro del STAT5B a esta

región requiere de la integridad del sitio de unión localizado entre los HREs y la

TATA box del promotor P4.

Reclutamiento in vivo del STAT5A y del STAT5B a la región P4 en células de

mama y timo

A continuación se estudió la participación in vivo de ambos factores STAT5 en

la regulación de P4 mediante ensayos de ChIP.

En timocitos de ratones no tratados no se detectaron niveles apreciables del

STAT5B unido a P4 (Figura 27 A, calle 1). Sin embargo, luego de 30 minutos de

tratamiento con dexa, se observó el reclutamiento del STAT5B a esta región

promotora (Figura 27 A, calle 2). gapdh se utilizó como control de la

inmunoprecipitación (Figura 27 A, panel medio). Por otro lado, independientemente

del tratamiento hormonal, el STAT5B no se unió a la región promotora proximal P1

(Figura 27 A, panel inferior).

Se obtuvieron resultados similares con los ChiPs realizados con la línea celular

S49 luego del tratamiento con dexa durante 30 minutos (Figura 27 B).

En ninguno de los tratamientos ensayados se detectó el STAT5A unido a P4

en células linfoides (datos no mostrados).

Por otro lado, en la línea celular HC11 en etapa de proliferación no se observó

la unión de ningún factor STAT5 al promotor P4 en presencia o ausencia de dexa

(datos no mostrados). Este resultado podría deberse a la falta de diferenciación de

las células en estas condiciones, que probadamente requieren de prolactina y

glucocorticoides para la activación de la vía JAK-STAT y la producción de proteínas

de la leche (Merlo et al., 1996).
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FIGURA 27. Inmunoprecipitación in vivo de los factores STAT5 en la región P4. La unión de los
factores STAT5 a la región promotora P4 (paneles superiores) y a la región promotora P1 (paneles
inferiores) de bcl-X se determinó por ChIP. (A) timocitos de animales control o tratados con dexa, (B)
células linfoides S49 incubadas con o sin dexa y (C) células de mama en estadíos de lactancia o
involución. La amplificación del gen gapdh se realizó como control (paneles centrales). α, anticuerpo,
-Ac, sin anticuerpo.
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Teniendo en cuenta esta observación, se realizaron ChIPs con células

epiteliales de ratones hembra en estadíos de lactancia o involución, en las que se ha

descripto la expresión diferencial de las isoformas larga y corta de bcl-X en ambos

estadíos del epitelio glandular mamario, siendo la relación bcl-XL/bcl-XC seis veces

menor cuando se comparan condiciones de involución respecto a estadíos de

lactancia (Heermeier et al., 1996).

Como se muestra en la Figura 27 C, en células de epitelio mamario en

lactancia se reclutan en la región del promotor P4 el factor STAT5A y el GR (Figura

27 C, panel superior, calles 2 y 6). Sin embargo, no se detectó la presencia del

STAT5B en esta región promotora (Figura 27 C, panel superior, calle 4).

Por otro lado, en forma antagónica, en células de mama obtenidas a las 48

horas luego de la interrupción del amamantamiento, ni el GR ni el STAT5A se

encontraron unidos a este promotor (Figura 27 C, panel superior, calles 1 y 5), y por

el contrario se observó el reclutamiento del STAT5B al mismo (Figura 27 C, panel

superior, calle 3).

Para ambos estadíos celulares, no se observaron diferencias en la unión de

estos factores al promotor proximal P1, excepto en el caso del STAT5B que en el

estadío de involución también mostró un mayor reclutamiento en esta región (Figura

27, panel inferior, calle 2). Este último resultado no resultó sorprendente dada la

presencia de un elemento de unión de factores STAT5 en esta región promotora ya

demostrada por otros grupos de investigación (Fujio et al., 1997).

En conjunto, estos resultados sugieren que un reclutamiento selectivo del

STAT5B a P4 podría estar involucrado en la represión hormonal de la transcripción

de bcl-X en células involucionando, como las células linfoides luego del tratamiento

hormonal o el epitelio mamario luego de interrumpida la lactancia.



Resultados: capítulo 2

88

Mecanismo molecular involucrado en la represión transcripcional de P4

mediada por el STAT5B

Con el propósito de profundizar el conoccimiento del mecanismo de represión

observado, se analizó la contribución de complejos co-represores al mismo.

