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RESUMEN

Analisis estructural y funcional del Receptor de Glucocorticoides
en sus multiples interacciones

En esta Tesis se exploran los mecanismos moleculares involucrados en la interaccion entre
el receptor de glucocorticoides (GR), un factor de transcripcidon activado por ligando, y
varios de los interactores que participan en su actividad transcripcional. En primer lugar, se
emplearon métodos computacionales (simulacion por dindmica molecular) para descifrar
los mecanismos de accidon del agonismo y del antagonismo en el dominio de unién al
ligando utilizando los compuestos comerciales dexametasona (glucocorticoide) vy
mifepristona (antiglucocorticoide), caracterizando el comportamiento dindmico de la
hélice 12 del receptor y su relacion con la identidad del ligando. En segundo lugar, se
investigo la interaccion del GR con correguladores de la transcripcion mediante el uso de
tecnologia de microarrays, dirigido a evaluar afinidades de unién GR-corregulador en
presencia de diferentes ligandos. Aplicando métodos de docking péptido-proteina también
se analizaron los determinantes moleculares involucrados en este reconocimiento. En
tercer y ultimo lugar, se abordé el estudio de la interaccion cruzada entre el GR y el
receptor de progesterona (PR), factor de transcripcion de la misma familia proteica.
Empleando ensayos de genes reporteros, se evalud la actividad transcripcional al activar
cada receptor por separado o ambos a la vez, y se comprobd la interferencia funcional
GR/PR. Luego, mediante microscopia de fluorescencia de alta resolucidn en células vivas,
se estudid y corroboré la capacidad de ambos receptores de formar parte de un mismo
complejo. Asimismo, se caracterizo el estado de oligomerizacion del GR en presencia de
PR, observando también interferencia en este caso. En conjunto, estos resultados
refuerzan la idea de que PRy GR podrian formar heterocomplejos. Finalmente, se realizd
un estudio in silico del hipotético heterecomplejo mediante simulaciones por dinamica
molecular de homo- y heterodimeros de los dominios de unién al ADN de PR y GR,
corroborando su estabilidad estructural e identificando factores que podrian explicar su
menor actividad transcripcional. El conjunto de los resultados obtenidos en esta Tesis
permiten ampliar los conocimientos existentes sobre la estructura y funcidn del receptor
de glucocorticoides en diferentes contextos y en relacion a los multiples interactores que
regulan su actividad: ligandos, correguladores y otros factores de transcripcion vy
contribuyen a la comprension de los mecanismos moleculares que subyacen a las acciones
fisioldgicas y farmacoldgicas de los GC.

Palabras clave: glucocorticoides, receptor de glucocorticoides, simulaciéon por dinamica
molecular, correguladores, docking, microscopia de fluorescencia, receptor de
progesterona.



ABSTRACT

Structural and functional analysis of the Glucocorticoid Receptor
in its multiple interactions

This Thesis explores the molecular mechanisms involved in the interaction between the
glucocorticoid receptor (GR), a ligand-activated transcription factor, and several interactors
involved in its transcriptional activity. First, computational methods (molecular dynamics
simulation) were employed to decipher the mechanisms of action of agonism and
antagonism in the ligand binding domain using the commercial compounds
dexamethasone (glucocorticoid) and mifepristone (antiglucocorticoid), characterizing the
dynamic behavior of helix 12 of the receptor and its relationship with ligand identity.
Second, the interaction of GR with transcriptional coregulators was investigated using a
microarray assay, aimed at evaluating GR-coregulator binding affinities in the presence of
different ligands. The molecular determinants involved in this recognition were also
assessed by applying peptide-protein docking methods. Finally, the crosstalk between the
GR and progesterone receptor (PR), a transcription factor of the same protein family, was
addressed. Through reporter gene assays, transcriptional activity was evaluated by
activating each receptor separately or simultaneously and functional GR/PR interference
was confirmed. Using high-resolution fluorescence microscopy in live cells, the ability of
both receptors to form part of the same complex was studied and corroborated. Likewise,
the oligomerization state of GR in the presence of PR was characterized, and interference
was observed. Taken together, these results reinforce the hypothesis that PR and GR can
form heterocomplexes. Finally, an in silico study of the hypothetical heterocomplex was
performed using molecular dynamics simulations of homo- and heterodimers of the
DNA-binding domains of PR and GR, corroborating their structural stability and identifying
factors that could explain their lower transcriptional activity. The set of results obtained in
this Thesis extends the existing knowledge on the structure and function of the
glucocorticoid receptor in different contexts and in relation to the multiple interactors that
regulate its activity, including ligands, co-regulators, and other transcription factors, and
contributes to the understanding of the molecular mechanisms underlying the
physiological and pharmacological actions of GCs.

Keywords: glucocorticoids, glucocorticoid receptor, molecular dynamics simulation,
coregulators, docking, fluorescence microscopy, progesterone receptor.
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CAPITULO 1.

INTRODUCCION

La palabra “hormona” proviene del inglés hormone, y este del griego hormén, “que
impulsa”. Fue acufiada por E. H. Starling, W. B. Hardy y W. T. Vesey en 1905 y su definicion
actual es la siguiente: “Cualquiera de las sustancias producidas por células especializadas
en organos de estructura glandular o dispersas en otros tejidos, que circulan por la sangre
y ejercen un efecto a distancia sobre un drgano o tejido blanco al interaccionar con
receptores especificos para ellas. El conjunto de 6rganos, tejidos y células especializadas
en la produccion de hormonas constituye el sistema endocrino” (de Teran Bleiberg, 2021).
Fisiologicamente, entonces, las hormonas son moléculas efectoras que regulan la
actividad de sus células blanco (y de los tejidos y érganos que conforman), con el objetivo
ultimo de mantener la homeostasis del organismo junto con la coordinacién del
crecimiento y el desarrollo corporales.

Desde un punto de vista quimico, se las clasifica en cuatro grandes grupos: peptidicas,
abarcando desde polipéptidos pequefios hasta proteinas; derivados de aminoacidos,
como las catecolaminas, la melatonina o los derivados yodados de tirosina que conforman
las hormonas tiroideas; gaseosas, incluidos el etileno (en vegetales) y el 6xido nitrico; y
lipidicas, dentro de las cuales encontramos a los derivados del acido araquidodnico y las

hormonas esteroideas (Pawlina and Ross, 2015) .

1.1 Hormonas esteroideas

Los esteroides son moléculas organicas cuya estructura central es la del
ciclopentanoperhidrofenantreno (Figura 1.1). El colesterol, principal esteroide en
vertebrados, cumple diversas funciones: reguladoras, estructurales a nivel de las
membranas celulares, y es ademas el sustrato inicial de la sintesis de compuestos tales

como acidos biliares y hormonas esteroideas (HE).
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Figura 1.1. Estructura bidimensional del ciclopentanoperhidrofenantreno. Se numeran los

carbonosy se indican con letras sus anillos.

En mamiferos, las HE comprenden cinco grandes grupos: androgenos, estrogenos,
progestagenos, mineralocorticoides y glucocorticoides. La biosintesis de las HEs consiste
en dos tipos de reacciones catalizadas enzimaticamente: deshidrogenaciones e
hidroxilaciones (Figura 1.2). Los andrdgenos, estrogenos y progestagenos, generalmente
denominados hormonas sexuales, se secretan mayoritariamente en las génadas, siendo la
testosterona, el estradiol y la progesterona, respectivamente, los representantes mas

abundantes de cada familia en la circulacion.

P450scc
_—

—_—
17-OH-pregnenolona
Colesterol preg
HO ' CHy
3B-iso &=
——OH
17a-Hidroxilasa w
e
Progesterona 17-OH-progesterona
s
© 9 CH,0H
21B-Hidroxilasa —o
CHo0H
c=0 11B-Hidroxilasa
—

Figura 1.2. Biosintesis de glucocorticoides en la zona fasciculada de la corteza de la

glandula adrenal.

11



El estradiol se sintetiza a partir de la testosterona en el ovario. En la primera mitad del
ciclo menstrual, regula la maduracion folicular y la proliferacion a nivel endometrial, y el
aumento de los conductos galactéforos mamarios. Posterior a la ovulacion, el cuerpo ldteo
ovarico comienza la sintesis de progesterona, preparando el endometrio para una posible
implantacion embrionaria, junto con el crecimiento alveolar en las mamas. En caso de
embarazo, el ovario continda con su produccion de progesterona hasta que la placenta se
desarrolle y adquiera la capacidad de sintetizarla (Pawlina and Ross, 2015).

En el testiculo, las células de Leydig producen testosterona y pequefias cantidades de
estrogenos. El andrégeno mas potente, dihidrotestosterona (DHT), es producido por la
accion de la enzima 5a-reductasa, que se expresa ademas en drganos como el higado, el
cerebro, la piel y la prostata (Cole, Short and Hooper, 2019). Aunque el papel de
androgenos y estrogenos se asociaron fundamentalmente al desarrollo sexual, la
evidencia actual revela que cumplen un rol clave en procesos tales como el
mantenimiento de la salud 6sea, el desarrollo muscular, el equilibrio entre masa grasa y
magra corporales, la salud cardiovascular, el humor y la cognicién (Nelson LR, 2001; Tyagi
etal.,2017).

En la glandula adrenal tiene lugar la sintesis de los ultimos dos grupos de HE:
glucocorticoides y mineralocorticoides. Como ambos se producen a nivel de la corteza, se
los conoce globalmente como corticoesteroides o corticoides. En la zona mas externa o
glomerulosa se sintetiza el mineralocorticoide aldosterona, cuya funciéon principal es la de
la regulacion del balance hidrosalino, la volemia y la osmolaridad plasmatica, regulando
de esta manera la presion arterial (Cole, Short and Hooper, 2019). Actia a nivel renal,
digestivo y del sistema nervioso central, y su sintesis y secrecion estan reguladas por el
sistema renina-angiotensina-aldosterona .

Por ltimo, en la zona fasciculada adrenal (pero también en 6rganos extrasuprarrenales
como colon, timo y piel), tiene lugar la sintesis de los glucocorticoides (Figura 1.2), siendo

el cortisol la principal hormona de esta familia en humanos.
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1.1.2. Glucocorticoides

Celsus describid cuatro de los cinco signos cardinales de inflamacion hace 2000 afios, y
Eustaquio descubrio las glandulas suprarrenales hace casi 500 afios, pero no fue hasta
1936 cuando Selye notd que en ratas expuestas a estresores las glandulas suprarrenales
estaban agrandadas y el timo y los ganglios linfaticos encogidos. La cortisona, el principio
activo de las glandulas suprarrenales en roedores, fue aislada y caracterizada
paralelamente por Kendall (Mason, Myers and Kendall, 1936; Mason, Hoehn and Kendall,
1938) y Reichstein (Reichstein, 1936; Reichstein and Shoppee, 1943) y se demostrd su
capacidad supresora de los érganos inmunitarios. Mas adelante, Hench y colaboradores
demostraron que la cortisona podia mejorar los sintomas de la artritis reumatoide (Hench
and Kendall, 1949). Por su trabajo, en 1950 Kendall, Reichstein y Hench recibieron el
Premio Nobel de Fisiologia y Medicina (The Nobel Prize in Physiology or Medicine 1950, no
date; Melmed et al., 2019).

Funciones fisiologicas

El cortisol es referido habitualmente como “la hormona del estrés”. En efecto, estresores
sistémicos de diversos origenes (trauma, infeccion, miedo, dolor, etc.) activan el eje
neuroendocrino hipotalamo-pituitario-suprarrenal (HPA) que, como ilustra la Figura 1.3,
regula la liberacion de cortisol: la secrecidn de hormona liberadora de corticotropina (CRH)
por parte del hipotdlamo promueve la sintesis de la proopiomelanocortina (POMC),
molécula precursora de la hormona adrenocorticotrdpica (ACTH) y la liberacion de ésta
desde la glandula pituitaria, lo que a su vez estimula la sintesis de cortisol y su liberacion al
torrente sanguineo (Chrousos, 1995; Hartmann et al., 2016; Nicolaides and Charmandari,
2021). En condiciones basales, la secrecion circadiana y ultradiana de ACTH resulta en la
produccion ritmica y pulsatil de glucocorticoides enddgenos (Kleiman and Tuckermann,
2007), con niveles circulantes altos por la manana y bajos por la noche, participando
ademas en la regulacion del ciclo de suefio y vigilia (Nicolaides and Charmandari, 2021). En

este contexto, el cortisol circulante elevado desempefiaria dos funciones principales: por
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un lado, preparar al organismo para responder al factor estresante mediante el aumento
de la disponibilidad de glucosa en sangre, la frecuencia cardiaca y respiratoria, la
conciencia y agudeza neural; por otro, favorecer efectos supresores reguladores
(inmunomoduladoras y antiinflamatorias) como mecanismo de defensa a los posibles
efectos deletéreos para el organismo de una respuesta inmune e inflamatoria
descontrolada (Chrousos, 1995; Hartmann et al., 2016; Cole, Short and Hooper, 2019;
Nicolaides and Charmandari, 2021). Los mecanismos subyacentes, sin embargo, no estan

del todo claros y estan bajo estudio activo.

Hipotalamo

Dia Noche

Estrés

(Gortise) — |

Figura 1.3. Eje Hipotalamo- Pituitario-Adrenal (HPA).

El cortisol regula también la homeostasis en reposo y del ritmo circadiano y juega un papel
importante en varios momentos de la etapa fetal y de la vida adulta, influyendo en un
amplio espectro de funciones fisioldgicas (Figura 1.4): como hormona catabdlica, estimula
la degradacion de proteinas en tejidos periféricos para liberar aminoacidos que pueden ser
utilizados en el higado en el proceso gluconeogénico y la liberacidon de acidos grasos de los

depdsitos adiposos; estimula la sintesis de glucogeno en el higado; participa en la
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regulacion del tono cardiovascular y del metabolismo dseo y también en procesos como la
memoria, el comportamiento y la cognicién (Hartmann et al., 2016; Oprea et al., 2019;
Nicolaides and Charmandari, 2021).

Finalmente, el cortisol juega un papel fundamental en el desarrollo fetal. Los niveles de
cortisol de las glandulas suprarrenales fetales se elevan dramaticamente de cinco a seis
semanas antes del nacimiento y juegan un papel crucial en las ultimas etapas de la
organogénesis (Cole, Short and Hooper, 2019), promoviendo la maduracion de diversos
érganos vitales como el cerebro, el higado, los rifiones, el timo, el tracto gastrointestinal y

el sistema respiratorio (Murphy et al., 2006).

regulacion de la respuesta al estrés

1 neoglucogénesis control del ciclo suefio-vigilia
. ' control del apetito
T almacenamiento memoria

de glucégeno

o T reactividad vascular
=/ = aagentes vasoactivos

{ secrecién

: - T presion arterial
de insulina

\ T reabsorcién de Na*

T protedlisis '

{ transporte de glucosa

T secreciéon de K*

CORTISOL
b
T I'pggs'éiéggerfacs'gz ‘ accion antiinflamatoria
9 &% =N\ e inmunosupresora
{ transporte de glucosa / A
{ accidn de leptina ‘ {
&— ~ desarrollo SNC

T resorcion 6sea

1+ liberacion de Ca* desarrollo pulmonar
iberacién de Ca

Figura 1.4. Principales efectos fisioldgicos del cortisol en el organismo humano.

La accion de los GC esta finamente controlada mediante diversos mecanismos. En
primer lugar, el eje HPA regula positiva o negativamente la sintesis y liberacién de GC al
torrente sanguineo, modificando su concentracion plasmatica (Figura 1.3). Por otro lado,
los GC endodgenos circulan mayormente unidos a proteinas transportadoras, tanto

especificas (transcortina o Glucocorticoid Binding Protein, GBP) como inespecificas
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(albdmina). Una pequefia fraccion (5%) lo hace de forma libre, y es la que se describe como
fisioldgicamente activa. Esta fraccion libre esta en Gltima instancia determinada por el
equilibrio entre la sintesis y liberacion de GC a la sangre y la disponibilidad de proteinas
transportadoras, constituyendo otro eslabdn regulatorio de la actividad glucocorticoidea
(van der Laan and Meijer, 2008; Cain and Cidlowski, 2015). Por ultimo, la actividad
intracelular de los GC esta determinada por la accion de las enzimas 11B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa tipo 1y 2 (113-HSD1 y 113-HSD2). 11B-HSD2 cataliza la conversion de
cortisol a cortisona (con menor actividad glucocorticoidea), y 113-HSD1 lo hace de
cortisona a cortisol. Los niveles de expresion y la actividad de estas enzimas son
determinantes en la biodisponibilidad de los GC intracelulares y son especificos de cada
tipo tisular. En efecto, en las células blanco de la aldosterona que expresan 113-HSD2 los
niveles de cortisol (que posee efectos mineralocorticoides) se reducen (van der Laan and
Meijer, 2008); mientras que en la placenta, 113-HSD2 inactiva los GC provenientes de la
circulacion materna evitando su accion directa sobre los 6rganos fetales en desarrollo

(Murphy et al., 2006).

Hipo e hipercortisolismo

El sindrome de Cushing es la expresion clinica del hipercortisolismo crénico de
cualquier etiologia, presentando signos y sintomas caracteristicos: hiperglucemia,
resistencia a la insulina y diabetes tipo 2; aumento de peso y redistribucion grasa en tronco
y cara; atrofia y debilidad muscular por catabolismo proteico; disminucion de la densidad
dsea y osteoporosis; alteraciones dérmicas; hipertension arterial y edema por accion
directa sobre el receptor de mineralocorticoides (MR); susceptibilidad a infecciones y
trastornos psiquiatricos, como depresion o psicosis (Nieuwenhuizen and Rutters, 2008;
Granner, Wang and Yamamoto, 2015; Larry Jameson et al., 2018; Niculet, Bobeica and Tatu,
2020).

El hipocortisolismo, por otro lado, cursa con fatiga, hipoglucemia e hipotension arterial
y su causa mas comun es la supresion del eje HPA por el uso crénico de GC exdgenos. La

interrupciéon brusca de la administracion de GC puede generar un cuadro grave y
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potencialmente mortal de insuficiencia suprarrenal aguda con hipotension severa y shock
(Larry Jameson et al., 2018; Niculet, Bobeica and Tatu, 2020; Thau, Gandhi and Sharma,
2022).

Usos farmacologicos de los GCs

La aplicacion farmacoldgica de los GC se establecié a fines de la década de 1940 cuando
se reconocieron sus potentes efectos antiinflamatorios e inmunosupresores,
revolucionando el tratamiento de patologias inflamatorias como el asma, la enfermedad
inflamatoria intestinal y la artritis reumatoidea, con un cambio radical en la sobrevida y
prognosis de estas afecciones (Hartmann et al., 2016). El subsiguiente desarrollo de GC
sintéticos, como dexametasona y prednisolona, con potencia y eficacia muy superiores a
las de los GC enddgenos, los posicionaron como pilar terapéutico de una variedad de
enfermedades inflamatorias y autoinmunes de muy dificil manejo hasta entonces,
incluyendo esclerosis mdltiple, lupus eritematoso sistémico, sarcoidosis y el sindrome
nefroético. Por otro lado, la administracion de GC en altas dosis es de eleccion y de probada
eficacia para eventos inflamatorios agudos potencialmente mortales como shock, edema
cerebral o enfermedad de injerto contra huésped. Por ultimo, sus propiedades
inmunosupresoras se aprovechan para el tratamiento de neoplasias malignas
hematoldgicas linfoproliferativas que abarcan diversos tipos de leucemias y linfomas (Cain
and Cidlowski, 2015).

Sin embargo, rapidamente quedd en evidencia que las dosis farmacologicas de GC en
tratamientos prolongados, incluso en aplicaciones topicas, conllevan una exacerbacion
descontrolada de los efectos metabdlicos propios de los GC, con el consecuente desarrollo
de un sindrome de Cushing iatrogénico (Figura 1.5), limitando su uso clinico crénico.

No obstante, su innegable poder terapéutico impulsé una intensa investigacion con el
fin Gltimo de desarrollar nuevos GC sintéticos que puedan disociar los efectos terapéuticos
de los adversos: una tarea a la vez prometedora y desafiante que exige desentrafiar los
mecanismos moleculares subyacentes a las acciones fisioldgicas y farmacologicas de los

GC.
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Figura 1.5. Efectos terapéuticos (azul) y adversos (violeta) del uso farmacolégico de GC.

1.2 Receptores Nucleares. Receptores de Esteroides

La superfamilia de receptores nucleares (NR) estd compuesta por factores de
transcripcion activados por ligandos, cuya funcion ultima es la transduccion de las sefiales
mediadas por diferentes hormonas (entre las que se encuentran las hormonas esteroideas,
tiroideas y retinoideas) en las distintas respuestas fisiologicas correspondientes. Por otro
lado, dentro de esta familia también se han descripto los llamados receptores nucleares
"huérfanos", para los que hasta la fecha no se han identificado ligandos endogenos

(Lonard and O’Malley, 2012; Weikum, Liu and Ortlund, 2018; Tao et al., 2020).
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La familia de NR cuenta con 48 miembros, que se clasifican en subgrupos segln sus
ligandos y mecanismos de accion. Entre ellos se encuentra el subgrupo de receptores de
esteroides (SR) que comprende 6 miembros evolutivamente relacionados: el receptor de
androgenos (AR), de progesterona (PR), de glucocorticoides (GR), de mineralocorticoides
(MR), y dos receptores de estrégenos (ERa y ERB) (Thornton, 2001; Thornton, Need and
Crews, 2003). Los SR controlan una gran cantidad de procesos metabdlicos, reproductivos
y de desarrollo y estan a su vez regulados, como mencionamos, por la unién directa de sus
correspondientes hormonas esteroideas. (Lonard and O’Malley, 2012; Weikum, Liu and

Ortlund, 2018).

1.2.1. Estructura general de los SR

Como consecuencia de su relaciéon evolutiva, los SR presentan una alta similitud de
secuencia entre sus dominios (Bledsoe, Stewart and Pearce, 2004), en especial aquellos a
través de los cuales interactian con el ADN o con sus ligandos. Puntualmente, la similitud
estructural del dominio de unién al ligando es el origen de las numerosas reacciones
cruzadas descriptas entre los distintos SR y sus hormonas enddgenas, y es esta
promiscuidad entre ligandos y receptores esteroideos uno de los multiples obstaculos en
el desarrollo de farmacos especificos para cada SR en particular. Por otro lado, sin
embargo, esta caracteristica puede resultar beneficiosa para otros abordajes terapéuticos
a través del disefio de ligandos de acciéon multiple o multitarget (Morphy, Kay and
Rankovic, 2004; Hopkins, Mason and Overington, 2006; Proschak, Stark and Merk, 2019;
Medvedev et al., 2022).

Clasicamente, los SR se describen como proteinas globulares, modulares, organizadas
en cinco dominios bien diferenciados. Se los designa, desde su extremo N-terminal, con las
letras A, B, C, D, y E; la excepcion es el ERa, que presenta ademas un breve dominio F
C-terminal (Figura 1.6). Cada uno de estos subdominios posee una arquitectura particular
y juega un papel especifico en la biologia del receptor. Sus caracteristicas generales se

describen brevemente a continuacion.
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A/B: dominio N-terminal (N-terminal domain; NTD). EL NTD es un dominio intrinsecamente
desordenado. Entre los SR, el NTD esta muy poco conservado y su tamafio presenta gran
disparidad. Contiene la region de funcion de activacion 1 (Activation Function-1; AF-1)
independiente de ligando, que interactlia con proteinas co-reguladoras, especificas para
cada célula y cada promotor. Contiene numerosos sitios blanco de modificaciones

post-traduccionales (PTMs).

a. b. DBD LBD
B ERu c Bl E | F) 595
ERP c B E 530
— AR
GR ( A/B c B 3 777
p— G R
PR AIB c E 933
VR C [ D |
ERa. AR ( AlB c D E 902
——ERp MR C A/B c E 984
AF-1 AF-2

Figura 1.6. Relacién evolutiva y comparacién estructural de la familia SR. a. Arbol
filogenético simplificado de la familia de los SR. b. Esquema comparativo de los dominios
de los SR. Los nimeros representan la longitud del receptor en aminoacidos. Adaptado de
(Griekspoor et al., 2007; Okafor et al., 2020).

C: dominio de unién al ADN (DNA Binding Domain; DBD). Esta region es la de mayor
conservacion entre los SR. El DBD posee dos subdominios, cada uno con una estructura de
dedo de zinc de unidén al ADN seguido de una hélice anfipatica y un loop (Figura 1.7). La
hélice del primer subdominio, H1 o de lectura de ADN, interactiia con el surco mayor del
ADN para realizar interacciones especificas, mientras que el loop (proximal o P-loop)
participa en el reconocimiento de secuencias de ADN. Por su parte, la hélice H2 hace
contactos no especificos con el esqueleto del ADN y el loop distal o D-loop contiene

residuos que participan en la dimerizacion del receptor.
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Subdominio 1
Subdominio 2

Hélice 2

Figura 1.7. Representacion esquematica del DBD de los SR. Se indican los subdominios y
sus estructuras principales. Modificado de (Weikum, Liu and Ortlund, 2018).

D: Region bisagra (Hinge). La region bisagra es un enlace corto y flexible entre el DBD y el
dominio de unioén al ligando. Tiene la menor conservacién de secuencia y de tamafio entre
los receptores esteroideos. Es un sitio para PTMs regulatorias y puede contener una sefal

de localizacidn nuclear.

E: dominio de unién al ligando (Ligand Binding Domain; LBD). Es un dominio de
sefializacion alostérico complejo, que no solo se une a ligandos sino que también
interactla directamente con proteinas co-reguladoras. Contiene cominmente 11 hélices-a
y cuatro hojas-B, plegadas en tres capas paralelas formando un sandwich alfa-helicoidal
(Figura 1.8). Esto crea un bolsillo hidrofébico de unidn a ligando (Ligand Binding Pocket;
LBP) en la base del receptor. Si bien el LBD es estructuralmente conservado, la region del
LBP es la mas variable entre los SR. Esta diversidad estaria asociada a cierta especificidad
en el reconocimiento de ligandos. Por Gltimo, el LBD contiene otra superficie de funcion de
activacion (Activation Function-2; AF-2), formada por las hélices 3, 4y 12, y que interactla

con diferentes proteinas co-reguladoras.
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Figura 1.8. Dominio LBD de los SR. Se indican las hélices-a y hojas-B con su numeraciony
las estructuras principales del SR LBD. (GR; PDB ID: 1m2z). Basado en (Weikum, Liu and
Ortlund, 2018).

22


https://paperpile.com/c/SxAcUL/D8Pi0
https://paperpile.com/c/SxAcUL/D8Pi0

1.3. El receptor de glucocorticoides (GR)

Por sus caracteristicas lipofilicas, los GC libres circulantes ingresan a la célula blanco por
difusion a través de la membrana plasmatica. Una vez en el citoplasma, ejerceran su
accion especifica a través de su interaccion con el GR. En humanos, el GR se expresa de
manera ubicua.

Como miembro de la familia de receptores esteroideos, el GR es un factor de
transcripcion que exhibe la estructura modular arriba descripta. En la Figura 1.9 se
muestra una representacion esquematica de sus dominios, indicando el ndmero del
aminoacido que separa cada dominio, siguiendo la numeracién correspondiente al GR
humano. En la parte superior se representan en circulos de colores los sitios plausibles de
modificaciones postraduccionales, donde cada letra identifica un tipo particular de PTMs
(P: fosforilacion, S: sumoilacion, U: ubiquitinacion, A: acetilacion). Por Gltimo, las barras de
la parte inferior indican las regiones de funcién de activacion 1y 2 (AF-1 y AF-2), las
regiones de dimerizacion y aquellas con funcidn de localizacidn nuclear. La longitud de las
barras corresponde a la de las regiones representadas en aminoacidos. Las caracteristicas
particulares de los dominios de unién al Ligando (LBD) y al ADN (DBD) del GR seran

descriptas y analizadas en detalle en los capitulos 2 y 4, respectivamente.

1 421 486 528 777

AF1 AF2 =l

Dimerizacién B

Localizacion Nuclear il

Figura 1.9. Dominios estructurales del GR humano. NTD: dominio N-terminal, DBD:
dominio de unién al ADN, H: region bisagra, LBD: dominio de unién al ligando. P:
fosforilaciéon, S: sumoilacidn, U: ubiquitinacién, A: acetilacion. Modificado de (Cain and
Cidlowski, 2015).
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Las respuestas desencadenadas por su unién a GC son especificas y caracteristicas para
cada tipo celular. La regulacion de tal especificidad de accion es compleja y todavia no
bien dilucidada. Sin embargo, se reconocen por lo menos dos mecanismos involucrados:
por un lado, la presencia de isoformas del GR, con acciones diferentes y en
concentraciones relativas caracteristicas de cada tipo celular; por otro, la interaccion con
diversos correguladores, cuyos niveles de expresion son también especificos de cada tipo
celular. La estructura y funcién de los correguladores del hGR se describen mas adelante
en este capitulo y seran tratados en detalle en el Capitulo 3. A continuacidn, se describen

brevemente las variantes de hGR.

Isoformas del GR humano

El hGR es codificado por el gen NR3C1 ubicado en el cromosoma 5 (5g31.3) y contiene
10 exones. El exdn 1 no se expresa y contiene multiples sitios reguladores que influyen en
la expresion de NR3C1 positiva o negativamente. Los exones 2-9a/93 contribuyen a la
expresion del hGR (Figura 1.10). El uso alternativo de los exones 9a o 9 produce las dos
principales isoformas de este receptor: hGRa y hGR (Cain and Cidlowski, 2015). El GRa
humano (hGRa) es un polipéptido de 777 aminoacidos que se expresa en casi todas las
células y se localiza predominantemente en la region citoplasmica de la célula blanco. Es
capaz de unir glucocorticoides naturales (cortisol) y analogos de glucocorticoides
sintéticos, y es responsable de las acciones génicas de los GC mencionadas anteriormente.
Por otro lado, el hGRB se expresa en muchos tipos de células, incluidos osteoclastos,
osteoblastos, osteocitos, células epiteliales y neutréfilos. Se describié inicialmente como
un péptido inhibidor de la actividad transcripcional del hGRa, dominante negativo (a altas
concentraciones de GC). Existe evidencia que indica que esta isoforma esta involucrada en
la transduccion de sefiales de genes no sensibles a la regulacion GRa (Cain and Cidlowski,

2015).
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Figura 1.10. Generacion de las diversas isoformas del GR por splicing alternativo y sitios de
inicio de la traduccion. Modificado de (Cain and Cidlowski, 2015).

Ademas de estas dos isoformas proteicas, Lu y Cidlowski demostraron la existencia de
ocho isoformas de GRa adicionales (hGRa-A, hGRa-B, hGRa-C1, hGRa-C2, hGRa-C3,
hGRa-D1, hGRa-D2 y hGRa -D3; Figura 1.10), que se generan mediante iniciaciones
alternativas de la traduccion del ARNm de GRa (Lu and Cidlowski, 2005). Estas isoformas
tienen dominios N-terminales progresivamente mas cortos y diferentes propiedades en
términos de localizacion subcelular, expresion y funcidn. En este trabajo de tesis, se
estudié la isoforma GRa-A, y a menos que se indique lo contrario serd referida por

simplicidad como GR.
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Complejo GR-chaperonas

En ausencia de ligando, GR se localiza predominantemente en el citoplasma asociado a
un un complejo multimérico compuesto por diversas proteinas, tales como las chaperonas
hsp90, hsp70, hsp40 y miembros de la familia de inmunofilinas FK506 (FKBP51 y FKBP52).
Las chaperonas Hsp70 y Hsp90 son esenciales para el correcto mantenimientos del
proteoma celular, participando en el plegamiento, maduracion, activacion y trafico de
proteinas “clientes”, como los SR. Las inmunofilinas, por su parte, participan y regulan la
interaccion del complejo con proteinas motoras del sistema de movimiento retrégrado
hacia el nucleo celular, promoviendo la translocacion nuclear del GR activado (Pratt et al.,
2004; Galigniana et al., 2012; Hessenkemper and Baniahmad, 2012; Wang et al., 2022).

Este heterocomplejo GR-Chaperonas es dindmico y ciclico, con una intervencion
secuencial coordinada de las distintas proteinas participantes, modulando finamente la
actividad transcripcional del GR mediante un proceso sucesivo de activacion e inactivacion
del receptor. De forma simplificada, se puede describir el ensamblado del complejo
GR-Chaperonas como un ciclo de cuatro pasos (Kirschke et al., 2014; Noddings et al., 2022,

Wang et al., 2022), como se ilustra en la Figura 1.11.

2. Inactivacion

ciclo de activacion
de GR dependiente
de chaperonas

3. Complejo
de carga

4. Complejo de
maduracién

Figura 1.11. Modelo simplificado del ensamblado del heterocomplejo GR-chaperonas.
Adaptado de (Wang et al., 2022).
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En primer lugar, el GR activo (completamente plegado y unido a ligando; Figura 1.11.1)
es captado e inactivado por la Hsp70 (Figura 1.11.2), desplegando parte de la proteina 'y
liberando el ligando de su sitio de unidn. Luego, la co-chaperona Hop (Hsp70-Hsp90
Organizing Protein, proteina organizadora de Hsp90-Hsp70) ayuda a cargar el complejo
Hsp70-GR LBD sobre Hsp90, formando el “complejo de carga de cliente" inactivo (GR
LBD-Hsp90-Hsp70-Hop; Figura 1.11.3). Impulsados por la unidn e hidrdlisis del ATP por
Hsp90, se liberan Hsp70 y Hop del complejo de carga y se incorpora p23, formando el
“complejo de maduracion del cliente" GR LBD-Hsp90-p23 (Figura 1.11.4). En dicho
complejo, GR sufre un replegado parcial, adquiriendo la capacidad de unir al ligando con
alta afinidad. En dltima instancia, la unién del ligando al GR induce, por un lado, un cambio
conformacional del receptor adquiriendo un estado plegado nativo; por otro, remodela el
complejo multiproteico hacia una configuracién que favorece la translocacion de GR al

nucleo para ejercer su accion sobre la actividad transcripcional.

Distribucion nuclear del GR activo

El nicleo es una organela compleja organizada en multiples subcompartimentos
carentes de membrana, cuyos componentes presentan un intercambio dindmico. En este
sentido, la distribucidon subnuclear del GR no es homogénea, sino que se concentra en
1000-2000 dominios focales o foci, con decenas de moléculas de GR por focus (van
Steensel et al., 1995). Por otro lado, ligandos con mayor afinidad por el GR favorecen
conformaciones del receptor con una mayor capacidad de reclutamiento a los foci (Schaaf,
Lewis-Tuffin and Cidlowski, 2005). Resultados recientes sugieren que la formacién de foci
de GR requiere una interaccion inicial con ciertas regiones de la cromatina 'y de un proceso
de separacion de fases liquido-liquido con un papel funcional potencialmente relevante en
la actividad transcripcional del receptor de glucocorticoides (Stortz et al., 2020). La
distribucion y caracteristicas de foci de GR en distintos contextos sera estudiada en el

capitulo 4 de este trabajo.
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1.3.1. Mecanismos de accion del GR

Las acciones del GR se clasifican en genémicas y no gendmicas, que si bien su estudio
fue en un principio abordado en forma independiente, hoy se sabe que ambas se
relacionan e influyen mutuamente. Los acciones no genémicas engloban aquellos efectos
de accion rapidos de los GC, independientes de la funcién de GR como TF y no fueron
estudiados en esta tesis, por lo que no seran abordados aqui. Nos centraremos entonces,
en los efectos del GR en la regulacion de la expresion génica.

Las numerosas redes metabdlicas en las que participa el GR comprenden intrincados
procesos de sefializacion e interaccion moleculares simultaneos, donde sus mecanismos
subyacentes se revelan cada vez mas complejos, y su estudio, desafiante. En consecuencia,
a pesar de intensas décadas de estudio, alin no hay un consenso general en un modelo
Unico para describir las acciones del GR, sino una superposicion de diversos paradigmas
nuevosy antiguos.

A continuacion, discutiremos primero el histérico modelo disociado de accion de GR, su
origen, inconsistencias y la necesidad de su reemplazo, para luego presentar las ideas

emergentes de la era gendmica.