Trabajos de otros autores han identificado al factor nuclear co-represor SMRT

(silencing mediator for retinoic acid receptor and thyroid hormone receptor) como un

potencial complejo de unión a proteínas STAT5 (Nakajima et al., 2001). Cuando se

analizó por ChIP la presencia del SMRT en P4, se observó que efectivamente este

complejo se reclutó en timocitos de ratones tratados con dexa, y no en timocitos de

animales control (Figura 28 B, calle 4 vs. calle 3). Independientemente del

tratamiento, no se observaron cambios en los niveles mínimos de reclutamiento del

complejo SMRT a la región proximal P1 de bcl-X (Figura 28 B, panel inferior). gapdh

se usó como control  de la inmunoprecipitación (Figura 28 B, panel central).

Se obtuvieron resultados similares con los ChiPs realizados a partir de células

S49 incubadas con dexa durante 30 minutos (Figura 28 B, panel superior, calles 2

vs calle 1).

Estos resultados indican que el complejo SMRT podría participar en la

represión hormonal mediada por el STAT5B sobre el promotor P4.

Para profundizar esta hipótesis y dado que el complejo SMRT contiene a la

enzima desacetilasa HDAC3 necesaria para reprimir el proceso de transcripción

(Guenther et al., 2000), se evaluó por ChIP su presencia en la región P4. De

acuerdo a lo esperado, 30 minutos luego del tratamiento de las células S49 con

dexa, la región P4 reclutó HDAC3 (Figura 28 B, panel superior, comparar calles 3 y

4). Este evento coincidió con un menor nivel de acetilación de la histona H3 en
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células tratadas respecto de células sin tratamiento hormonal (Figura 28 B, panel

superior, compare calles 5 y 6). Tales cambios no se detectaron en la región

promotora proximal P1 (Figura 28 B, panel inferior).

FIGURA 28. Inmunoprecipitación in vivo de SMRT, HDAC3 y H3 en la región P4. La unión de
SMRT, HDAC3 y H3 acetilada (acH3) a la región promotora P4 (paneles superiores) y a la región
promotora P1 (paneles inferiores) de bcl-X se determinó por ChIP. (A) Timocitos de animales control
o tratados con dexa y (B) células linfoides S49 incubadas con o sin dexa. La amplificación del gen
gapdh se realizó como control (paneles centrales). α, anticuerpo.
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Como conclusión, la actividad desacetilasa de histonas se correlacionó con el

reclutamiento del complejo SMRT y podría estar involucrada en la represión

transcripcional de P4 en respuesta a glucocorticoides.

Cinética del reclutamiento de factores de transcripción al promotor P4

Teniendo en cuenta los resultados ya mencionados se intentó elucidar el

mecanismo por el cúal el GR participa en la unión del STAT5B a P4, que llevaría a

la subsecuente represión de dicho promotor en células de timo. Para ello, se

realizaron ChIPs a tiempos cortos con el fin de analizar la secuencia de eventos que

ocurren en la región P4 luego de tratar las células S49 con dexa. Como puede

observarse en la figura 29, el GR se unió a P4 en forma transitoria, con una

ocupación máxima entre los 10 y 15 minutos luego del agregado de dexa, no

detectándose reclutamiento del mismo a esta región promotora luego de 25 minutos

de tratamiento hormonal (Figura 29, panel superior, calles 2 a 7). El STAT5B

también se reclutó a P4 con una cinética similar al GR, pero permaneció unido

durante al menos 30 minutos (Figura 29, panel superior, calles 2 a 7). Es decir que

entre los 5 y 25 minutos ambos factores estarían presentes simultáneamente en el

promotor. A la unión del GR a P4 le siguieron el reclutamiento del co-activador SRC-

1, el complejo remodelador de la cromatina BRG-1 y un aumento de la unión de la

ARN polimerasa II, que mostraron su máxima ocupación en P4 entre los 10 y 15

minutos luego del tratamiento con dexa, disociándose luego (al igual que el GR) y

volviendo a niveles indetectables de interacción (Figura 29, paneles superiores,

calles 2 a 7).
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FIGURA 29. Cinética de reclutamiento de factores de transcripción al promotor P4. A partir de
células linfoides S49 control o tratadas con dexa de 5 a 30 minutos, se determinó por ChIP la unión
del GR; STAT5B; SMRT; SRC-1 y BRG-1 a las regiones promotoras P4 (paneles superiores) y P1
(paneles inferiores) de bcl-X. La cromatina input se muestra al pie de la figura. α, anticuerpo.
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Ninguno de estos cambios se observó en la región promotora proximal que

contiene a P1, donde la interacción de los distintos factores con el promotor fue

mínima y constante al menos hasta los 30 minutos de tratamiento hormonal (Figura

29, paneles inferiores, calles 2 a 7).