Modelo disociado

El modelo disociado propone dos mecanismos de accion de GR. Por un lado, en la
denominada transactivacion, el GR activado transloca al nucleo celular e induce la
expresion génica por un mecanismo directo de union al ADN en regiones blanco
denominadas GRE (Glucocorticoid Response Elements, Elementos de Respuesta a GC) en
forma de homodimeros (Figuras 1.12 y 1.13.a) (Clark, 2007). Por otro lado, en el
mecanismo de transrepresion, el GR unido a ligando interactia como mondmero con otros
TF e inhibe la expresion de genes activados por dichos factores por un mecanismo

indirecto, es decir, sin union al ADN (Figuras 1.12y 1.13.a).
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Figura 1.12. Mecanismos de accion de GR propuestos por el modelo disociado.

Este modelo se desarrolld a partir del estudio y caracterizacion de la mutante A458T del
GR humano (A477T en rata y A465T en ratdn) (Beck, De Bosscher and Haegeman, 2011),
conocido como GRdim (Reichardt et al., 1998). Los investigadores determinaron que
GRdim no se une al ADN ni forma homodimeros; por otro lado, observaron que no induce
efectos metabdlicos, pero tiene capacidad de reprimir la expresion de genes regulados por
AP-1y NFkB a través de interacciones con estos TF, con efectos inmunomoduladores (Heck
et al., 1994). De estas observaciones, los autores concluyeron que GRdim actia como
mondmero, que interactla con otros TF sin unidn directa al ADN y finalmente, que tiene
mayoritariamente efectos inmunomoduladores pero no metabdlicos. En consecuencia, se
asocio la represion génica a los efectos inmunomoduladores del GR y se establecié que
este mecanismo (transrepresion) involucraria una accion del GR monomérico sin
interaccion con el ADN.

En concordancia con estos los resultados, en el estudio de ratones mutantes knock-in

GRI™AM e observé la inhibicién de la induccién de genes involucrados en procesos
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metabdlicos, mientras que los efectos inmunomoduladores de los GC se mantenian
conservados (Reichardt et al., 1998, 2001). En consecuencia, se aceptd que los genes
regulados por el mecanismo de transactivacion estarian asociados a los efectos
metabdlicos de los GC (es decir, clinicamente adversos o indeseables), mientras que los
genes regulados por transrepresidn se asociaban a efectos antiinflamatorios e
inmunosupresores (farmacolégicamente deseados) (Clark, 2007).

Sobre la premisa de que los cambios conformacionales derivados de una mutacion
puntual en el receptor, como A458T en el GRdim, disociaria los mecanismos de
transrepresion y transactivacion del GR, se instaurd la idea de que un ligando que emulara
tales reorganizaciones estructurales tendria también un efecto terapéutico disociado
(Clark and Belvisi, 2012), manteniendo los efectos antiinflamatorios benéficos e
idealmente sin desencadenar los adversos: el GC ideal (Rosen and Miner, 2005).

Sin embargo, la evidencia actual acumulada muestra que el modelo disociado
representa una sobresimplificacion de los complejos mecanismos que regulan la accidn
del GR y que las bases sobre las que se erigié serian imprecisas. En efecto, la asociacion
lineal de transrepresion con inmunomodulaciéon y transactivacion con efectos metabdlicos
adversos resulta inexacta, observandose entrecruzamientos entre ambos mecanismos
(Figura 1.13.b) (Schacke, Docke and Asadullah, 2002; Vandevyver et al., 2013; Hiibner et
al., 2015).
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Figura 1.13. Mecanismos de accion de los efectos secundarios y antiinflamatorios de los
GC. a. Segun el modelo disociado. b. Observacion experimental. Modificado de (Clark,
2007).
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Por otro lado, trabajos posteriores han demostrado que en determinado contexto
celular y para ciertas regiones GREs presentes en genes blanco del receptor, el GRdim es
capaz de inducir la expresidn génica, cuestionando asi la imposibilidad del GRdim a unirse
al ADN y de transactivar (Rogatsky et al., 2003; Meijsing et al., 2009; Watson et al., 2013).
Asimismo, varios grupos de investigacion han comprobado que el GRdim forma
homodimeros en los ndcleos de células vivas, al igual que el receptor salvaje (Jewell et al.,
2012; Presman et al., 2014). Considerando entonces que GRdim no carece de capacidad de
formar dimeros y que no hay correlacion directa entre el estado de oligomerizacién y la
funcion transcripcional del receptor (Presman et al., 2014), los resultados obtenidos
durante la caracterizacion de este receptor mutante, ya sea in vitro o in vivo, estan siendo
reinterpretados.

Por ultimo, destacamos que la aplicacion de este modelo reduccionista puede resultar
un sesgo en la misma empresa que en un principio gener6 su desarrollo: la busqueda de
nuevos GC con efectos antiinflamatorios y minimos efectos adversos. En efecto, la
evaluacion de farmacos en tanto su respuesta bioldgica los redujo a las categorias minimas
de transactivadores o transrepresores, perdiendo de vista la posible funcion terapéutica de
aquellos compuestos que transactivaran genes implicados en la regulacion de inflamacion

e inmunidad (De Bosscher et al., 2008).

Modelos de accion del GR

El modo de interaccion de GR con el ADN es aln hoy objeto de intenso debate. En la
Figura 1.14 se ilustran algunos de los modelos de interaccion GR-ADN actualmente
propuestos en la literatura. El mecanismo de activacion de la transcripcion mediada por
GR es usualmente descripto de manera similar a la del modelo disociado, donde un dimero
de GR se une a un sitio GRE (Figura 1.14.a) (Gerber, Newton and Sasse, 2021; Butz and
Patdcs, 2022; Vettorazzi et al., 2022), aunque estudios recientes han demostrado que el GR
puede unirse al ADN en forma de tetramero (Figura 1.14.b) (Presman et al., 2016;
Paakinaho et al., 2019; Johnson et al., 2021). Por otro lado, también se ha propuesto la

interaccion de GR con otros TF sobre los denominados “sitios compuestos” formados por
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un sitio GRE y un sitio de unién de otro TF, interactuando asi con dicho TF para favorecer o
inhibir la transcripcion (Figura 1.14.c) (Vettorazzi et al. 2022). Los modelos de inhibicion de
la transcripcion mediada por GR, en cambio, son mas abundantes. Si bien todavia hay
trabajos que citan al modelo disociado, la evidencia actual indica que los mondmeros de
GR tendrian escasa relevancia transcripcional y que la interaccidn directa GR-ADN puede
reprimir la expresion génica (Johnson et al. 2021; Vettorazzi et al. 2022). Como ejemplo, se
ilustran la interaccion de GRa y GRpB, con dominio negativo de GRB en inhibicion de la
transcripcion de genes dependientes de GRa (Figura 1.14.d); la competencia por
superposicion de sitios de union con otros TF (Figura 1.14.e); union a GREs negativos o
nGREs, con un mondmero de GR de cada lado de la hélice de ADN, y represion de la
transcripcion (Figura 1.14.h); e inhibicion de la expresion génica por secuestro de TF

(Figura 1.14.g) (Butz and Patdcs 2022).
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Figura 1.14. Interaccion de GR con GREs en forma de dimeros (a) o tetrameros (b),
favoreciendo la expresion génica. ¢. Union de GR a “sitios compuestos” e interaccion con
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otro TF. d. Interaccion de GRa y GRPB. e. Competencia por superposicion de sitios de union
con otros TF. f. Unidn a GREs negativos o nGREs, con un monémero de GR de cada lado de
la hélice de ADN, y represion de la transcripcion. g. Inhibicion de la expresion génica por
secuestro de TF. Modificado de (Butz and Patdcs 2022).
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1.3.2 Interactores del GR

Ligandos: agonistas/antagonistas

Los NR son una familia privilegiada de blancos farmacolégicos por dos caracteristicas
principales: por un lado, participan en numerosos procesos fisioldgicos de interés clinico
como el metabolismo, la inflamacion y el control de procesos tumorales; por otro, su
actividad es regulada por ligandos (moléculas pequefias), a su vez plausibles de ser
sintetizados y modificados para el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos.

Esta tarea, sin embargo, reviste diversos desafios: por un lado, la multiplicidad de vias
metabolicas en los que participa cada receptor plantea la necesidad de diseccionar las
acciones deseadas y de las adversas y dilucidar los mecanismos subyacentes a cada una
para su aprovechamiento farmacoldgico; por el otro, dada la similitud descripta entre los
miembros de la familia de los NR en general y los SR en particular, existe una importante
promiscuidad entre ligandos y SRs, generando interacciones cruzadas. Por ultimo, la
accion de los SR difiere seglin el tejido, pudiendo tener efectos antagdnicos en un tipo
celular respecto de otro (Bai Chang, Schmidt Azriel, Freedman Leonard P, 2003). El ejemplo
farmacoldgico clésico de este ultimo escenario es el uso del tamoxifeno: un ligando de ER
con actividad antagonista en tejido mamario, con importantes aplicaciones terapéuticas
en el cancer de mama, y accion agonista en endometrio, higado y hueso, lo que propicio su
uso en el tratamiento de osteoporosis en mujeres postmenopdusicas, pero que luego
demostrd ser la causa del aumento en la incidencia de cancer endometrial en pacientes
oncoldgicas tratadas con esta droga (Jordan, Craig Jordan and O’Malley, 2007).

Actualmente, existe una gran diversidad de ligandos sintéticos del GR con diferentes
propiedades funcionales. Describimos los utilizados en esta tesis: Dexametasona y

Mifepristona (RU486).
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Dexametasona

La dexametasona (Dex) es uno de los GC sintéticos mas utilizados en la clinica (Figura
1.15). Se caracteriza por presentar potencia y eficacia elevadas, con alta afinidad y
selectividad por el GR (Derendorf et al., 1993). Su biodisponibilidad es también elevada y,
junto con una lenta metabolizacion, determina una persistencia por mas tiempo en plasma
en comparacion a los GC enddgenos (Derendorf et al., 1993) (Coutinho and Chapman,
2011). Dex es utilizado como un agonista completo del GR, capaz de promover todas las
funciones del receptor, resultando en un fuerte inmunosupresor y antiinflamatorio,
aunque con los efectos adversos caracteristicos de los GC en tratamientos prolongados
(Patrick, 2002). Ademas de su uso clinico, se utiliza ampliamente en ensayos in vivo e in
vitro para estudiar el mecanismo de accién del GR y la respuesta bioldgica resultante

(Coutinho and Chapman, 2011).

Mifepristona (RU486)

RU486 es un ligando sintético del GR desarrollado en 1980, que también tiene una alta
afinidad por el PR (Figura 1.15). Con una afinidad aparente 3 veces mayor que Dex para
GR, y 5 veces la de progesterona para PR, exhibe un efecto antagonista en ambos
receptores (Spitz and Bardin, 1993; Weikum et al., 2017). Inicialmente desarrollado en la
busqueda de un compuesto antiglucocorticoide, sus propiedades como antagonista

competitivo de PR derivo en su uso clinico como abortivo.

Dexametasona (Dex)

Mifepristona (RU486)

Figura 1.15. Ligandos sintéticos del GR. Se muestran las estructuras 2D y 3D de
Dexametasona y Mifepristona (RU486).
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Correguladores

Los correguladores son proteinas que reorganizan el entorno de la cromatina
concomitantemente con el reclutamiento de TF (van der Laan and Meijer, 2008), mediando
la sefial entre el TF unido al ADN y la maquinaria transcripcional.

Clasicamente, los correguladores se han clasificado en coactivadores y correpresores
segln su influencia en la transcripcion. Los coactivadores favorecen la transcripcion génica
mediante la apertura de la cromatina, facilitando el reclutamiento de factores adicionales
y, finalmente, la activacidon de la maquinaria de transcripcion basal (Stallcup and Poulard,
2020). Pueden funcionar como andamio estructural para la unién de otras proteinas
reguladoras, o presentar actividades enzimaticas como histona acetiltransferasa (HAT),
metiltransferasa (HMT) o de remodeladores de la cromatina dependiente de ATP, como el
complejo SWI/SNF (Rowan and O’Malley, 2000; Lonard and O’Malley, 2005; Weikum et al.,
2017; Skowron et al., 2019; Stallcup and Poulard, 2020). Los correpresores, por su parte,
aumentan la condensacion de la cromatina y presentan actividad histona desacetilasas
(HDAC). Sin embargo, se ha demostrado que la accién activadora o represora no es una
caracteristica intrinseca de cada corregulador sino que es dependiente del tipo y contexto
celular en el que se exprese (van der Laan and Meijer, 2008; Weikum et al., 2017).

El control transcripcional por parte del GR requiere la interaccion de proteinas
correguladoras con los dominios de funcidn de activacién AF-1 y AF-2 del receptor. Por
ejemplo, el AF-1 interactia de manera independiente del ligando con la proteina
remodeladora de cromatina ATPasa BRG1, y recluta HATs como p/CAF y CBP/p300 (Weikum
et al.,, 2017). En el LBD, el AF-2 actia de manera dependiente del ligando y recluta
coactivadores de la familia p160 o correpresores de las familias SMRT y NCoR. El analisis
estructural de esta region del receptor ha proporcionado una vision profunda de la
interaccion del GR con los co-reguladores. Como mencionamos anteriormente, el AF-2 de
los NR esta formado por las hélices 3, 4 y 12, con las que interactian los correguladores a
través de motivos LxxLL (L: leucina, x: cualquier aminoacido) altamente conservados
denominados cajas de NR, o motivos (L/)XX(I/V)I o LXXX(I/L)XXX(I/L) (L: leucina, I:

isoleucina, V: valina, X: cualquier aminoacido) denominados cajas de correpresores de NR
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o CoRNR, respectivamente. La estructura detallada del AF-2 y su interaccion especifica con

diversos péptidos correguladores seran analizadas en el capitulo 3 de esta tesis.

El receptor de progesterona (PR)

Desde el punto de vista funcional, mencionamos que los receptores de esteroides
actian como factores de transcripcion activados por ligando y cumplen funciones
bioldgicas esenciales en procesos como metabolismo, supervivencia y muerte celular. En
particular, GR y PR son miembros altamente relacionados (Thornton, 2001) y comparten
caracteristicas estructurales y funcionales diversas que incluyen el reconocimiento de
secuencias especificas de ADN en sus genes blanco por medio de su DBD (Lieberman et al.,
1993; Mangelsdorf et al., 1995; Evans, 2005); la unién a chaperonas en ausencia de
hormonas, formando complejos muy similares (Pratt and Toft, 1997) y la interaccidn con
una poblacién comun de cofactores en respuesta a la union de ligandos al LBD (Westin,
Rosenfeld and Glass, 1999). A pesar de estas semejanzas, las respuestas bioldgicas
resultantes de su activacidon son llamativamente diferentes. Mas adn, en aquellos tejidos
en donde se expresan ambos receptores, estos ejercen respuestas diferentes y hasta
opuestas: ie en la glandula mamaria, contrario al efecto de progesterona, los
glucocorticoides promueven la sintesis de proteinas de la leche durante la lactancia
(Groner, Altiok and Meier, 1994). Ademas, existe evidencia que asocia la activacion de PR
con la incidencia y la progresion de tumores mamarios (Horwitz, 1992), mientras el GR es
conocido como un supresor de la proliferacion de células tumorales mamarias (Goya et al.,
1993).

Aun cuando GR y PR son dos de los NR mas profundamente estudiados, poca atencion
ha sido puesta sobre su posible interaccion directa y cdmo su actividad combinada regula
la expresion de genes. Teniendo en cuenta que estos receptores no sélo se coexpresan sino
que se coactivan en muchos tipos celulares, su estudio pormenorizado requiere incluir los
mecanismos de interaccion cruzada o crosstalk entre ellos. Detalles de esta interaccion

funcional eran analizadas en el capitulo 4.
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1.4. Objetivos

En esta tesis nos proponemos investigar las bases moleculares de la interaccion del GR
con diferentes moléculas que regulan su actividad, tanto estructural como
funcionalmente, con el objetivo general de generar conocimiento que ayude al desarrollo
de nuevas estrategias para mejorar la accion terapéutica de los glucocorticoides. Para cada

uno de los interactores seleccionados nos propusimos los siguientes objetivos especificos:

1) Identificar los determinantes moleculares del agonismo y antagonismo. Caracterizar los
mecanismos alostéricos involucrados en la respuesta bioldgica de los glucocorticoides Dex
y RU486 al unirse al GR LBD. Aportar informacidon sobre como estos ligandos modulan la
estructura y dindmica que permita contribuir a un disefio racional de nuevos ligandos con

mejor actividad.

2) Evaluar la interaccion entre el GR LBD vy los correguladores de la transcripcion en
respuesta a diferentes ligandos. Estudiar los determinantes moleculares de esa
interaccion. Aportar informacion sobre la selectividad de cada complejo receptor/ligando
por los correguladores con el fin de aumentar nuestro conocimiento respecto la accién
tejido especifica de los glucocorticoides, y en consecuencia contribuir a mejorar el uso

terapéutico de estos compuestos.

3) Investigar la interaccion funcional entre el GR y el PR. Analizar estructuralmente la
posible formacion de heterocomplejos GR DBD/PR DBD y estudiar su estabilidad. Aportar
informacion sobre la interaccion cruzada GR/PR con el fin de lograr una vision mas integral
respecto a la accion conjunta de ambos receptores en aquellos tejidos en los cuales se

co-expresan.
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CAPITULO 2.

Bases Moleculares del Agonismo/Antagonismo

Antecedentes

Como se menciond en el capitulo 1, el GR es un factor de transcripcion (Weikum, Liu
and Ortlund, 2018) caracterizado como una proteina modular con tres dominios
destacados y conservados: un dominio de transactivacion N-terminal, un dominio
central de union al ADN (DBD) y un dominio de unién a ligando C-terminal (LBD). El LBD
consta de 11 hélices a (H1; H3-H12) y cuatro pequefias hojas B; se pliegan en una
estructura globular que encierra un bolsillo hidrofébico central de unién a ligando
denominado bolsillo de unién al ligando o ligand binding pocket (LBP, Figura 2.1.a)
(Veleiro et al., 2010). Por otro lado, el LBD alberga una segunda interfaz de dimerizacion
y el dominio para la funcidn de activacion transcripcional dependiente de ligando AF-2.
En particular, el dominio AF-2 es un surco principalmente hidrofébico formado por
residuos de las hélices H3, H4 y H12, donde la posicion de la H12 juega un papel
fundamental en la conformacion espacial de AF-2 y la funcién del GR (Veleiro et al.,

2010).
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b. Hl  H3 H4-H533, H7 H8B, HO H10-H11 H123, Mifepristona (RUA86) d.

533 556 589 641 660 683 711 751
539 579 616 655 671 700 740 766

Figura 2.1. a. Estructura tridimensional del GR LBD (PDB ID:1m2z, cadena A) resaltando
las hélices H3, H4 y H12 que forman el dominio AF-2, el cual interacttia con un péptido
correspondiente al coactivador NCoA-2 (verde). La posicion del LBP se indica como una
superficie cian. b. Esquema de la estructura secundaria del GR LBD (los nimeros
indican el primer y dltimo residuo de cada hélice). ¢ y d. Estructuras 2D y 3D del
glucocorticoide dexametasona (Dex) y el antiglucocorticoide mifepristona (RU486). Se
destaca el sustituyente dimetilanilina de RU486.

2.1 Modelos del cambio inducido/seleccion conformacional

Un tema central dentro del estudio de los NRs es cdmo los diferentes ligandos
controlan la estructura y la dindmica de la H12 (Kojetin and Burris, 2013) (Rastinejad et
al., 2013). Inicialmente, el analisis de las primeras estructuras cristalograficas de LBD
aislados condujo a proponer la denominada hipétesis del ajuste inducido (también
conocida como mecanismo de “trampa de ratdn”) para explicar las bases moleculares
de accion. Esta hipdtesis postula que, al unirse el agonista al estado inactivo del
receptor se produce un cambio conformacional hacia un estado activo. La estructura de
algunos NR LBD pudo ser resuelta en ausencia de ligando (estado apo), y si bien en
algunos de ellos la H12 ha cristalizado alejada del cuerpo de la proteina (Gampe et al.,

2000), estudios posteriores revelaron que la H12 efectivamente interacciona con el resto
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del receptor. Por lo tanto, se concluyd que esas posiciones alejadas observadas
probablemente fueran consecuencia de un empaquetamiento artificial en los cristales
(Batista and Martinez, 2013). En contraste con la hipdtesis del ajuste inducido, el
mecanismo de seleccion conformacional (Michel, 2016) propone que el estado apo del
receptor comprende un conjunto de conformaciones en las que la H12 de los NRs
fluctia entre diferentes posiciones plegadas, y donde la unidn del ligando impulsa la
poblacion relativa de cada subconjunto. En este sentido, utilizando resonancia
magnética nuclear (RMN) de flGor-19 (*F), Chrisman et al. (Chrisman et al., 2018)
demostraron que la H12 del receptor nuclear Peroxisome Proliferator-Activated Receptor
gamma (PPARy) consiste en un conjunto dindmico de conformaciones donde las
poblaciones relativas se correlacionan con la actividad del receptor. En el receptor apo,
el dominio AF-2, incluida la H12, explora relativamente rapido muchas conformaciones.
A su vez, la unidn de agonistas o de agonistas inversos consolida el conjunto del
complejo en estados activos o inactivos, estructuralmente distintos, lo que favorece la

unién de un coactivador o un correpresor, respectivamente.

2.2 Estructuras cristalograficas del GR

Para el GR LBD, se archivan mas de 40 estructuras cristalograficas en el Protein Data
Bank (PDB, www.rcsb.org), en su mayoria unidas a ligandos que estabilizan la H12 en
una conformacion agonista (Bledsoe et al., 2002). Para estados no agonistas, dos
estructuras de complejos con RU486 fueron resueltas (Figura 2.2) (Kauppi et al., 2003;
Schoch et al., 2010), aportando informacion sobre el modo de accidn del antagonismo
de este antiglucocorticoide. En PDB ID:1nhz, se observa que el grupo dimetilanilina de
RU486 impide que la H12 adopte una conformacidon agonista. Sin embargo, esta
estructura estd incompleta y muestra una H12 completamente desplegada del resto del
receptor (Figura 2.2a) y unida a otra subunidad GR LBD de la celda unidad adyacente.
Como se describié anteriormente, esta conformacidn es atribuible a un artificio de
técnica de cristalizacidn. Por su parte, el caso de la estructura tetramérica PDB ID:3h52

es mucho mas informativo: el receptor se observa con la H12 en diferentes posiciones
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(todas consistentes con estados no agonistas; Figura 2.2 cy d) donde algunas permiten
la unidn de un péptido correspondiente a un motivo correpresor (Figura 2.2.c).
Desafortunadamente, la falta de varios residuos en la region H11-H12 y un plegamiento
incompleto de la H1y delloop H1-H3 en los cuatro mondmeros de PDB ID:3h52 impiden

su uso directo para estudios de modelado molecular adicionales.

NCoR1

A RU486
RU486

Figura 2.2.Comparacion de diferentes posiciones de la GR LBD H12. a. Representacion
global de la estructura PDB ID:1nhz. En violeta se destacan H10-11, H12 y el loop
H11-H12. Se observa la H12 desplegada y se indica con linea discontinua los residuos
C-terminales a los que deberia estar unida. b. Posicion de la H12 en el complejo
agonista GR LBD/Dex (PDB ID:1m2z). ¢. y d. Posiciones de la H12 en el complejo
antagonista GR LBD/RU486 (PDB ID:3h52). En las figuras b, c y d el GR LBD esta en la
misma orientacion para facilitar la comparacidon conformacional de la H12.
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Durante las ultimas décadas, las técnicas de modelado computacional han
enriquecido el estudio de las estructuras y la dindmica de proteinas y constituyen una
herramienta que complementa los datos experimentales (Maximova et al., 2016;
Hollingsworth and Dror, 2018). Un ejemplo destacado es el caso de la simulacion por
dindmica molecular (MD) que puede representar el comportamiento dinamico de
moléculas en solucién, permitiendo el analisis de la flexibilidad inherente de las
proteinas y asi la exploracién del espacio conformacional. Sin embargo, su alcance se ve
limitado cuando existen grandes barreras energéticas entre las distintas
conformaciones. Para superar este obstaculo, se han desarrollado métodos de
muestreo avanzados que amplian y mejoran la comprension de la superficie de energia
potencial de un sistema dado (Bernardi, Melo and Schulten, 2015). En el caso especifico
de los NRs, en el pasado la simulacién por MD permitié obtener informacion valiosa
sobre el modo de unién del ligando, las diferentes vias de union y disociacion, y las
bases moleculares de accion de los receptores (Spyrakis*, Barril* and Javier Luque*,
2012). Ademas, recientemente se ha estudiado la relacion entre el caracter agonista o
antagonista de los ligandos y la posicion de la H12 para otros receptores de esteroides:
PR (Zheng, Lin and Mu, 2016), AR (Duan et al., 2016; Jin et al., 2019) y ER (Ng, 2016). Sin
embargo, ningln estudio habia sido dedicado a analizar en profundidad los equilibrios

conformacionales de la H12 en el GR LBD.
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Resultados

En este contexto, nuestra motivacion consistio en explorar a través de diferentes
métodos de simulaciéon por MD, la correlacion entre la funcién del ligando y el
comportamiento de la H12 del GR LBD. Con este propdsito, construimos y estudiamos
diferentes sistemas del GR LBD a partir de las estructuras cristalinas PDB ID 1m2z y
3h52. La ausencia o la presencia de un ligando agonista (Dex) o un ligando antagonista
(RU486) se combind con el GR LBD en el estado agonista y en dos estados no agonista.
Proponemos que las diferentes conformaciones iniciales para el analisis por MD clasica
(cMD) podrian ofrecer un panorama mas amplio sobre la dinamica de la H12. Ademas,
incluir una combinacién de MD dirigido (Steered Molecular Dynamics; SMD) y de
Umbrella Sampling (US) podria proporcionar informacién adicional sobre los

determinantes moleculares involucrados en la transicion entre esos estados.

2.3 Preparacion de los sistemas

El primer objetivo se centrd en la construccion in silico de GR LBDs en estados no
agonistas, con el fin de obtener estructuras viables para llevar a cabo simulaciones por
MD. Como se menciond anteriormente, los monémeros de PDB ID:3h52 presentan
diferentes conformaciones de H12, pero los extremos N-terminal del GR LBD (H1y loop
H1-H3) estan desplegados del cuerpo del LBD, y se empaquetan en otros mondémeros de
la misma celda unidad (Tabla 2.1 y Figura 2.3), descripto en los detalles del archivo
PDB como un proceso de intercambio de dominio o domain swapping. Aunque
inicialmente este fendmeno se asocid a un artificio de cristalizacion, un estudio reciente
de Suren et al. (Suren et al., 2018) utilizando espectroscopia de fuerza atdmica de una
sola molécula mostro que el plegamiento de H1, de hecho, comprende el Gltimo paso
en el proceso de plegamiento general del GR y ocurre solamente tras la union del
ligando en el bolsillo. Asi, los monémeros de estructura PDB ID:3h52 podrian
corresponder presumiblemente al estado abierto descrito por estos autores,

constituyendo un estado intermedio receptivo a la unidn del ligando. Sobre esta base,
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consideramos factible obtener estados completamente plegados de sistemas no

agonistas a partir de las estructuras de PDB ID:3h52.

PDBID _ Péoti :
/ H1; loop H1-H3 Residuos faltantes Sl stado
cadena corregulador receptor

1m2z/A plegados NCoA-2 GRLBD"®
3h52/A  desplegados 02 'O7 ([Ookfl;term'”al de NCoR-1  GRLBDA™
3h52/B desplegados NCoR-1 GRLBD A"

738-754 (parte de H11; loop

Ant3
3h52/C desplegados H11-H12; parte de H12) GRLBD
742-750 (loop H11-H12) Antl
3h52/D desplegados y 762-765 (H12) GRLBD
Tabla 2.1. Estructuras iniciales del GR LBD usadas para la cMD.
cadena C
cadena D

H1

cadena B

cadena A.

Figura 2.3. Vista general del tetrdmero GR LBD/RU486 (PDB ID:3h52): cadena A en azul,
B en verde, C en magenta y D en naranja. Se destacan las hélices H1 y loop H1-H3 de
cada mondmero, donde se evidencia el fendmeno de domain-swapping entre las
cadenas A y D por un lado, y B y C por el otro. Los péptidos NCoR-1 se muestran en
blanco.

45



La alineacidn estructural entre los PDB ID 1m2z y 3h52 revela una gran congruencia
entre la mayoria de las hélices del GR LBD (Figura 2.4.a). De hecho, su conformacion
concuerda desde el residuo 555 (H3) en adelante, excepto para la region H11-H12 donde
las hélices exhiben posiciones ligeramente diferentes (ver mas abajo). Después de
comparar los angulos diedros Phiy Psi de la H1 y el loop H1-H3 entre las estructuras
completamente plegadas y parcialmente desplegadas, se observé que solo tres angulos
al final del loop H1-H3 (PhiAsp554, PsiSer555 y PhiSer555) divergen (Figura 2.4.b).
Aparte de estas diferencias puntuales, no se encontraron cambios relevantes a lo largo
del resto del loop o hélices H1 y H3. Asi, después de haber establecido la similitud
estructural entre ambos complejos, obtuvimos sistemas de estados no agonistas
completamente plegados reemplazando las coordenadas de los residuos 528 a 554 en
las cadenas PDB ID:3h52 con las de los correspondientes residuos de la cadena A en el

PDB ID:1m2z.

=50 PhiSer555

180
PhiAsp554

120 L& PsiSer555
) N\NLM A i
0 AN MM Ww%f\amzm

L — H3Z |
b.

|APhi/Psil

Figura 2.4. a. Superposicion de cadena A de PDB ID:1m2z (rojo) y cadena B de PDB
ID:3h52 (verde). b. Valor absoluto de la diferencia entre los angulos Phi y Psi del
segmento de laH1lyelloop H1-H3 en PDB ID:1m2z, cadena Ay PDB ID:3h52, cadena B.

A continuacion, se analizd por separado cada mondmero de PDB ID:3h52. En la
cadena A (denominada GR LBD*™), faltan 6 residuos después del loop C-terminal de la
H12 (Tabla 2.1), que en nuestro sistema fue agregado usando el software Modeller

(Webb and Sali, 2016). En la cadena B (denominada GR LBD"™), el GR LBD se resolvi
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por completo. La alineacidon estructural entre los dos estados GR LBD no agonistas
construidos aqui (GR LBD*™ y GR LBD*") y el sistema agonista (GR LBD*¢) muestra las
diferencias en la posicion de la H12 (Figura 2.5.a). Por otro lado, la cadena C
(denominada GR LBD"") revelé una posicién H12 desplazada hacia el lado opuesto del
sustituyente en 11 de RU486, en comparacién con GR LBD*™y GR LBD*"?, ocupando
parcialmente el surco AF-2 (Figura 2.5.b). Desafortunadamente, esta hélice estd mal
resuelta, con 17 residuos faltantes a lo largo del extremo C-terminal de H11, el loop
H11-H12 y parte de H12. Intentamos infructuosamente modelar esta gran parte del
receptor con Modeller, pero no se lograron estructuras convincentes. Por ultimo, la
cadena D, con 13 residuos no resueltos a lo largo del loop H11-H12 y la hélice H12, posee
una configuracién H12 equivalente a la observada en la cadena A (GR LBD*™). Las
simulaciones MD preliminares de estos dos ultimos modelos mostraron una alta
inestabilidad estructural, por lo cual, en vista de lo anterior, ni la cadena C ni la D fueron

consideradas en nuestro estudio de simulacion MD.

GR LBD*?/Dex GR LBD”*"'/RU486 GR LBD*""?/RU486 GR LBD""*/RU486

Figura 2.5. a. Superposicion de las estructuras iniciales de GR LBD", GR LBD""™ y GR
LBD*" evidenciando las diferentes posiciones de la H12. b. Superposicién de cadena B
(GR LBD*"™) y cadena C (GR LBD""®) de PDB ID:3h52. RU486 esta coloreado en cian. En
ambas figuras, la H11, la H12, y el loop H11-H12 estan resaltados, y la posicion del AF-2
se indica con un triangulo amarillo.
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2.4 Simulacion por MD clasica del GR LBD
2.4.1. Evaluacion inicial de GR LBD no agonistas

Los complejos GR LBD*"™/RU486 y GR LBD*"?/RU486 se minimizaron y equilibraron
mediante simulaciones MD clasicas. Los graficos de Ramachandran de las estructuras
resultantes muestran que casi todos los residuos estan presentes en las regiones

favorecidas, pocos en las permitidas y solo uno en una region prohibida (Figura 2.6).

180 = 180
. -

* Asni7i66

" it T (T *Ser699
= O o,

-180

-180
-180

180 -180 0 180

o

a f b. f
= A General/Pre-Pro/Prolina Favorecidos General/Pre-Pro/Prolina Permitidos
x Glicina Favorecidos Glicina Permitidos
a b
Namero de residuos en regiones favorables (previsto 98%): 232 (93.9%) 230 (93.1%)
Namero de residuos en regiones permitidas (previsto 2% ): 14 (5.7%) 16 (6.5%)
Namero de residuos en regiones prohibidas: 1 (0.4%) 1 (0.4%)

Figura 2.6. Graficos de Ramachandran de los complejos equilibrados de GR
LBD*"'/RU486 (a) y GR LBD*"*/RU486 (b).
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La estructura secundaria de la seccion modificada permanecié comparable a la de
GR LBD"8 la H1 se estabilizé notablemente en la posicién adquirida y el loop H1-H3 no
sufrié deformaciones estructurales sustanciales. Ademas, el andlisis de los contactos
entre el extremo N-terminal y el resto del receptor reveld una gran similitud entre el GR

LBD"¢ original y los sistemas GR LBD""y GR LBD"" construidos (Figura 2.7 ay b).

a. \

ar :
g : GR LBD*9/Dex
‘ll [V "‘ '
-.h ’ ool
Q) T
4 GR LBD”"'/RU486
it LX *
N amf
H1Q) o
N GR LBD*"2/RU486
k. - ,
'|. b
H1['] 1 b i
H3 H4-H5 HG6H7 H8 H9 H10-H11 H12
b.

533Val-696GIu
54oe|u-667|_y‘s’t~eH8 H9
540GIu-663Tyr

Y 546Ala-626Asp

547Gly-626Asp
.., 548Tyr-626Asp
e
GR LBD9/dex
© He GR LBD*/RU486

554Asp-633Arg

Figura 2.7. a. Mapa de contacto entre los residuos de la H1 y el loop H1-H3 y los
restantes residuos del receptor para los complejos equilibrados. b. Principales
contactos entre la H1 y el loop H1-H3 y el resto del receptor. Los Ca de los residuos
involucrados son mostrados como esferas.
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2.4.2. Simulacion de dinamica molecular clasica de sistemas GR LBD

Una vez evaluada la calidad de los modelos GR LBD iniciales, simulamos los sistemas
GR LBD*, GR LBD* y GR LBD"™ a través de cMD de 500 ns para estudiar el
comportamiento dinamico en diferentes condiciones (Tabla 2.2), es decir, en presencia
del ligando correspondiente (Dex para GR LBD"*¢; RU486 para GR LBD*"™y GR LBD""?), en
ausencia de ligando (sistemas apo) y en presencia del otro ligando (RU486 para GR

LBD"8; Dex para GR LBD*"'y GR LBD""?).