En conjunto, estos resultados sugieren una activación transitoria y selectiva del

promotor P4 inmediatamente después del agregado del análogo sintético, seguida

de la represión del mismo a partir de los 25 minutos de tratamiento.

La siguiente pregunta estaba dirigida a explicar la causa de la unión transitoria

del GR. El reclutamiento del complejo co-represor SMRT a la región P4 se detectó a

partir de los 25 minutos del tratamiento con dexa, coincidiendo con la disminución en

los niveles de reclutamiento del GR, SRC-1, BRG-1 y de la ARN polimerasa II del

mismo (Figura 29, panel superior, calles 2 a 7). Estos resultados sugieren una

relación causal entre estos eventos. Como el complejo SMRT contiene HDAC3 que

desacetila histonas centrales, la compactación de la cromatina podría ser

responsable de la disociación de los distintos factores recién mencionados y de la

ARN polimerasa II, y como consecuencia de la represión del promotor P4.

Los glucocorticoides activan al promotor P4 en células linfoides cuando se

inhibe la activación del STAT5

El reclutamiento del STAT5B a la cromatina luego del agregado de dexa

sugiere que una quinasa de la familia de las JAKs (Janus Asociated Kinases) se

activó y fosforiló al STAT5B, activándolo e induciendo su translocación al núcleo

(Cella et al., 1998). A fin de evaluar si el tratamiento hormonal desencadena estos

efectos en el STAT5B, se examinó la influencia de un potente y selectivo inhibidor
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de JAK2 y JAK3, AG 490 (Wang et al., 1999), sobre el reclutamiento del STAT5B a

P4 en células S49 tratadas con dexa. Como se muestra en la Figura 30, ni el GR ni

el STAT5B se unieron a la región P4 cuando las células se incubaron sólo con el

inhibidor (Figura 30 A y C, paneles derechos, calle 3). Por otro lado, el pre-

tratamiento con AG 490 inhibió el reclutamiento del STAT5B a P4 cuando se co-

incubó con dexa (Figura 30 A, panel derecho, calles 3 y 4). En forma similar, el

SMRT no se unió al promotor de las células S49 tratadas con dexa y el inhibidor de

JAK (Figura 30 B, panel derecho, calles 3 y 4). El tratamiento hormonal en presencia

de AG 490 mostró, en cambio, que el GR permaneció unido a P4 aún 30 minutos

después del agregado de dexa (Figura 30 C, panel derecho, calles 3 y 4).

Estos resultados apoyan la hipótesis de que el reclutamiento del complejo

SMRT podría estar involucrado en la disociación del GR del promotor.



Resultados: capítulo 2

94

FIGURA 30. Inmunoprecipitación de la cromatina en presencia del inhibidor de JAK. (A-D)
Células linfoides S49 control (calle 3) o tratadas durante 30 min con dexa (calle 4) en presencia del
inhibidor de JAK (paneles derechos) o en ausencia del mismo (paneles izquierdos). La unión del
STAT5B (A); GR (B) y SMRT (C) a los promotores P4 (paneles superiores) y P1 (paneles inferiores)
de bcl-X se determinó por ChIP. La cromatina input se muestra en las calles 1  y 2 (paneles
derechos). La amplificación del gen gapdh se realizó como control (paneles centrales). α, anticuerpo.
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A continuación, se analizó si la región P4 era transcripcionalmente activa en

presencia del inhibidor de JAK. Los ensayos de ChIP con un anticuerpo α-ARNpol II

demostraron que la unión de la enzima a P4 provocada por el tratamiento con dexa,

se inhibió completamente cuando las células se co-incubaron con el inhibidor de

JAK (Figura 31 A, panel derecho, calles 3 y 4). En la región promotora proximal no

se observaron cambios en ninguno de los tratamientos (Figura 31 A, panel derecho,

calles 3 y 4). La incubación con AG 490 tampoco afectó la unión de la ARNpol II al

promotor control de gapdh (Figura 31 A, panel derecho).

El análisis por RT-PCR de los niveles de los transcriptos provenientes de la

activación de P4 en presencia del inhibidor de JAK confirmó la activación

transcripcional de este promotor bajo estas condiciones (Figura 31 B, panel

superior).