Sistema Receptor Ligando
1 GRLBD "¢ Dex
2 GRLBD"® -
3 GRLBD " RU486
4 GRLBD ™ RU486
5 GRLBD ™ -
6 GRLBD ™ Dex
7 GRLBD "™ RU486
8 GRLBD "™ -
9 GRLBD "™ Dex

Tabla 2.2. Sistemas simulados

2.4.3. Estabilidad y patron de fluctuacion de las trayectorias de cMD

Inicialmente, se evalué la estabilidad de las trayectorias de cMD mediante el
monitoreo del RMSD de los dtomos del esqueleto proteico, en relacion a la estructura
inicial correspondiente. Se observd que si bien durante los primeros 200 ns la estructura
de la proteina presentd fluctuaciones, todos los sistemas GR LBD"¢ y GR LBD*" se
estabilizaron a partir de entonces en valores constantes, inferiores a 2,2 A (Figura 2.8.a).
Los sistemas GR LBD""" sufrieron desviaciones significativas a lo largo de la simulacidn,
y solo para el GR LBD""!/RU486 la trayectoria tiende a converger. Por otro lado, el RMSD

de los atomos Ca de H12 (Figura 2.8.b) mostrd que a partir de los 200 ns, la posicion del
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H12 se estabilizd en todos los sistemas menos en el sistema GR LBD"™/apo.
Especificamente, en los sistemas GR LBD*y GR LBD""™, la H12 se estabiliz6 cerca de la
posicion de partida con sus ligandos originales (Dex y RU486, respectivamente)(Figura
2.8.b). Para GR LBD"¢, la introduccion de RU486 desvid ligeramente la H12, mientras que
la eliminacion del ligando lo desvié aln mas considerablemente. Asimismo, en GR

LBD"™, la ausencia de ligando provocé una notable distorsién de la posicion de la H12.

a. 3 3
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— GR LBD"¢/Dex — GR LBD""/Dex — GR LBD*"2Dex
- GR LBD”fapo = GR LBD*"/apo GR LBD*"/apo
— GR LBD*¢/RU486 — GR LBD*/RU486 = GR LBD*/RU486
b.
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Figura 2.8. Desviacion cuadratica media (RMSD) de los 9 sistemas simulados, medidos
sobre todos los atomos del esqueleto del receptor (a) o sélo sobre los dtomos del
esqueleto de la H12 (b).

El RMSF calculado durante los ultimos 300 ns de la simulacion (Figura 2.9) reveld,
ademas de la movilidad inherente de los loops, que algunas regiones de estructura

secundaria poseen diferencias significativas entre sistemas. En cuanto al extremo
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C-terminal, el complejo GR LBD"¢/Dex mostrd la menor movilidad, y la sustitucién del
ligando por RU486 incrementé claramente la fluctuacion del loop H11-H12 y de los
primeros residuos de la H12. Se observé un perfil de RMSF diferente para los sistemas
GR LBD*™, con una gran movilidad en el extremo C-terminal de la H12. Entre ellos, el GR
LBD""/RU486 aparecidé como el mas rigido; GR LBD*"™/apo present6 un incremento en
la movilidad H12, y GR LBD*"!/Dex aumenté la fluctuacién del loop H11-H12. A su vez, el
patron RMSF de los complejos GR LBD*" se asemeja a los de los sistemas GR LBD", con

cierta fluctuacién aumentada para los residuos de la H12 de GR LBD*"?/dex.

H1 H3 H4-HS5 H6 H7 H8 H9 H10-H11 H12
T — HHOH H— HH — — H—

—_ GR LBD*9/Dex
< 2 : )
(l-}-) GR LBD"?/RU486
= ]
(vd
O d
4 4
GR LBD*""/Dex
GR LBD""'/apo
31 GR LBD*""/RU486

3 GR LBDA"?/Dex

GR LBDA"2/[RU486

0 i
531 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760 770
numero de residuo

Figura 2.9. Fluctuacion cuadratica media (RMSF) medida sobre el esqueleto de la
proteina durante los Ultimos 300 ns de las simulaciones cMD.
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2.4.4. Evolucion de la conformacion de la H12 en las trayectorias cMD

El analisis detallado del RMSF destaco la gran estabilidad de las hélices H3 y H10-H11
a lo largo de la cMD, particularmente del extremo C-terminal de H3 (residuos 568 a 579;
en adelante, porcion "B" o H3B) y los residuos N-terminales 711 a 721 del H10-H11 (en
adelante, H10) (Figura 2.9). Esta caracteristica nos permitié seleccionar estos
segmentos practicamente invariantes como referencia espacial para analizar la
movilidad de la H12 a lo largo del tiempo. Se definieron tres vectores de igual direccion
que los segmentos H3B, H10 y la hélice H12 y se calcularon los angulos resultantes a lo
largo de la cMD completa. De acuerdo con el andlisis anterior del RMSD, la evolucién
temporal de estos angulos confirmé que todos los sistemas convergieron después de
los 200 ns (Figura 2.10) con excepcidon de GR LBD"™/apo que presenta gran

inestabilidad en el angulo H3B-H12.

== GR LBD"9/Dex == GR LBD""/Dex == GR LBDA"™?/Dex
GR LBD*/apo == GR LBD"""/apo GR LBD*"/apo
== GR LBD*/RU486 == GR LBD""'/RU486 == GR LBD""?/RU486
140 140 140
i L
I _120 120 10 /1PN s i AN 120
=] AL YA ) ‘
R T T R B I Ammrtio
2o '
Y 80 80
[ =
©
60 60 60
100 200 300 400 500 100 200 300 400 500 100 200 300 400 500
tiempo (ns) tiempo (ns) tiempo (ns)
100 100
o 80 80 \
ju I Y \
28 60 an M‘WWMMW&M
T T
©
O 5 40 40
5 2
<)
S 2 20
0 100 200 300 400 50 ° 100 200 300 400 500 ° 100 200 300 400 500
tiempo (ns) tiempo (ns) tiempo (ns)
200 200 200
180 180 180

160

angulo H3B-H10
(grados)

120
1 1 1
0o 100 200 300 400 s00 ' 100 200 300 400 s0 ' 100 200 300 400 500
tiempo (ns) tiempo (ns) tiempo (ns)

Figura 2.10. Evolucion temporal del angulo entre las hélices H3By H12, H10 y H12, H3B
y H10 para cada uno de los sistemas indicados.
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Para facilitar la visualizacidn, se usaron diagramas de caja que permiten comparar los
valores de los angulos H3B-H12, H3B-10 y H10-H12 durante los Gltimos 300 ns de cada
trayectoria de cMD (Figura 2.11). Como era de esperar, el angulo H3B-H10 se conservo
entre los 9 sistemas, particularmente dentro de los complejos GR LBD"¢y GR LBD*"™
(2.11.d). Por el contrario, los angulos H10-H12 (2.11.b) y H3B-H12 (2.11.c) mostraron un
comportamiento mas dependiente de la condicion del LBP. Esto fue particularmente
evidente para los sistemas GR LBD*™, donde se observaron grandes cambios en ambos
angulos cuando se eliminé RU486 del LBP o se lo reemplazd por Dex. Aunque menos
pronunciados, los sistemas GR LBD*™ también mostraron ciertas diferencias en la
evolucién de dichos dngulos. Por ultimo, para los sistemas GR LBD"8, ambos angulos
sufren sélo pequefias desviaciones y Unicamente la presencia de RU486 perturba

marcadamente el angulo H3B-H12.
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Figura 2.11.a. Estructura general del complejo GR LBD*¢/dex. Los tubos grises muestran
las formas de las hélices modeladas por Bendix (Dahl, Chavent and Sansom, 2012). Los
segmentos H3B y H10 y la hélice H12 estan identificados con letras negras. El ligando
aparece en cian. (b—d) Box plots de los angulos formados entre H10-H12 (b), H3B-H12
(c) y H3B-H10 (d).
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Para una mayor caracterizacion de la conformacién H12 estabilizada, calculamos la
distribucidn espacial de los angulos H3B-H12 y H10-H12 durante los Ultimos 300 ns de la
simulacion y los representamos como histogramas 2D (Figura 2.12). Alli, se muestran
claramente los diferentes estados de la H12 alcanzados por cada sistema. En el caso del
GR LBD"¢, hubo una distribucién estrecha de los dngulos H3B-H12 y H10-H12, alrededor
de 75°y 98° respectivamente, correspondientes al estado GR LBD"*¢/Dex. La disposicidn
de H12 no se alteré perceptiblemente después de la eliminacion de Dex, pero su
sustitucion por RU486 alejé ligeramente al receptor del estado agonista. Sin embargo, la
H12 no gird hacia ninguna de las posiciones observadas para los complejos GR LBD*™ o
GR LBD*"™, sino en la direccidn opuesta, pareciéndose llamativamente al estado GR

LBD"" (cf. Figura 2.5.b).
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Figura 2.12. Distribucion de los angulos H3B-H12 y H10-H12 para los sistemas
simulados. Los colores indican el nimero relativo: mayor prevalencia en rojo, menor
prevalencia en amarillo. Se indican las coordenadas de la posicion del complejo GR
LBD*¢/dex.
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Para evaluar posibles cambios conformacionales adicionales en el GR LBD"¢/RU486,
extendimos la trayectoria hasta 1000 ns y comparamos la distribucion del angulo
resultante con GR LBD"¢/dex y LBD*¢/RU486 300-500 ns (Figura 2.13). Comprobamos
que la H12 mantuvo su deriva en la direccion mencionada, ocupando parcialmente el
surco AF-2. Este estado emergente se denomind pseudo-GR LBD*™ y se incorporé a

nuestro grupo de sistemas.
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Figura 2.13. Distribucion de los angulos H3B-H12 vs H10-H12 para los sistemas
indicados. Los colores indican el nimero relativo: mayor prevalencia en rojo, menor
prevalencia en amarillo. Las cruces negras hacen referencia a la posicion del complejo
GR LBD"8/dex.

Para el complejo GR LBD*™/RU486, los histogramas mostraron una distribucion de
angulo estrecho a 30° para H3B-H12 y 122° para angulos H10-H12 (Figura 2.12). Por el
contrario, para los sistemas apo y Dex, la distribucion de angulos se aproxima a la de GR
LBD*"2/RU486. Por lo tanto, esta conformacién H12 presumiblemente describe un
estado intermedio entre el estado antagonista GR LBD*"'/RU486 y el estado agonista GR
LBD"¢/Dex. En este sentido, los histogramas GR LBD""*/apo y GR LBD""?/Dex fueron
notablemente similares a los de GR LBD*/Dex y manifestaron cdmo el estado

intermedio evoluciona hacia el estado agonista cuando se elimina RU486 o se

reemplaza por Dex.
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En la Figura. 2.14, el diagrama esquematiza la evolucion de cada sistema simulado.
Los complejos derivados directamente de las estructuras cristalizadas conservan la H12
en una posicion similar a la original, mientras que al variar la condicién de LBP se

modifica el destino de la H12 durante las MD.

GR LBDA/RU486
Q GR LBD"9/Dex o apo

% GR LBD*"?/Dex o apo

4 GRLBD*"’/RU486
GR LBD*"/Dex o apo

9 GR LBD*"'/RU486

Figura 2.14. Representacion esquematica de la evolucion de la H12 a lo largo de las
trayectorias MD. Las flechas circulares indican el mantenimiento de la posicion de H12
para el sistema indicado, mientras que las flechas curvas muestran el desplazamiento
de la H12 observado en las MD, donde el color representa la posicion final en la
trayectoria.

La Figura 2.15 muestra imagenes representativas de las principales configuraciones
observadas en el espacio configuracional de los angulos H10-H12 y H3B-H12. Se puede
observar que mientras la mitad C-terminal de la H12 ocupa una posicidn similar en
todos los sistemas, su mitad N-terminal explora diferentes estados, que van desde

bloquear virtualmente el dominio AF-2 hasta agrandarlo.
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Figura 2.15. Superposicion de los histogramas de los angulos H10-H12/H3B-H12 de GR
LBD"¢/dex, GR LBD*/RU486 (calculado a partir de intervalo de 500-1000 ns), GR
LBD*"™/RU486 y GR LBD""/RU486 y sus correspondientes imagenes representativas
mostrando las diferentes posiciones adoptadas por la H12.

2.4.5. Modo de unién del ligando

Seguidamente se llevo a cabo un andlisis detallado del modo de unién del ligando
monitoreando las interacciones por enlace de hidrégeno entre los grupos polares de
Dex o de RU486 y los residuos polares del LBP. La Figura 2.16 muestra la ocupacion de
enlaces de hidrégeno (HBO) entre los atomos del ligando y del receptor durante los
altimos 300 ns de las trayectorias. Globalmente, en los 6 holo-sistemas, estas
interacciones ligando-receptor ocurren en zonas bien caracterizadas, es decir, el grupo
carbonilo C-3 y el grupo hidroxilo del C-17; ademas, Dex presenta enlaces de hidrégeno
de larga duracion a través de sus grupos hidroxilo del C-11'y C-21. El grupo carbonilo C-3

de ambos ligandos participa en una red de enlaces de hidrégeno que involucra a los
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residuos GIn570 (H3) y Arg611 (H5). En el caso de Dex, mientras que para los complejos
GR LBD"/dex y GR LBD*™/dex la interaccion estd mediada principalmente por una
molécula de agua (lo que explica en parte los pequerios valores de HBO para Arg611), se
observan contactos directos ligando-receptor para el complejo GR LBD*"*/dex. En el
caso de RU486, el sistema construido a partir de GR LBD"¢ presenta valores similares a
los de Dex para esas interacciones, mientras que para los estados no agonistas se
observa poca interaccion entre el ligando y GIn570, aunque un contacto mas sostenido

con Arg611.
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Figura 2.16. Comparacion del modo de unién de los ligandos Dex (a) y RU486 (b):
representacion esquematica de las interacciones polares entre ligandos y el LBP de GR
LBD. Se muestran los contactos de enlace de hidrégeno con lineas discontinuas. La
ocupacion del enlace de hidrégeno se calculé como la fraccion de conformaciones de
los dltimos 300 ns de las simulaciones en las que ocurren esos contactos; HBO se
representa como porcentaje al lado de cada linea discontinua.
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Con respecto al grupo 17-hidroxilo, se forma un enlace de hidrégeno persistente con
Gln642 (H7) en los sistemas GR LBD*"™/dex y, en cierta medida, en GR LBD"8/RU486. Es
notable que las estructuras derivadas de cristales sdlo mantienen una interaccién poco
frecuente con este residuo, lo que sugiere que esos contactos dentro de los complejos
mencionados son forzados debido a la relacion entre el tamafio y la ocupacion del LBP
por cada ligando: un LBP agonista mas pequefio cambiaria la orientacion de RU486
hacia GIn642, mientras que una conformaciéon LBP mas grande evitaria que Dex
interactle a través de sus grupos hidroxilo de C-11y C-21 (ver mas abajo), favoreciendo
asi este enlace.

Para los grupos hidroxilo de C-11 y C-21 de Dex, se detectan grandes valores de HBO
en el estado agonista GR LBD"8, particularmente entre las parejas hidroxilo C-11/Asn564
(H3) e hidroxilo C-21/Thr739 (H11). Aunque con menor frecuencia, también estan
presentes en el complejo GR LBD*"?/dex; por el contrario, como se menciond
anteriormente, no se forman interacciones entre estos grupos polares y los residuos de
LBP en el estado antagonista GR LBD*"™/dex. Estos hallazgos sugieren que las
variaciones en la posicion H12 estan relacionadas con variaciones en el modo en que
LBP reconoce los hidroxilos de C-11 y C-21, ademas de fortalecer la nocion de que GR
LBD""*se asemeja a un estado intermedio entre GR LBD"8y GR LBD*™.

Por otro lado, identificamos los residuos que contactan al sustituyente dimetilanilina
de RU486 a lo largo de cada simulacion (Figura 2.17). En los tres sistemas, este grupo
voluminoso contacta con Gly567 y Gly568 (H3) y Trp600 (H4). El tercer punto de
contacto, sin embargo, difiere para cada complejo: Phe749 para GR LBD"¢/RU486,
Leu753 para GR LBD"™/RU486 e Ile756 para GR LBD""?/RU486. Cabe destacar que los
dos ultimos pertenecen a la H12, mientras que el primero se ubica dentro del loop
H11-H12, correlacionando los contactos establecidos por los residuos de H12 con el

grupo dimetilanilina de RU486 y la conformacién adoptada por la H12.
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Figura 2.17. Residuos que contactan con el sustituyente dimetilanilina de RU486 en el
GR LBD*¢/RU486 (a), GR LBD*"*/RU486 (b) y GR LBD*"?/RU486 (c).

En general, cabe sefialar que todos los sistemas se unen con al menos un residuo de
la cadena H3 (que anteriormente se ha demostrado que es practicamente invariable),
mientras que otras interacciones estan relacionadas en ultima instancia con la
configuracion del GR LBD (y particularmente la H12). Esto se vuelve mas evidente
cuando se cambian los ligandos. Por otro lado, el nimero de interacciones se
correlaciona positivamente con la estabilidad observada en los MD. De hecho, los
sistemas con interacciones mas persistentes evidenciaron menos fluctuaciones que
aquellos con contactos menos persistentes a lo largo de sus trayectorias, con GR

LBD"¢/dex representando el complejo més estable.

2.5. Simulacion por MD dirigida y Umbrella Sampling

2.5.1. Simulacion por dinamica molecular dirigida

A través de simulaciones cMD, hemos encontrado que la H12 puede adoptar
numerosas posiciones dependiendo de las condiciones de LBP (es decir, identidad y
ocupacién del ligando), con GR LBD"*¢/RU486 (o pseudo-GR LBD*™) en un extremo del
espacio conformacional y GR LBD"™/RU486 en el otro. Teniendo en cuenta las

limitaciones ya mencionadas de la cMD, decidimos emplear simulaciones MD dirigidas
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(SMD) para explorar posibles transiciones entre esos dos estados. En la SMD, se aplica
una fuerza externa para impulsar el sistema a lo largo de una coordenada de reaccion
seleccionada o "variable colectiva" (CV) a una velocidad constante (Do, Lee and Le,
2018). La eleccidon de una CV adecuada capaz de describir el camino entre dos estados
de la proteina es fundamental, y por lo general, desafiante.

Al principio, considerando nuestros resultados de cMD, los angulos H12-H3B y
H12-H11A se tomaron como CV para desplazar el H12 en ausencia de ligando, pero las
trayectorias procedieron con una deformacidn considerable en varias regiones del
receptor. Luego, probamos una combinacion de distancias entre atomos de Ca de
residuos clave de H3, H11 y H12, obteniendo también movimientos inadecuados. Otros
descriptores geométricos, como combinaciones de distancias y angulos de los residuos
de las principales variables, fueron igualmente evaluados, sin resultados satisfactorios.
Finalmente, al usar el RMSD de los residuos Ca de H3, H11 y H12 como CV, obtuvimos un
camino suave entre los estados extremos, sin deformaciones y con elementos de
estructura secundaria bien conservados. La Figura 2.18.a muestra la evolucidn
temporal de la CV, y la Figura 2.18.b, la superposicion de imagenes representativas
extraidas a intervalos regulares de la trayectoria SMD de 100 ns. Como se puede
observar, a lo largo de la transicién del pseudo-GR LBD*"™ al GR LBD*™, la H12 visita
multiples conformaciones intermedias, entre las que destacan las correspondientes a

los estados originales GR LBD*¢y GR LBD*".
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Figura 2.18. a. Evolucion temporal de la variable colectiva (RMSD de los atomos de Ca
de H3, H11 y H12). b. Superposicion de 100 fotos de la trayectoria sMD, donde se
destaca la H12 pasando del estado pseudo-GR LBD""™ al GR LBD*™. En ambos graficos,
las flechas apuntan a la posicidn original de los sistemas GR LBD.

Las trayectorias SMD también se simularon para los complejos Dex y RU486,
encontrando un comportamiento similar al del sistema apo, en el que se conservan
tanto la integridad GR LBD como la estructura secundaria. Todas las trayectorias SMD se
analizaron monitoreando la evoluciéon temporal de los angulos H3B-H12 y H10-H12
(Figura 2.19), encontrando sélo algunas discrepancias menores entre todos los
sistemas. Por ejemplo, los valores del angulo H3B-H12 en la primera mitad de la
simulacion fueron mayores en el complejo con RU486 que en los sistemas apo y Dex,
como se esperaba debido al voluminoso sustituyente del antiglucocorticoide. Por otro
lado, el dngulo H10-H12 mostré diferencias entre Dex y RU486 cuando se alcanzé el
estado GR LBD""™. Como control, también se realizaron trayectorias SMD en sentido
inverso (desde los estados GR LBD*™ al pseudo-GR LBD*™) en las tres condiciones (apo,
Dex y RU486), encontrando un comportamiento muy similar al descrito en la otra

direccion.
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Figura 2.19. Evolucion temporal de los angulos H3B-H12 y H10-H12 para GR LBD/Dex
(rojo), GR LBD/apo (negro) y GR LBD/RU486 (azul) a lo largo de simulaciones sMD.

En resumen, la variable colectiva RMSD ilustra con éxito una imagen dinamica
completa del espacio conformacional muestreado por la H12 en el GR LBD. Por lo tanto,
elegimos esta variable colectiva para obtener un perfil energético del espacio

configuracional mediante el método de Umbrella Sampling.

2.5.2. Umbrella Sampling

Después de validar la variable colectiva adecuada para nuestros sistemas, realizamos
un analisis de Umbrella Sampling (US) (Kastner, 2011) usando el RMSD de los atomos
Ca de H3, H11 y H12 como variable colectiva. Las tres trayectorias SMD (apo, Dex y
RU486) se muestrearon cada 0,2 A de distancia a lo largo de la CV, obteniéndose 25
estados para cada sistema, que fueron equilibrados y simulados durante 3 ns. Los
ultimos 2 ns de cada ventana se integraron con el método Umbrella Integration (Kastner
and Thiel, 2005).

La energia libre obtenida a través de US se grafico como una funcién de la CV,
mostrando una clara diferencia entre los sistemas GR LBD Dex y GR LBD RU486 (Figura
2.20). De hecho, en presencia de Dex, se describe un minimo profundo en CV = 3,8 A,
que corresponde a la posicion de la H12 en la conformacién agonista (estado original GR

LBD"8). Se observan grandes barreras energéticas cuando la H12 se desplaza hacia las
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posiciones GR LBD""y pseudo-GR LBD*™ H12, lo que indica que este ligando ancla el
H12 en una posicion bien definida y estable. Este hallazgo sustenta la gran rigidez

observada en las simulaciones de cMD y explica la actividad agonista completa de este

ligando.
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Figura 2.20. Superficie de energia libre determinada por Umbrella Sampling (GR
LBD/Dex en rojo, GR LBD/RU486 en azul y GR LBD/apo en negro). Las flechas apuntan a
la posicion original de los sistemas GR LBD.

Por el contrario, RU486 proporciona una curva de energia libre mas plana, de
acuerdo con la mayor flexibilidad exhibida por los sistemas RU486 en simulaciones
cMD. Se observa un minimo global amplio en CV = 5 A, de acuerdo con la conformacién
pseudo-GR LBD*"™ H12. A su vez, las posiciones de la H12 en los sistemas GR LBD*™y GR
LBD""™ no se correlacionan con ninglin minimo perceptible, sino con regiones planas de
la superficie de energia libre. El sistema GR LBD/apo también proporciona una curva de

energia libre aplanada con un ligero minimo global en CV=~4 A,
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2.6. Conclusion

El GR LBD conforma una estructura globular compacta cuya hélice terminal (H12)
juega un papel crucial en el reclutamiento de correguladores. Empleando diferentes
simulaciones por MD, nos enfocamos en descifrar la relacion entre la identidad del
ligando y el comportamiento dindmico de esta hélice. Incluso cuando sélo se utilizaron
dos ligandos paradigmaticos para evaluar como afectan el espacio configuracional de la
H12, consideramos que realizar simulaciones SMD seguidas de analisis de Umbrella
Sampling es una estrategia poderosa y una herramienta potencial para comprender
satisfactoriamente las bases moleculares de accién de glucocorticoides con diferentes
perfiles de actividad.

En este capitulo describimos un GR LBD dinamico, capaz de explorar una amplia
gama de conformaciones claramente identificadas y caracterizadas por la posicidn de la
H12. Nuestros resultados revelan reorientaciones pronunciadas de esta hélice
dependiendo de las condiciones del LBP, mientras que el resto del GR LBD sufre solo
cambios modestos en el N-terminal de la H3 y el C-terminal de la H11. El analisis de la
superficie potencial delineé un minimo profundo para el sistema con Dex, lo que indica
que, entre todas las conformaciones posibles, este agonista privilegia sdlo unas pocas
poses, lo que proporciona una gran rigidez al complejo receptor-ligando. Como
consecuencia, el dominio AF-2 permanece practicamente fijo, adecuado para reconocer
a los coactivadores. Alternativamente, en presencia del antagonista RU486, la amplitud
conformacional de H12 parece ser mas amplia, como lo indica una energia de superficie
potencial mas plana sin un minimo prominente. La mayor flexibilidad de los complejos
antagonistas en comparacion con los sistemas agonistas también se ha descrito para el
AR (Duanetal.,2016) y el ER (Ng, 2016). Ademas, RU486 retira la H12 del estado agonista
y la coloca a ambos lados del sustituyente voluminoso del ligando. A partir de estas
observaciones, proponemos que, en ausencia de correguladores, el estado de energia
mas bajo de H12 se alcanzaria cuando esta hélice ocupa directamente el surco AF-2.

Finalmente, al caracterizar las diferentes conformaciones de la H12, proporcionamos

una serie de sistemas GR LBD que podrian representar modelos potenciales para el
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disefio racional de nuevos farmacos glucocorticoides, con el objetivo final de modular

finamente la actividad del GR.
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CAPITULO 3
INTERACCION CON COFACTORES
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CAPITULO 3.
INTERACCION CON CORREGULADORES

Antecedentes

3.1 Correguladores

Como se adelanté en la introduccidon, los correguladores son proteinas que
participan en la reorganizacion del entorno cromatinico concomitante con el
reclutamiento del TF (van der Laan and Meijer, 2008), mediando la sefial entre el TF
unido al ADN y la maquinaria transcripcional (Figura 3.1). El resultado neto de esta
reorganizacion, es decir la apertura o condensacion de la cromatina, dependera del tipo
de ligando unido al NRy el consiguiente corregulador reclutado, activando o inhibiendo
la expresion génica, respectivamente. Por otro lado, hay evidencia que apunta a que
cada corregulador es requerido para regular solo un grupo de genes bajo el comando de
un TF especifico en un tipo celular dado (Stallcup and Poulard, 2020). Como corolario,
los diferentes genes blanco de un determinado TF requeriran s6lo un subconjunto
especifico de correguladores para el control de su expresion. Esto indica que los
correguladores no serian meros intermediarios sino verdaderos moduladores selectivos

de la actividad de los TF.
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Figura 3.1. Esquema simplificado de interaccion SR-correguladores. El SR activado por
ligando (circulo negro) unido a un elemento de respuesta (HRE) especifico modula la
transcripcion reclutando proteinas correguladoras que remodelan la conformacion
local de la cromatina, promueven la proximidad del enhancer al promotor y al sitio de
inicio de la transcripcion (TSS) del gen, y regulan el ensamblaje y la actividad de los
complejos de transcripcion en el TSS. HMT: histona metiltransferasas; HAT: histona
acetiltransferasas. Complejo SWI/SNF: complejo remodelador de la cromatina
dependiente de ATP. COR A-D: correguladores con funcidn de soporte estructural que
reclutan correguladores adicionales o componentes de la maquinaria de transcripcidn
basal tal como el complejo Mediador, que a su vez recluta a la ARN polimerasa Il en TSS.
Modificado de (Stallcup and Poulard, 2020).

En particular, el GR interacciona con la familia de proteinas p160 o Steroid Receptor
Coactivator (SRC), cuya funcién es de andamiaje o soporte estructural para la
interaccion con otras proteinas. Esta familia estd integrada por tres miembros: NCoA-1
(0 SRC-1); NCoA-2 (SRC-2, TIF-2 0 GRIP1); y NCoA-3 (SRC-3, CIP, AIB1, ACTR o TRAM1). El
GR interactiia con estas proteinas a través de su dominio AF-1 (en el N-terminal), el AF-2

(en el GR LBD) o ambos, y diversos estudios describen una interaccion preferencial con
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NCoA-2 sobre los otros miembros de p160 (Kurihara et al., 2002; Li et al., 2003; Ronacher
etal., 2009).

En conjunto, los NCoA se expresan abundantemente en diversos tejidos e intervienen
en la regulacion de casi todos los aspectos de la expresion génica. Ademas, se ha
demostrado que los tres miembros de esta familia estan involucrados en distintos
aspectos del proceso de tumorigénesis (Kumar, 2021). Las proteinas NCoA contienen
tres dominios funcionales: un dominio N-terminal que se une al dominio AF-1 de los
SRs, aumentando su estabilidad y contenido a-helicoidal; un dominio central de
interaccion con receptores nucleares (nuclear receptor interaction domain, NRID), que
contiene tres o cuatro motivos LxxLL (las cajas NR) y que interacciona con el dominio

AF-2 del LBD; y los dominios de activacion C-terminal, que interactian con HATs y HMTs

(Figura 3.2).
NCoOA |HLH/PAS SIT m AD1 AD2
AF-1—/ AF-ZL
ox [ e
—_— = o)
NCoR RD1 DAD RD2 RD3

Figura 3.2. Representacion esquematica de GR y correguladores de las familias NCoAy
NCoR. NCoA. Se indica: en rojo el dominio NRID (dominio de interacciéon con NR con 3
motivos LxxLL) que interactia con el AF-2 del GR LBD; interaccién del dominio
N-terminal HLH/HPAS con la regién AF-1 del GR DBD, y la interaccidn de los dominios
C-terminales AD1 y AD2 con HATs y HMTs. NCoR. Se indica en violeta los dominios ID1 e
ID2 (dominio de interaccion con NR con motivos (L/DXX(I/V)I o LXXX(I/L)XXX(I/L) ) (Cain
and Cidlowski, 2015; Stallcup and Poulard, 2020; Sun and Xu, 2020).

Por otro lado, los NRs también tienen la capacidad de interaccionar con

correpresores, factores participantes centrales en la inhibicion de la expresion génicay
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cuya disfuncion puede asociarse a diversas patologias (Weikum et al., 2017). Dentro de
las familias de correpresores que interactian con GR se encuentran NCoR1 (Nuclear
receptor Corepressor) y SMRT (Silencing Mediator of Retinoic acid and Thyroid hormone
receptor o NCoR2). Estas proteinas presentan motivos (L/I)XX(I/V)l o LXXX(I/L)XXX(I/L),
denominados cajas de correpresores de receptores nucleares (CoRNR), que forman una
hélice extendida en comparacion con la hélice LXXLL de los coactivadores, pero que es
reconocida por el mismo dominio AF-2 de los SRLBD (Figura 3.2).

Los niveles de expresion de cada corregulador dependen del tipo tisular y del
contexto celular. A su vez, los diferentes ligandos de los SRs, al modular la posicion de la
H12, determinarian el perfil de reclutamiento de correguladores de cada complejo,
favoreciendo la interaccion con coactivadores y correpresores segun el perfil de
actividad de cada ligando. En consecuencia, dilucidar las bases moleculares
subyacentes al reconocimiento e interaccion entre los distintos correguladores y el GR
unido a un ligando dado resulta esencial para comprender y predecir los efectos
farmacolodgicos especificos mediados por GR en diferentes 6rganos y tejidos. Ademas,
la posibilidad de dirigir la acciéon de un TF (como el GR) mediante la modulacion de
correguladores especificos abre nuevas oportunidades en la regulacion de los efectos
farmacoldgicos del complejo TF-ligando, pudiendo en ultima instancia discriminar y

seleccionar efectos terapéuticos deseados de aquellos adversos.

Interaccion entre el GR LBD y los correguladores

Las regiones proteicas que incluyen los motivos conservados de cada tipo de
corregulador presentan una estructura helicoidal caracteristica que permite su
interaccion con la region AF-2 del LBD del GR (Figura 3.3). El dominio AF-2 es un surco
principalmente hidrofébico formado por residuos de las hélices H3, H4 y H12. Por un
lado, el dominio AF-2 interactia con los residuos leucinas no polares de los motivos
LxxLL e I/Lxxll, los cuales estan dispuestos en un mismo lado de la hélice anfipatica. Por
otro lado, existe un segundo tipo de interaccion mas especifica, denominada

charge-clamp, entre residuos polares del GR y del corregulador. Esta interaccion
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estabiliza la asociacion entre las dos proteinas (Veleiro et al., 2010) (Figura 3.3 ay b).
Asi, la identidad de los residuos adyacentes y centrales de la caja NR interviene en la
selectividad del GR por los distintos correguladores y sus motivos. Por ejemplo, el GR
muestra selectividad por el tercer motivo del NCoA-2, el cual se caracteriza por ofrecer
un residuo arginina en posicién +6 disponible para formar un puente salino con el
Asp590 del GR LBD (Figura 3.3.a) (Bledsoe et al., 2002). En el caso del correpresor
NCoR-1, es un acido glutdmico en posicion +2 el que forma una interacciéon polar

especifica con la GIn597 del GR LBD (Figura 3.3.b).

+2 +6 +2
Tercer Motivo de NCoA-2:LRYLLDK Tercer Motivo de NCoR-1: LEDIIRKA

Figura 3.3. a. Complejo GR LBD-Dex-NCoA2 (PDB:1m2z, cadenas Ay B). Reconocimiento
del motivo del coactivador (rojo) por el GR LBD. Se muestran los residuos polares de GR
que forman charge clamps: Lys579, Arg585, Asp590 y Glu755. La region central es el
hueco hidrofébico del AF-2 (azul claro) y recibe las cadenas laterales no polares de los
residuos de leucina del coactivador. b. Complejo GR LBD-RU486-NCoR-1 (PDB ID:3h52,
cadenas A y N). Reconocimiento del motivo del correpresor NCoR-1 (violeta claro).
Lys579 mantiene la interaccion con el extremo C del motivo de NCoR; Glu755 se aleja del
N terminal rompiendo la charge-clamp. Las interacciones de las cadenas laterales de
leucina con la cavidad hidrofébica en el GR LBD se consevan (region de color naranja
claro en el centro) y aparece una nueva interaccion entre GIn597 y una cadena lateral de
acido glutdmico en el motivo NCoR. Modificado de (Veleiro et al., 2010).
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Varios estudios han demostrado que la flexibilidad conformacional y la dinamica
dentro del LBD, especialmente alrededor de la region AF-2, desempefian un papel
critico en la formacién del complejo GR-corregulador (Kumar, 2021). Como vimos
anteriormente, la estructura del ligando determina el equilibrio dindmico de la H12,
incidiendo entonces en ambas clases de interacciones, de tipo polary no polar, entre el
GRy los correguladores. Por un lado, al variar la posicion de la H12 respecto a las H3 y
H4, se modifica la dimension de la cavidad hidrofébica que interactta con las leucinas
de la caja NR. Por el otro, al cambiar la posicion del residuo Glu755 (H12), se ven
afectadas las interacciones charge-clamp involucradas en la selectividad del GR por
cada caja NR.

Diferentes abordajes experimentales han sido aplicados para evaluar la interaccion
entre el GR y los correguladores. Por ejemplo, Yeast two-hybrid analysis (Y2H), co-IP
(Birth et al., 2017) (Yoshinaga et al., 1992), FRET, pbFRET y FRAP (Agresti et al., 2005), FCS
(Stortz et al., 2017), SMT (single molecule tracking)(Paakinaho et al., 2017) (Gebhardt et
al., 2013). En este trabajo, aplicamos la tecnologia de microarreglos de péptidos
MARCoNI (Microarray Assay for Realtime Coregulator-Nuclear receptor Interaction) para

evaluar el perfil de interacciones a correguladores del GR unido a diferentes ligandos.

3.2. Microarreglos de péptidos MARCoNI

La tecnologia de microarreglos de péptidos MARCoNI ha sido desarrollada
especificamente para identificar y analizar las interacciones entre péptidos conteniendo
los motivos de interaccion a NRs y el LBD de los NRs unido o no a determinados
ligandos. El ensayo se lleva a cabo en un microarray que consta de péptidos unicos
derivados de correguladores de NRs. Cada péptido contiene un motivo de unién a NR
incluyendo secuencias LXXLL o LXXXIXXXL, que forman parte de proteinas coactivadoras
0 correpresoras conocidas, respectivamente (Koppen, Houtman and Pijnenburg, 2009).
En total, 67 proteinas estan representadas por estos péptidos. El NR a estudiar se
estimula y se pone en contacto con el arreglo de péptidos, donde se incuba e interactia

selectivamente con los péptidos inmovilizados. Las interacciones entre péptidos y NRs
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se visualizan mediante marcacion con anticuerpos fluorescentes dirigidos contra el NR.
El ensayo MARCoNI detecta la union del NR LBD a motivos NR, y permite la resolucion
del perfil de correguladores para un NR en un entorno especifico, por ejemplo, en

células estimuladas con un ligando de interés (Figura 3.4).

a. Motivo de Coactivador b. Motivo de Correpresor
sin agonista agonista unido sin antagonista A antagonista unido
1 N { Wam!! _Xx
GR LBD I GR LBD |
GR LBD GR LBD
ook Lot looooooa | —xoeooocooooa L LA A Lo —xooooexx Lo Looooa. [--xonoooos Lo oo oo

sin sefal de sefal de sin sefal de senal de
fluorescencia fluorescencia fluorescencia fluorescencia
. . —.* anticuerpo marcado
agonista antagonista

| con fluoréforo

Figura 3.4 Esquema simplificado del ensayo MARCoNI. La unién de un ligando al GR
LBD favorece las interacciones con péptidos que presenten motivos de coactivador (a) o
de correpresor (b). El reconocimiento de este complejo por un anticuerpo marcado con
fluoréforo emite una sefial de fluorescencia en el punto correspondiente del
microarreglo. Modificado de (Beekmann et al., 2015).