1 2 3 4

input

+ +

α Pol II

- -

bcl-XP4

Dexa

bcl-XP1

gapdh

A

α Pol II input

Dexa ++

bcl-X P4

gapdh

bcl-X P1

1 2 3 4



Resultados: capítulo 2

96

FIGURA 31. Inmunoprecipitaci ón de la cromatina y RT-PCR en presencia del inhibidor de JAK.
(A) Células linfoides S49 control (calle 3) o tratadas durante 30 min con dexa (calle 4) en presencia
del inhibidor de JAK (paneles derechos) o en ausencia del mismo (paneles izquierdos). La unión de
ARNpoII a los promotores P4 (paneles superiores) y P1 (paneles inferiores) de bcl-X se determinó
por ChIP. La cromatina input se muestra en las calles 1 y 2 (paneles derechos). La amplificación del
gen gapdh se realizó como control (paneles centrales). α, anticuerpo. (B) La RT-PCR se llevó a cabo
utilizando oligonucleótidos específicos para la amplificación del exón de P4. La amplificación del
ADNc de gapdh se realizó como control (panel inferior).  

Como conclusión, en presencia del inhibidor de JAK, la represión de la

actividad de P4 por dexa se revirtió y se observó activación del promotor en estas

condiciones, concomitantemente con la ausencia de reclutamiento del STAT5B al

mismo, y en forma similar a lo observado en células epiteliales mamarias.
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DISCUSIÓN

Los glucocorticoides inducen apoptosis en la mayoría de las células nucleadas

del sistema vascular (Amsterdam et al., 2002). Sin embargo, existen evidencias

sobre efectos anti-apoptóticos de estas hormonas en tejidos glandulares (Schorr and

Furth, 2000; Berg et al., 2002; Pecci et al., 1997; Yamamoto et al., 1998; Gascoyne

et al., 2003; Bailly-Maitre et al., 2001; Hillier and Tetsuka, 1998). Es decir, la

regulación de la expresión génica mediada por los glucocorticoides puede ser

positiva o negativa dependiendo del tipo celular. Esta bipolaridad se debe

probablemente a un controlado crosstalk entre el receptor de glucocorticoides y

múltiples moduladores nucleares y factores de transcripción que participan de otros

caminos de señalización presentes en un determinado tejido. A partir de esta

observación se generan los siguientes interrogantes acerca del impacto del origen

celular y del fenotipo final en los efectos que tienen los glucocorticoides sobre el

proceso de apoptosis; i.e 1) ¿la función anti-apoptótica de los glucocorticoides

involucra la expresión o atenuación de los mismos o diferentes productos génicos

que participan en sus efectos pro-apoptóticos?; 2) ¿el efecto anti-apoptótico está

mediado por mecanismos opuestos al efecto pro-apoptótico?

Se han dedicado numerosos esfuerzos a la identificación de genes blanco de

glucocorticoides involucrados en la muerte celular. En este sentido, en el presente

trabajo y en otros estudios se demostró que tanto la expresión de bcl-X como los

niveles relativos de la isoforma anti-apoptótica bcl-XL están bajo el control de los

glucocorticoides en forma dependiente del contexto celular (Chang et al., 1997;

Gascoyne et al., 2003; Pecci et al., 1997; Vicent et al., 2002). Mientras en células

endometriales los glucocorticoides y los progestágenos activan la expresión de bcl-X
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y llevan a una acumulación relativa de la isoforma bcl-XL (Pecci et al., 1997), en

timocitos reprimen la expresión del gen y disminuyen los niveles relativos de dicha

isoforma. De esta manera, bcl-X es uno de los genes blanco cuyo control diferencial

en distintos tipos celulares involucra efectos anti- y pro-apoptóticos de las hormonas

esteroideas.

bcl-X es considerado un gen clave en el control del desarrollo del proceso de

apoptosis dependiente de hormonas esteroideas. Se observó que los patrones de

expresión de Bcl-XL/C son diferentes o incluso opuestos a los demostrados para Bcl-

2, lo que sugiere que Bcl-XL y Bcl-2, aunque poseen funciones similares en la

regulación de la supervivencia y la muerte celular, no parecen tener efectos

redundantes. Ambos se expresan en distintos estadíos de diferenciación celular, lo

que sugiere que la expresión de dichos genes es específica de tejido (Krajewski et

al., 1994).

Para lograr un control adecuado de la apoptosis, la relación entre proteínas

anti- y pro-apoptóticas (i.e. Bcl-2-Bax o Bcl-XL-Bcl-XC) debe ser regulada en forma

precisa; y para ello, la expresión de bcl-X no sólo requiere un control cuidadoso de

la transcripción sino también del splicing. La estructura compleja del gen de ratón

con al menos 5 promotores diferentes ubicados río arriba del único marco de lectura

abierto, apoya la hipótesis de que la expresión de las distintas isoformas en

respuesta a diferentes estímulos podría estar mediada por el uso alternativo de

promotores.