3.3. Analogos rigidos de glucocorticoides

En el desarrollo de nuevos farmacos moduladores de SRs, una estrategia para
aumentar la especificidad de un ligando esteroideo por un SR particular es la seleccion
y fijacion de ciertas conformaciones del esteroide, disminuyendo la flexibilidad
intrinseca de su esqueleto carbonado (Pecci et al., 2009). Con este objetivo, hace mas de
dos décadas el grupo de investigacion del Dr. G. Burton (Dpto. de Quimica Organica,

UMYMFOR, FCEN-UBA) disefié y sintetizd diversos compuestos analogos rigidos de
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hormonas esteroideas, obteniendo dos compuestos de potencial relevancia
farmacoldgica: 21-hidroxi-6,19-epoxiprogesterona (210H-6,190P) y su derivado
21-hemisuccinoiloxi-6,19-epoxiprogesterona  (21HS-6,190P)  (Figura 3.5). Las
propiedades glucocorticoides de estos anadlogos fueron intensamente estudiadas por el
grupo (Alvarez, Marti, Veleiro, Presman, et al., 2008) (Alvarez, Marti, Veleiro, Misico, et al.,
2008) (Presman et al., 2010), encontrando que el compuesto 210H-6,190P reviste
interés farmacoldgico dadas sus acciones antiinflamatorias e inmunosupresoras y
ausencia de varias reacciones adversas de los GC (Pecci et al., 2018). Ademas, estos
compuestos resultaron herramientas moleculares muy valiosas para la investigacion de

la accion del GRy sus mecanismos moleculares subyacentes.

O
OH
21O 21 OJ\/Y
0 0 0
19 19

O o
o 6 O 6

21-hidroxi- 21-hemisuccinoiloxi-

6,19-epoxiprogesterona 6,19-epoxiprogesterona
(210H-6,190P) (21HS-6,190P)

Figura 3.5 Estructura de los analogos rigidos de GC 210H-6,190P y 21HS-6,190P.

La determinacion del efecto como glucocorticoide de estos compuestos demandé
diversos experimentos in vitro e in vivo. Los resultados establecieron que 210H-6,190P
posee selectividad por GR pero no por PR o MR, antagonizando la accion directa de los
agonistas. Por su parte, su derivado 21HS-6,190P, retiene la especificidad por GR, pero
con actividad glucocorticoidea moderada (Alvarez, Marti, Veleiro, Misico, et al., 2008).
Estas caracteristicas se evidenciaron, por ejemplo, en la evaluacion de su actividad
biolégica mediante ensayos utilizando el gen reportero MMTV-Luc en células Cos-1
(Figura 3.6). En efecto, se observé que 210H-6,190P no induce la expresion de la
luciferasa, pero inhibe la induccion provocada por Dex, actuando como un antagonista.
Por su parte, 21HS-6,190P funciona como agonista parcial, sin alcanzar la eficacia ni la

potencia de Dex (Alvarez, Marti, Veleiro, Misico, et al., 2008).
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Figura 3.6. Actividad de luciferasa en respuesta al tratamiento con los ligandos rigidos
210H-6,190P y 21HS-6,190P. Células Cos-1 se co-transfectaron con el vector pRSV-hGR
(1 ug), el vector reportero pMMTV-Luc (3 ug) y el vector pCMV-LacZ (1 pg). Las células se
incubaron durante 24 h como se indica, y se midio la actividad de la luciferasa y se
normalizé por la actividad de la B-galactosidasa. Los valores se expresan como veces de
induccidn relativos al control (células no tratadas). Los datos representan la media +SE
de tres experimentos independientes. Modificado de (Alvarez, Marti, Veleiro, Misico, et
al.,2008).

Ademas, resultados previos del laboratorio mostraron, mediante ensayos de
co-inmunoprecipitacion de proteinas, que el complejo GR/21HS-6,190P es capaz de
co-precipitar con NCoA-2 mientras que el complejo GR/210H-6,190P, no (Presman et al.,
2010). Teniendo en cuenta estos resultados, en esta Tesis decidimos extender el analisis
de la interaccion entre el GR unido a cada uno de estos ligandos y los correguladores,
utilizando el arreglo de péptidos MARCoNI en busca de identificar perfiles de interaccion
especificos de cada ligando en particular. Ademas utilizamos un método de simulacién
de docking proteina-péptido para investigar el modo de union entre los péptidos y el

complejo GR LBD/Dex y determinar la energia de interaccion involucradas.
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Resultados

3.4. Dimension del dominio AF-2 de GR LBD en simulaciones cMD

Como primera aproximacion en busca de estudiar la relacion entre la estructura del
ligando unido al receptor y la interaccion de dicho complejo con correguladores,
usamos las simulaciones por cMD de los complejos GR LBD/Dex y GR LBD/RU486
presentadas en el capitulo 2, para evaluar como los cambios conformacionales
observado en la H12 afectan la configuracidon del dominio AF-2. Para ello calculamos la
distancia promedio entre los atomos Ca de Glu755 (H12), Lys579 (H3) y Asp590 (H4)
(Tabla 3.1y Figura 3.7).

Distancia entre Ca (A)

Sistema Receptor Ligando  Glu755-Lys579 Glu755-Asp590  Asp590-Lys579

1 GRLBD Dex 18.4 15.0 11.8
2 GRLBD"® - 18.3 15.0 11.7
3 GRLBD RU486 17.8 12.9 11.9
4 GRLBD™™  Rua4se 22.2 21.6 12.0
5 GRLBD "™ - 215 20.4 11.7
6 GRLBD "™ Dex 20.5 20.2 11.9
7 GRLBD™™  RU486 20.1 16.6 11.6
8 GRLBD "™ - 18.5 15.5 11.4
9 GRLBD "2 Dex 18.4 15.2 11.4

Tabla 3.1. Distancias promedio entre residuos que forman el charge-clamp.

Como se menciond, estos residuos participan en el anclaje del corregulador al
receptor a través de interacciones polares charge-clamp, por lo tanto, la posicion
relativa entre estos tres residuos determina la dimension de la apertura del dominio
AF-2. En concordancia con los resultados descritos en el capitulo 2, la distancia Lys579

(H3)-Asp590(H4) se mantuvo previsiblemente constante en los nueve sistemas
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simulados, indicando una permanencia de la disposicion relativa de este punto de
anclaje para el corregulador. En contraste, las distancias involucrando al residuo
localizado en la H12 presentaron grandes variaciones. Se determinaron diferencias de
hasta 4,4 Ay 7,5 A para los pares Lys579-Glu755 y Asp590-Glu755 respectivamente, con
GR LBD*¢/RU486 y GR LBD""'/RU486 en los extremos.

P

N/ : l'\ S

S ]

-
GR LBDA9/RU486

A Y W
GR LBD*"'/RU486

7

‘ =_ N ~>_/ \
GR LBDA"2/RU486 GR LBDA9/dex

~——

Figura 3.7. Conformacion del dominio AF-2 por las hélices 3, 4y 12, en los 4 sistemas
representativos descriptos en el Capitulo 2. Los atomos Ca de los residuos involucrados
en las interacciones de tipo charge-clamp (Lys579, Asp590 y Glu755) se representan con
esferas sobre las hélices respectivas y con lineas continuas, la distancia entre ellos. Se
observa que la superficie triangular que delimitan varia en area de un sistema a otro, lo
que se correlaciona con la variacion en el volumen del dominio AF-2.

De esta manera observamos que las dimensiones y los puntos de anclaje del dominio
AF-2 dependen fuertemente de la configuracion espacial de la H12, la cual a su vez,
como describimos anteriormente, estd dada por las caracteristicas estructurales del

ligando alojado en el LBP del receptor.
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3.5. Estudio de la interaccion del GR con correguladores mediante
microarreglos de péptidos

En busca de obtener un perfil de reclutamiento de diversos correguladores del GR
unido a distintos ligandos, en colaboracion con Onno C. Meijer (Leiden University
Medical Center, Paises Bajos), Gerardo Burton (UMYMFOR-CONICET-UBA) y René
Houtman (PamGene International, Paises Bajos), se llevd a cabo un ensayo de
interaccion del GR LBD (estimulado con Dex, RU486, y los analogos rigidos 210H-6,190P
y 21HS-6,190P) con péptidos conteniendo los motivos correspondientes a distintos
correguladores, ordenados espacialmente (PamGene International, #88101). Los
resultados de este experimento nos fueron proporcionados en formato numérico en
una planilla de célculo, como también representados en un grafico cartesiano y un
mapa de calor (Figura 3.8), donde cada punto en el eje de ordenadas corresponde a un
péptido. El eje de abscisas y la escala de color representan el valor de indice de
modulacion (modulation index, MI) obtenido para cada péptido y ligando ensayado, y
que corresponde al logaritmo del cociente entre la fluorescencia detectada para el

complejo GR LBD/ligando y la fluorescencia obtenida para GR LBD sin ligando:

fluorescencia LBD-Ligando
MI= log,,

fluorescencia LBD-vehiculo

De esta manera, podemos obtener informacion respecto de las afinidades relativas
de unién de una variedad de correguladores, discriminadas ademas por caja de NR o

por caja CoRNR de cada proteina analizada.
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Figura 3.8 (pagina anterior). Perfil de unién al GR LBD de los péptidos obtenido
mediante la tecnologia de microarreglos de péptidos MARCoNI. Abajo se representa el
agrupamiento jerarquico (hierarchical clustering) de los resultados.

El estudio comparativo de los MI de GR-Dex (azul) y GR-RU486 (rojo) con los de
210H-6,190P (naranja) y 21HS-6,190P (verde) (Figura 3.8) reveld que el perfil de unién
de péptidos de 210H-6,190P es muy similar al de RU486, mientras que el de
21HS-6,190P se asemeja al de Dex, aunque con valores maximos de Ml menores. Esta
misma relacion se refleja en el mapa de calor (Figura 3.8), donde el dendograma
muestra que GR-Dex y GR-21HS-6,190P se agrupan en la misma subcategoria, mientras
que la otra reline a GR-RU486 y GR-210H-6,190P.

Estos resultados son mas evidentes en la Figura 3.9, donde se reorganizaron los
péptidos en orden creciente de Ml,,, y se contrasta de a pares el perfil de reclutamiento
de GR-RU486, GR-21HS-6,190P y GR-210H-6,190P con el de GR-Dex. Se observa que las
curvas de Dex y 21HS-6,190P presentan un perfil similar (Figura 3.9.b), mientras que
tanto RU486 como 210H-6,190P presentan un perfil distinto a Dex (Figura 3.9.ay c)

pero muy semejantes entre si (Figura 3.9.d).
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Figura 3.9. Perfil de unién a GR LBD de los péptidos obtenido mediante el ensayo de
MARCoNI. Se comparan los perfiles de reclutamiento de GR-Dex con los otros ligandos
(a, by c)ydeRU486 con 210H-6,190P (d).
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De esta manera, se puede establecer una relacion entre el perfil de reclutamiento
global de péptidos correguladores obtenido en el ensayo MARCoNI, es decir, el tipo de
péptido al cual se une el complejo GR-ligando, y la actividad bioldgica de ese complejo,
expresada, por ejemplo, como su capacidad de estimular la expresion del gen reportero
pPMMTV-LUC al interactuar con GR (Figura 3.6).

Con el objetivo de realizar un analisis particular sobre los coactivadores y
correpresores clasicos, NCoA y NCoR, respectivamente, graficamos el Ml obtenido para
las distintas cajas, NR o CoRNR, con cada ligando (Figura 3.10). De acuerdo a lo
esperable, los compuestos con actividad agonista, Dex y 21HS-6,190P, reclutan
preferentemente péptidos correspondientes a secuencias de coactivadores, mientras
que no inducen la uniodn, o incluso la desfavorecen, de péptidos correspondientes a
correpresores. Un comportamiento inverso se observa para los compuestos con funcién
antagonista de los efectos de Dex: RU486 y 210H-6,190P (Figura 3.10). Por otro lado,
como mencionamos anteriormente, estudios funcionales de los motivos LxxLL del
NCoA2 indicaron que la union del GR al tercer motivo es mas afin que a los restantes
(Bledsoe et al., 2002). Los resultados obtenidos mediante el andlisis de interaccion
realizado con el microarreglo de péptidos siguen esa tendencia (Figura 3.10a).

Asi, tanto el andlisis global como uno mas detallado sobre un dado corregulador,
sugieren que los resultados obtenidos por MARCoNI se ajustan a la evidencia existente

sobre la union de correguladores a los complejos GR-Dex y GR-RU486.
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Figura 3.10. Interaccion entre correguladores y GR LBD unido a Dex, RU486,
210H-6,190P y 21HS-6,190P, indicada como MI. a. Péptidos correspondientes a los
coactivadores NCoA-1 (cajas NR 3, 4 y 5) y NCoA-2 (cajas NR 1, 2 y 3). b. Péptidos
correspondientes a los correpresores NCoR-1 (cajas CoRNR 1, 2 y 3) y NCoR-2 (cajas
CoRNR1y?2).

3.6. Estudio de motivos de secuencia

Para realizar un analisis comparativo de secuencias, clasificamos los péptidos en dos
grupos: grupo A con todos los péptidos (27) que exhibieron un Ml,, significativamente
mayor a 1y grupo B con todos los péptidos (18) con un Ml,,, que no difiere de cero. De
esta manera caracterizamos un grupo en el cual Dex induce la unién del péptido al GR
LBD, y otro grupo en el cual este ligando no muestra influencia sobre dicha unién. Para

cada grupo por separado se realiz6 un alineamiento multiple con las secuencias desde
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la posicidon -2 a la posicién 8 respecto del motivo LxxLL, y luego se obtuvo el logo
correspondiente (Crooks et al., 2004) (Figura 3.11). Se desea identificar asi posibles
posiciones con algin grado de conservacion en los flancos o en la parte central de los
motivos LxxLL que pudieran relacionarse con las diferentes afinidades observadas en el
ensayo in vitro. La comparacion de los logos revela que en el grupo A, ademas de los
residuos leucinas del motivo LxxLL, practicamente todas las posiciones poseen cierto
contenido de informacién. En cambio, para el grupo B no se distinguen posiciones
relevantes, excepto la posicion +6 donde, a diferencia del grupo A, se destaca la

presencia de un residuo basico.
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Figura 3.11. Logo de secuencias de los diferentes péptidos alineados. Se muestra el
motivo LxxLL en el centro y 3 aminoacidos hacia cada extremo. a. 27 péptidos del grupo
A con un Ml,,, significativamente mayor a 1. b. 18 péptidos del grupo B con un Ml que
no difiere de 0.

El logo obtenido para el grupo A indica una alta frecuencia de residuos basicos (Argy
Lys) en posicion +2, lo cual, como vimos anteriormente, estaria relacionado a la
formacion de interacciones por puente salino entre este residuo y el Asp590 del GR LBD
(Figura 3.3.a). La posicion +3, por su parte, estd poblada principalmente por
aminoacidos polares (GIn, Lys, Tyr, Glu). La posicion +6 muestra una prevalencia de
residuos acidos (Asp) o polares (Thry Gln), posiblemente dirigida por la presencia de la

Arg585 en el GR LBD (Figura 3.3.a). En el otro extremo de la secuencia, se observa una
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alta frecuencia de residuos no polares (Leu e Ile) en posicidon 0 y de un residuo polar
(Ser) en posicidn -1. Finalmente, la presencia de un residuo basico en la posicion +6
observada en el logo del grupo B podria explicarse al considerar una posible repulsion
entre cargas positivas con la Arg585 del GR LBD.

La afinidad del péptido por el receptor dependerda de la combinacion de
interacciones que puedan establecerse entre los residuos en cada una de estas
posiciones y los residuos del GR LBD. El analisis de las secuencias de péptidos cuya
unién en inducida por Dex y de péptidos cuya union no se afecta por este ligando,
sugiere que es posible reconocer ciertas caracteristicas estructurales en determinadas
posiciones que favorecen la unidon. En este sentido, la aplicacion de métodos
computacionales que permitan evaluar la unién entre el complejo GR/Dex y el péptido
podrian resultar de utilidad para comprender si cada una de las interacciones posibles
efectivamente se forman, de qué modo, y cdmo contribuyen a la energia de interaccion

total.

3.7. Docking proteina-péptido. Rosetta FlexPepDock

Para el anélisis in silico de la interaccion entre los péptidos correguladores y el GR
LBD, optamos por un método de docking péptido-proteina, utilizando el protocolo de
refinamiento FlexPepDock del programa de libre acceso Rosetta (Raveh, London and
Schueler-Furman, 2010). Este protocolo crea modelos de alta resoluciéon de complejos
entre péptidos flexibles y proteinas globulares , como es nuestro caso de estudio.

FlexPepDock esta disefiado para situaciones en las que se encuentra disponible un
modelo aproximado de la interaccion péptido-proteina, requiriendo una estructura
inicial en formato PDB de dicho complejo, con o sin coordenadas de las cadenas
laterales. Idealmente, los péptidos a utilizar deben ser de entre 5y 15 aminoacidos de
longitud. En nuestro caso, utilizamos como estructura inicial la depositada en el Protein
Data Bank del GR-LBD unido a Dex (PDB ID: 1m2z). Este archivo corresponde a un

GR-LBD unido al tercer motivo LxxLL del coactivador NCoA-2, proporcionando entonces
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las coordenadas iniciales necesarias tanto de la proteina globular como del péptido
coactivador para usar como modelo inicial.