Los experimentos realizados en la primera parte de este trabajo demuestran

que las hormonas esteroideas modulan la expresión del gen bcl-X a través de la

activación de un promotor distal. Se identificaron dos novedosos HREs ubicados

inmediatamente río arriba del promotor P4 de bcl-X, que unen específicamente al
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GR y al PR in vitro con una afinidad sólo 2 veces menor que un HRE canónico

descripto en el MMTV. La deleción de ambos HREs contactados por los receptores

hormonales in vitro, revierte la inducción hormonal mediada por P4 en ensayos de

transfección, sugiriendo que dichos HREs participarían en la respuesta in vivo del

gen bcl-X.

Coincidiendo con la finalización de esta primera parte del trabajo, Gayscone y

col. demostraron la existencia de otras 3 secuencias HRE ubicadas en las

posiciones -2944 a -2930, -2885 a -2854 y -2330 a -2316 relativas al ATG del gen

bcl-X de ratón, y una interacción in vitro de estos elementos con extractos nucleares

de células derivadas de fibrosarcoma tratadas con dexa (Gascoyne et al., 2003). Sin

embargo, esos HREs son diferentes a los descriptos en este trabajo y sus estudios

no abarcaron el uso selectivo de promotores controlado por glucocorticoides. De

acuerdo a las transfecciones transitorias realizadas, sólo los HRE I y II descriptos en

esta tesis le confieren a P4 respuesta a esteroides en células de epitelio mamario.

La construcción pP3, que contiene una de las tres regiones con elementos de

respuesta a esteroides descriptas por Gascoyne y col., no respondió al tratamiento

con dexa (Figura 10 A, calle 14) en células Cos-1 co-transfectadas con un vector de

expresión que codifica para el GR. Sin embargo, sí lo hizo en respuesta al

progestágeno R5020 en las mimas células co-transfectadas con un vector de

expresión que codifica para el PR. En estas condiciones, la expresión de luciferasa

aumentó en menos de dos veces respecto del control (Figura 10 B, calle 14). Por

otro lado, el vector pP4-ΔHRE, que tiene delecionados los dos HREs descriptos en

este trabajo pero que contiene dos de las secuencias HRE descriptas por Gascoyne

y col. (Gascoyne et al., 2003), no respondió ni a dexa ni a R5020 en células HC11 o

T47D, respectivamente (Figura 17, calle 5 vs calle 2).
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Teniendo en cuenta estos resultados, es probable que el contexto celular

determine la unión del GR o del PR a diferentes HREs en la proximidad de P4.

Como se demostró de otros autores (Nordeen et al., 1990), la cooperatividad entre

varias secuencias HRE contribuiría a la inducibilidad de un determinado promotor.

Por lo tanto, el grado de ocupación de los diferentes HREs podría mediar el

reclutamiento de diferentes factores ubícuos o específicos de tejido, determinando

consecuentemente la expresión dependiente de hormonas de bcl-X. En este

sentido, la presencia de varios HREs en una extensión corta de ADN podría proveer

las bases para la regulación hormonal diferencial de este gen en un determinado

contexto celular.

En la segunda parte de este trabajo, se observó la unión in vivo del GR a la

región promotora P4 luego del tratamiento hormonal de las células mamarias HC11

en proliferación. El reclutamiento del receptor de glucocorticoides se correlacionó

con un aumento en la unión de la ARNpol II (con la consecuente acumulación de

transcriptos generados por P4) y con un aumento en la relación de las isoformas bcl-

XL/bcl-XC. Estos resultados avalan la hipótesis de que el GR podría mediar in vivo la

activación de P4 en células de epitelio mamario de ratón en proliferación. Dado que

P4 es el único promotor conocido de bcl-X que responde a las hormonas

esteroideas en esta línea celular, resulta lógico pensar que la activación de P4 por

esteroides genera principalmente la isoforma anti-apoptótica bcl-XL, a pesar de que

el mecanismo de activación diferencial aún no se conoce. Coherentemente con

estos resultados, la inducción de la expresión de bc l -XL mediada por

glucocorticoides en células epiteliales mamarias se había demostrado con

anterioridad (Schorr and Furth, 2000). Este efecto mediado por el GR resultó
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independiente de prolactina y de la consecuente activación del STAT5A, y se asoció

a una mayor supervivencia de células cultivadas en ausencia de suero.

Por el contrario, en timocitos de ratón los glucocorticoides reprimen la actividad

de P4 y disminuyen tanto los niveles de ARNm de bcl-XL como los niveles de la

proteína correspondiente. La represión inducida por la dexametasona involucra un

reclutamiento transitorio del GR a la región promotora P4, que está temporalmente

acompañado por el reclutamiento dinámico de SRC-1, co-activador transcripcional;

de BRG-1, componente del complejo remodelador de la cromatina dependiente de

ATP, y de la ARN polimerasa II. Sin embargo, estos indicadores de activación

génica son sólo transitorias y no llevan a la acumulación de transcriptos generados a

partir de P4 (Figura 32).

FIGURA 32. Esquema comparativo de la regulación de la expresión de bcl-X específica de
tejido en respuesta a glucocorticoides.
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Los resultados también mostraron que el STAT5B se activa luego del

tratamiento hormonal y se recluta de manera estable al promotor al mismo tiempo

que el GR. A diferencia de éste último, la unión del STAT5B perdura en el tiempo

aún cuando el co-represor SMRT y HDAC3, que desacetila la histona H3, se

asocian a P4. La cinética de asociación de SMRT y HDAC3 es paralela a la

disociación del GR, SRC-1 y BRG-1, que median la interacción del receptor con los

componentes del aparato basal de transcripción, incluída la ARN polimerasa II, lo

que sugiere un efecto causal sobre la disminución en la acumulación de transcriptos

derivados de P4 observada en estos resultados.

El reclutamiento de co-factores en forma secuencial, cíclica y combinatoria ya

se ha demostrado para el promotor endógeno del gen presenilina 2 humano (pS2)

mediante estudios cinéticos analizados por ChIP (Metivier et al., 2003). Olas de

transcripción inicialmente improductivas que promueven el remodelado de la

organización nucleosomal serían necesarias para la activación o represión de un

determinado promotor.

En base a estos resultados, surgen varios interrogantes respecto al papel y al

mecanismo por el cual se reclutan inicialmente el GR, el STAT5B, y se disocia

posteriormente el receptor. Es por ello que es necesario discutir la función de los

elementos reguladores en cis sobre el promotor de bcl-X, especialmente los HREs y

el sitio de unión de STAT5. A pesar de no poder responder estas preguntas en

forma concluyente, los resultados permiten sugerir algunas consideraciones

relevantes.

En primer lugar, se observó que ambas isoformas, STAT5A y STAT5B, se

expresan en timoctitos de ratón y en la línea celular S49, mientras que sólo el

STAT5A se detectó en las células de epitelio mamario HC11 en proliferacion. Si bien
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se demostró que el STAT5A y el STAT5B tienen un 96 % de homología (Liu et al.,

1995), estas dos isoformas no son funcionalmente idénticas. En adipocitos y en la

glándula mamaria se encontraron diferencias funcionales (Floyd and Stephens,

2003; Groner, 2002). De hecho, en este trabajo se muestra un reclutamiento in vivo

diferencial de ambos factores sobre la región P4, según el tipo celular o el estadío

de diferenciación del mismo. Se observó la unión del STAT5A, junto con la del GR,

sólo en células mamarias durante la lactancia, y la unión del STAT5B (que se

correlaciona con la ausencia de unión del receptor) en timocitos y en tejido mamario,

ambos en condiciones de involución.

Previamente se demostró la interacción entre el GR y el STAT5 en diferentes

tipos celulares (Cella et al., 1998; Debierre-Grockiego et al., 2003; Gottlicher et al.,

1998; Richer et al., 1998; Stocklin et al., 1996; Tronche et al., 2004). Muchas de

estas evidencias muestran de qué manera el STAT5 activa genes blanco; sin

embargo poco se conoce acerca de la regulación negativa provocada por este

factor. En particular, se describió la participación de citoquinas y glucocorticoides en

el control de la proliferación, diferenciación y muerte celular de timocitos. Las

citoquinas interfieren con el camino de señalización de los glucocorticoides en la

regulación de la apoptosis y la expresión génica del sistema inmune mediante la

activación de la vía de transducción de señales JAK-STAT (Biola et al., 2001). La

actividad represora del STAT5 sobre la transcripción mediada por glucocorticoides

en células linfoides podría involucrar una interacción directa del STAT5B con el GR,

sin la participación de los elementos de unión de STAT5. Los glucocorticoides, por

otra parte, también inhiben la vía de señalización JAK-STAT inducida por citoquinas

(Bianchi et al., 2000), impidiendo la unión del STAT5 a sus genes blanco en células

T. Este acoplamiento funcional en la transcripción mediada por factores STATs y
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receptores hormonales nucleares podría depender del contexto del promotor y del

nivel de activación del STAT5, y ocurriría independientemente de los niveles de co-

activadores, como SRC-1 y CBP (Biola et al., 2001).

Además de los receptores de esteroides, el STAT5A y el STAT5B son

necesarios para el crecimiento normal de la glándula mamaria, y se regulan

positivamente durante la preñez, cuando los niveles de progesterona son elevados.

En células de cáncer de mama tratadas sólo con esteroides, se observó que los

factores STAT son activados por fosforilación de JAK2 y translocados al núcleo

mediante su asociación física con el PR o el GR (Cella et al., 1998; Richer et al.,

1998). Sorprendentemente, este resultado implicaría que los progestágenos y/o

glucocorticoides pueden activar a la quinasa responsable de la fosforilación en

tirosina de la JAK2, o que ésta y el STAT5 se asocian con otra proteína conteniendo

fosfotirosina luego del tratamiento hormonal. Como la interacción entre el STAT5 y

el PR se observó en fracciones nucleares aún a tiempos largos de tratamiento

hormonal, también se sugirió que el STAT5 no activado, quizás como monómero,

podría ser igualmente translocado al núcleo, co-transportado por el PR y servir de

co-regulador de los mismos factores unidos al ADN. Por otro lado, se demostró que

los progestágenos además sensibilizan a las células de cáncer de mama al

tratamiento con citoquinas y factores de crecimiento, como ocurre con la prolactina o

el EGF en la inducción de promotores a través del STAT5 (Richer et al., 1998).

Estos resultados demuestran la convergencia de caminos de señalización de

esteroides y de citoquinas o factores de crecimiento en múltiples niveles, lo que

sugiere un mecanismo para la coordinación de eventos proliferativos y de

diferenciación mediados por el PR/GR y el STAT5 en la glándula mamaria.
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Eventos de fosforilación adicionales en residuos serina/treonina de los STATs

podrían ser necesarios para la localización nuclear y la unión al ADN de estos

factores, y también podrían regular interacciones con otros factores en forma

específica, contribuyendo de esta manera a diferentes efectos fenotípicos causados

por ciertas citoquinas que utilizan la vía JAK-STAT (Stocklin et al., 1996; Zhang et

al., 1995). En el promotor del gen de la β-caseína, el sitio de unión del STAT5

resultó suficiente para la interacción funcional con el GR activado, que actúa como

un co-activador transcripcional y promueve la transcripción de genes mediada por el

STAT5. Éste último forma un complejo molecular con el GR, que se une al ADN

independientemente de los HREs. Esta asociación disminuye la respuesta a los

glucocorticoides de un promotor que contiene dichos elementos (Stocklin et al.,

1996). No se desprende de los resultados que se presentan en este trabajo si el GR

y el STAT5B llegan al promotor P4 de timo como heterodímeros o son reclutados

individualmente a dicha región luego del tratamiento hormonal. En ambos casos, la

unión podría ser a través de los HREs o del elemento de respuesta de STAT5. De

todos modos, la co-inmunoprecipitación de ambos factores en extractos totales de

S49 tratadas con dexa resultó negativa (datos no mostrados). Además, los

experimentos con el inhibidor de la activación del STAT5 sugieren que el GR

activado por ligando podría dirigirse al P4 independientemente del STAT5B en las

células de timo, pero no se sabe si ocurre lo mismo en ausencia del inhibidor. Para

responder esta pregunta se necesitaría ya sea un análisis de footprinting in vivo o el

uso de mutantes del GR incapaces de unirse a los HREs o al factor STAT5.

La activación y represión de la transcripción son procesos dinámicos que

involucran la remodelación de la cromatina por acetilasas y desacetilasas de

histonas. La estructura relajada de la cromatina está generalmente asociada con la
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activación génica y puede ser facilitada por la acetilación de las colas de histonas

mediante el reclutamiento de acetiltransferasas de histonas (HATs) a la región

promotora. Este fenómeno puede revertirse efectivamente a través del reclutamiento

de desacetilasas de histonas (HDACs), que podrían devolverle a la cromatina su

estado condensado y como consecuencia silenciar la transcripción.

Con respecto al mecanismo de represión, los resultados demuestran el

reclutamiento del SMRT a la región promotora P4 a los 25 minutos del tratamiento

con dexa. La interacción funcional entre el STAT5 y el complejo co-represor SMRT

se observó por primera vez en experimentos de doble híbrido (Nakajima et al.,

2001). La sobreexpresión del SMRT suprimió la inducción de genes blanco de

STAT5 por IL-3, sugiriendo un papel probable de este represor en la regulación

negativa de la respuesta a STAT5, con la consecuente disminución de la expresión

de sus genes blanco (Nakajima et al., 2001). La modulación de la función del STAT5

por el SMRT sería independiente de co-activadores que interactúan con el dominio

de activación, de manera que la transcripción dependiente de STAT5 puede ser

regulada a través de un balance de co-activadores y co-represores unidos

simultáneamente a regiones distintas de la proteína.

Por otro lado, se describió la existencia de una isoforma de STAT5 truncada en

el extremo carboxilo, que carece de dominio de transactivación y exhibe un potencial

regulatorio negativo mediante su asociación con co-represores nucleares que

silencian activamente a la cromatina como el SMRT (Ihle, 1996; Wang et al., 1996).

Como los experimentos de ChIP que se realizaron en este trabajo se llevaron a cabo

con un anticuerpo específico contra la región carboxi-terminal de STAT5B, si la

isoforma truncada participa en la represión de P4 debería actuar como dímero con la

isoforma completa, que contiene dicho dominio carboxilo.
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Previamente se habían encontrado dos sitios consenso de unión del STAT5,

varias bases río arriba del sitio de iniciación de la transcripción de P1, en una región

regulatoria ubicada en el primer intrón del gen humano y murino de bcl-X, similares

a los encontrados en el promotor de β-caseína (Socolovsky et al., 1999). Durante la

diferenciación eritroide se observó que la eritropoyetina (EPO) induce la expresión

de bcl-XL a través de la activación del STAT5 que se une a estos sitios (Socolovsky

et al., 1999). Aquí se describe un nuevo sitio funcional de unión del STAT5

localizado 213 pb río arriba de la TATA box del promotor P4. Se ubica 63 pb río

abajo del HRE II descripto en este trabajo y se solapa con el HRE II descripto por

Gascoyne y col. (Gascoyne et al., 2003). Los experimentos de ChIP no discriminan

si el GR o el STAT5 se unen in vivo a los elementos descriptos en el presente

trabajo o a los analizados por este otro grupo.

Además, de acuerdo a estos resultados, tanto el GR como el STAT5B son

capaces de interactuar directa e independientemente con sus repectivos elementos

de respuesta en la región P4 del ADN desnudo. No obstante, con los ensayos de

ChIP no se analiza la función de los distintos HREs, ni si el GR y el STAT5B

compiten por el mismo sitio en el ADN. Como el STAT5B permanece unido a la

región P4 mientras el GR se disocia luego del reclutamiento del SMRT, no se puede

descartar una competencia entre el GR y el SMRT por la unión al STAT5B, en caso

de que el GR y el STAT5B formen dímeros. Sin embargo, los resultados son

igualmente compatibles con un efecto indirecto del SMRT sobre la compactación de

la cromatina, que impediría la unión del GR y el concomitante reclutamiento de los

co-activadores y de la maquinaria transcripcional (Figura 33).



Discusión

108

FIGURA  33. Regulación de la actividad de P4 en células linfoides en respuesta a
glucocorticoides. El esquema superior muestra la represión del promotor mediado por el
reclutamiento del STAT5B y del SMRT luego del tratamiento hormonal. El esquema inferior detalla la
activación de P4 dada por la unión del GR en presencia de dexa y del inhibidor de JAK.

Finalmente, retomando la pregunta de cuál es el impacto del contexto celular y

mediante qué mecanismos se regula la muerte celular dependiente de

glucocorticoides, en este trabajo se demostró que al menos un gen clave en el

proceso apoptótico, bcl-X, se expresa de manera opuesta en respuesta a

glucocorticoides según el tipo celular. Además, en dicho control estaría involucrada

la actividad del promotor P4 del gen y, mientras la activación del mismo está
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mediada por la interacción directa del GR a los HREs presentes en ese promotor, la

represión sería a través del reclutamiento del factor STAT5B, cuya expresión

también es dependiente del tejido.

Como conclusión, la comprensión de la regulación de la transcripción del gen

bcl-X en un tipo celular particular requiere la determinación de los exones 5`, y el

análisis de las múltiples secuencias regulatorias potenciales presentes en el

contexto de la región promotora completa.
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