Luego, se reunieron en formato FASTA las secuencias peptidicas correspondientes al
microarreglo de péptidos utilizado y se las aline6 mediante la herramienta COBALT
(Constraint-Based Alignment Tool) que permite el alineamiento de mdltiples secuencias
de proteinas (Papadopoulos and Agarwala, 2007). Sobre ese resultado, se realizé un
curado manual con el objetivo de que todas las secuencias LxxLL queden alineadas.
Finalmente, se selecciond un grupo representativo de 11 péptidos correguladores con
motivo coactivador LxxLL, tomando como referencia el Ml,,, obtenido en el ensayo in
vitro. El criterio de seleccion fue tal que para la muestra los valores de Ml,, fueran
positivos y aproximadamente equidistantes (Figura 3.12).

Ante la pregunta de cuantos aminoacidos deberian contener los fragmentos a
evaluar, se contemplaron los 5 propios del motivo LxxLL, 5 en el extremo C-terminal
(coincidiendo en algunos casos con el total de aminoacidos en ese extremo) y 5, 7u 11
aminoacidos hacia el N-terminal. El objetivo de estas diferentes longitudes fue evaluar
posibles efectos sobre la energia de interaccion. Una vez alineados y seleccionados los
péptidos, se inicio el algoritmo de blUsqueda con las 3 longitudes de secuencia de
aminoacidos. Para cada caso se obtuvieron 1000 poses, de las cuales se selecciond la
mas favorable para la comparacion de energia. No observamos que la longitud del
flanco N-terminal tuviera efectos apreciables sobre el docking del péptido,
obteniéndose energias de interaccion muy similares para las tres longitudes evaluadas.
Por lo tanto, a partir de aqui se continué trabajando con los valores obtenidos para los

fragmentos de 17 aminoacidos.
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NOMBRE PEPTIDO motivo MI DEX

LxxLL
+1 +4+5
NCOA2 733 755 ----EPVSPKKKENAL|ILRYL LIDKDDTK-- - 1,34
PRGC1_130_155 --DGTPPPQEAEEPSLILKKL LILAPANTQ- - 2,59
JHD2C_2054_2076 ----PLVSQNNEQGST|LRDL LITTTAGK--- 2,14
PELP1 446 468 ---AGMLQGGASGEAL|LTHL L|SDISP---- 1,85
NCOA3_609_631 ----QRGPLE S KGHKK|LLQL L|ITCSSDD~--- 1.:72
NCOA6 1479 1501 ----LVSPAMREAPTS|ILSQL LIDNSGAP--- 1,49
NRIP1 120 142 ---VDSVPKGKQDSTL|ILASL LIQSFSS - --- 0,82
NRIP1 924 946 -=---RSWARE SKSFNV|LKQL LILSENCV--- 0,56
NCOA3 673_695 --=--MHGSLLQEKHRI|ILHKL LIQNGNS P~~~ 0,38
PIAS2 6_28 ---ELRNMVS SFRVSE|ILQVL LIGFAGR ---- 0,16
MAPE 300_322 ---ALYVDSLFFLRGR|LDQL LIRHVMN - - - - 0,02
-6 +10

residuos docking
Figura 3.12. Correguladores con sus secuencias aminoacidicas alineadas segun el
motivo LxxLL y la energia de interaccion obtenida por el arreglo MARCoNI.

Luego, con el objetivo de analizar una posible correlacion entre la energia de
interaccion determinada por docking y los resultados obtenidos por MARCoNI para los
11 péptidos seleccionados, construimos los graficos que se muestran en la Figura 3.13.
Buscamos asi determinar si la energia de interaccion del estado final del complejo GR
LBD/Dex-péptido obtenida en el docking tiene la habilidad de predecir la afinidad
determinada para cada péptido, estimada esta como el Ml,,, (Figura 3.13 a), como el
Log Binding,., (Figura 3.13 b) o como el Log de la diferencia entre el Bindingp,, Yy
Bindingyenicuo (Figura 3.13 c). Este analisis revela que en los tres casos el método de
docking resulta capaz de discriminar entre aquellos péptidos con valores extremos de la
medida analizada, aunque para los péptidos con valores intermedios se obtienen
valores de energia similares. Los valores que proporcionan una mejor correlacion son
los del Mlp,,, con un valor de R>=0.75. Sin embargo, un analisis pormenorizado muestra
que para los péptidos con Ml intermedio (0.5 < Ml <2.0) se obtienen valores de energia
muy similares, con lo cual el método de docking resulta incapaz de predecir la afinidad

relativa de esos péptidos por el complejo GR LBD/Dex.
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Figura 3.13. Correlacion entre la energia de interaccion obtenida por docking entre GR
LBD-Dex y los fragmentos de 17 aminoacidos de 11 péptidos correguladores y los
valores obtenidos con el ensayo MARCoNI. En rojo se indica el péptido correspondiente
al tercer motivo LxxLL de NCoA-2, cocristalizado con el GR LBD en el PDB ID: 1m2z y
usado como estructura inicial para el docking.

En base a estos resultados, decidimos extender el analisis a todos los péptidos del
microarreglo, en busca de analizar si el método de docking tiene la capacidad de

predecir en forma global la tendencia de los valores de Ml,,,. Fueron excluidos los
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péptidos que no presentan el motivo LxxLL y aquellos con flancos a la caja NR truncosy,
por tanto, sin los 17 aminoacidos necesarios para la simulacion. En total, se simularon
94 péptidos en las mismas condiciones que los 11 anteriormente seleccionados. La
Figura 3.14 muestra que, cuando se consideran los 94 péptidos, no se observa ninguna
correlacion entre la energia de interaccion calculada y el Ml,, medido
experimentalmente. Incluso no resulta posible distinguir una energia de interaccion
mayor para los péptidos del grupo A anteriormente definido (aquellos que poseen un
Mlpe, significativamente mayor a 1, en rojo en la Figura 3.14 ) que para el resto de los
péptidos. Teniendo en cuenta estos resultados negativos, se ensayaron dos estrategias
adicionales diferentes a fin de mejorar la prediccion de la energia de interaccion
calculada por docking: por un lado, el aumento del nimero de poses obtenidas a 2500, y
por el otro, la realizacion del docking con restricciones a fin de restringir la movilidad del
péptido sobre el GR LBD. Sin embargo, tampoco se logré obtener de esta manera

resultados que correlacionen con las medidas experimentales.
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Figura 3.14. Correlacion entre la energia de interaccion entre GR LBD-Dex y 94 péptidos
pertenecientes a correguladores obtenida por docking (ordenadas) y por MARCoNI
(abscisas). En rojo se indican 24 de los 27 puntos correspondientes al grupo A del punto
3.6 (los 3 restantes tienen menos de 17 aminoacidos y no fueron simulados).
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Finalmente, teniendo en cuenta el logo obtenido para el grupo A, y considerando que
el molde inicial para el docking posee una leucina en posicion 0, decidimos acotar el
analisis de la correlacion solamente para aquellos péptidos que poseen una leucina en
dicha posicion. Esto esta fundamentado en la hipotesis de que estos péptidos deberian
conservar una estructura mas parecida a la inicial usada en el docking, de manera que la
conformacién final y su energia pudiera estimarse con una mayor confianza. De esta
manera seleccionamos 16 péptidos para el analisis, aunque 3 de ellos con un valor de
Bindingyenicuis Menor a 100 fueron descartados por considerar que estos bajos valores
podrian afectar fuertemente los valores de MI. La Figura 3.15 muestra una correlacion

aceptable entre la energia calculada y el Mly,,.
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Figura 3.15. Correlacidn entre la energia de interaccion entre GR LBD-Dex y 13 péptidos
que poseen una leucina en posicion 0 del logo obtenido previamente. En rojo se indica
el péptido correspondiente al tercer motivo LxxLL de NCoA-2, cocristalizado con el GR
LBD en el PDB ID: 1m2z y usado como estructura inicial para el docking.
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3.8. Conclusion

El estudio de la interaccidn entre el GR y los correguladores se ha abordado a través
de distintos métodos. En esta Tesis hemos analizado la informacion obtenida a través
de un sistema de microarreglo de péptidos, en busca de evaluar como la secuencia de la
caja NR determina la union al GR LBD en presencia de distintos ligandos. A pesar de
encontrar variaciones considerables en los valores de union medidos, posiblemente
originados en la unidn inespecifica de los péptidos al GR LBD, a través, por ejemplo, del
contacto con regiones diferentes al dominio AF-2, al calcular el Ml observamos una
buena respuesta global del método, con capacidad de discernir entre perfiles de
reclutamiento de péptidos de ligandos agonistas y antagonistas. Ademas, a partir del
analisis de las secuencias y obtencion del logo correspondiente pudimos extraer
conclusiones relevantes sobre el papel de ciertos residuos en las distintas posiciones y
su interaccion con residuos especificos del receptor.

Luego aplicamos un método de docking proteina-péptido, logrando determinar la
energia de interaccion entre cada péptido y el complejo GR LBD/Dex. Si bien
inicialmente logramos obtener cierta correlacion entre el Ml medido y la energia
calculada para los casos extremos del grupo de muestra seleccionado, al incluir todos
los péptidos con motivo LxxLL no se observé que los péptidos con mayor Ml posean una
energia de interaccion mas favorable. Creemos que diversos factores podrian explicar
esta falta de correlacion. Por un lado, deberia considerarse un posible papel de los
extremos N- y C-terminal de los péptidos, tanto en la determinacion en el microarreglo
de péptidos como en el método de docking. Por ejemplo, un analisis minucioso de las
secuencias de los péptidos del microarreglo reveld que dos fragmentos de la misma
caja de NR del mismo corregulador (PRGC1_130_155 y PRGC1_134_154), difieren solo
en su longitud (5 aminoacidos), y sin embargo los valores de Ml varian
significativamente (Figura 3.16). Asi, estos extremos estan influyendo de algiin modo en
el valor de la afinidad medida de forma experimental, probablemente a través de
interacciones no especificas. De cualquier manera, al tomar fragmentos de 17

aminoacidos para realizar el estudio por docking, se estan evaluando dos secuencias
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idénticas a las que luego se le asignan valores de MI diferentes. Esto inevitablemente

impacta de forma negativa en la correlacion entre la afinidad y la energia calculada.

Peptido secuencia MI Dex
PRECL 130 155 --DGTPPPQIERAEEPSLLEELLLAPAN|TQ- 2 53
DRGCL 134 154 2 - — - — - - PPQERAEEPSLLEELLLAPRN|T-- 1 74

Figura 3.16. Comparacion entre PRGC1_130_155 y PRGC1_134_154. Se indican los
aminoacidos utilizados para docking, con el motivo LxxLL en letras rojas, y el Ml Dex de
cada péptido.

Por otro lado, el método de docking péptido-proteina presenta sus propios desafios.
Primero, los péptidos en general contienen numerosos enlaces rotables a considerar en
la bdsqueda conformacional que demandan altos esfuerzos computacionales para
modelar las interacciones con precision. En segundo lugar, ligeros cambios en las
secuencias peptidicas pueden dar lugar a importantes reordenamientos del esqueleto
del péptido. Finalmente, este método, al considerar al GR LBD de forma rigida, no
considera que la estructura del receptor puede diferir entre varias conformaciones, lo
que dificulta el modelado y la puntuacion de la estructura nativa correctamente (Raveh,
London and Schueler-Furman, 2010). Es decir, FlexPepDock no tiene la capacidad de
considerar los efectos alostéricos que los correguladores puedan inducir sobre el
dominio AF-2y la H12 en particular.

A pesar de estas consideraciones, sin embargo, resulta prometedor que al restringir
el analisis Unicamente a los péptidos mas similares al usado como molde para la
simulacion, es decir aquellos con una leucina en posicion cero, se obtenga una
correlacion aceptable entre el Ml y la energia de interaccion calculada. Esto indicaria
que para los complejos mas similares al original, donde no se han de esperar
modificaciones estructurales importantes mas alla de la rotaciéon de las cadenas
laterales, el método de docking si tiene la habilidad de predecir la tendencia de MI

observada.
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CAPITULO 4.
INTERACCION GR-PR

95



CAPITULO 4.
INTERACCION GR-PR

Antecedentes

Como se describid en la introduccion, los SRs comparten secuencias y arquitectura
conservadas, dispuestas en tres dominios principales: un dominio N-terminal
intrinsecamente desordenado, el DBD muy conservado y el LBD también con alto grado
de conservacion. Luego de su activacion por ligando, los SR translocan al nucleo,
dimerizan y se unen al ADN en secuencias especificas denominadas elementos de
respuesta hormonal (Hormone Response Element, HRE). Estos Gltimos eventos no estan
necesariamente enumerados de manera secuencial, ya que aln restan dilucidar los
mecanismos moleculares, actores implicados y el orden y ubicacion precisa en que

ocurren.

4.1. Interaccion entre el GR y otros SRs

GR, MR y PR comparten varias caracteristicas estructurales y funcionales, como el
reconocimiento de secuencias especificas presentes en el ADN de sus genes blanco por
medio del DBD (Lieberman et al., 1993; Mangelsdorf et al., 1995; Evans, 2005). En
ausencia de ligando, estos receptores se asocian a chaperonas formando complejos
muy similares (Pratt and Toft, 1997), mientras que en respuesta a la union de ligandos al
LBD, interaccionan con una poblacién comun de correguladores (Westin, Rosenfeld and
Glass, 1999). A pesar de estas semejanzas, la respuesta bioldgica resultante de la
activacion de cada uno resulta llamativamente diferente. En suma, teniendo en cuenta
que los SRs se coexpresan y coactivan en numerosos tipos celulares, la comprension
cabal de sus actividades moleculares requiere un estudio pormenorizado de los
mecanismos de interaccion cruzada, o crosstalk, entre ellos.

En relacidn al par GR/MR, ya desde la década de 1990 se conoce que estos receptores

pueden interactuar funcionalmente a nivel transcripcional en células CV-lb y, ademas,
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que se contactan fisicamente a través de la formacion de heterodimeros en un HRE
compartido in vitro (Liu et al., 1995). Savory et al. sugirieron que la interaccion GR-MR
ocurria en el citoplasma y que dependia Unicamente del LBD (Savory et al., 2001). Sin
embargo, mas adelante se demostré por FRET que la heterodimerizacién entre GRy MR
fluorescentes se observa a nivel nuclear en cultivos de neuronas de hipocampo y en
células Cos-1 (Nishi et al., 2004). Por otro lado, se describié que la heterodimerizacion
GR-MR tiene una respuesta inhibitoria en la represion del gen que expresa el receptor
neuronal de serotonina 5-HT1A (Ou et al., 2001).

Mas recientemente, ChIP secuenciales y en tdandem mostraron que, tras el estrés por
natacion forzada, GR y MR se unen como homo- y/o heterodimeros a los sitios HRE
dentro de algunos genes como Fkbp5 y Perl, pero no del gen Sgkl (Mifsud and Reul,
2016). También empleando ChIP, en un modelo celular renal humano se encontré que
ambos receptores interactian dindmica y ciclicamente como homodimeros o
heterodimeros en el mismo promotor del gen Perl (Le Billan et al., 2018). En las células
mamarias 3617 de raton, el GR y MR interacttan en el nicleo y en un sitio de unién al
ADN asociado a la cromatina in vivo, formando complejos de orden superior a los
heterodimeros (Pooley et al., 2020). Finalmente, se observé que el MR enddgeno influye
en la cinética y la unidn diferencial del GR al ADN, afectando el curso temporal, la
especificidad y la magnitud de las respuestas transcripcionales de los GC
(Carceller-Zazo et al., 2023). El conjunto de estos estudios demuestra que la interaccion
de MRy GR en los sitios HRE constituye un nivel adicional de complejidad en la accidn
de los glucocorticoides.

La evidencia sobre la interaccion GR-PR es mucho menos abundante, quizas debido a
la limitada cantidad de tipos celulares que expresan simultineamente ambos
receptores, y a la mayor complejidad de un sistema en el cual los receptores son
activados por ligandos selectivos, en lugar de ser activados por el mismo ligando como
en el caso GR/MR. Asi, no solo es necesario evaluar la respuesta cuando los dos
receptores estan activados, sino también cuando se activa sélo uno de ellos en
presencia del otro inactivo. Hasta recientemente, sélo se habian publicado unos pocos

articulos investigando las respuestas del GRy el PR en el mismo sistema (Nordeen et al.,
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1989; Archer et al., 1994; Shao et al., 2006). Mas aun, se sugirio que el PR no necesitaria
ser transcripcionalmente activo para inhibir al GR y que dicha inhibicién ocurriria en la
etapa inicial de remodelado de la cromatina en los sitios de interaccion GR/HRE (Archer
et al., 1994). El analisis en la linea celular T47D/A1-2, que expresa cantidades similares
de ambos receptores, también revel6é que los dos ligandos selectivos de cada uno de
ellos (Dex y R5020, para el GRy el PR, respectivamente) regulan la expresion de forma
diferente de un conjunto de genes que se solapan, pero que también son distintos (Wan
and Nordeen, 2002). En la linea celular de cancer de mama ER, PR, HER2 y GR’
MDA-MB-231, la transfeccion con PR ha demostrado que corticosterona, el
glucocorticoide enddégeno, induce cambios morfolégicos similares a los de
progesterona (Leo et al., 2004). Esto sugiere que los glucocorticoides pueden regular la
morfologia celular a través de la via regulada por PR. Por otro lado, poca informacion se
dispone sobre el efecto de altos niveles de progesterona u otros progestagenos en la
actividad del GR en modelos celulares de cancer de mama (Hegde et al., 2016).
Recientemente, el analisis de la interaccion funcional PR/GR llevada a cabo en
nuestro grupo de trabajo arrojé resultados novedosos (Ogara et al., 2019). Por un lado,
se observd que el GR solo o activado con Dex exhibe un efecto modulador sobre
funciones propias del PR, inhibiendo la desdiferenciacion y la proliferacion celular a
través de la modulacion de la expresion de ciertos genes blanco de PR en células
tumorales epiteliales mamarias humanas. Por otro lado, tras la activacion con Dex y
R5020, tanto GR como PR co-inmunoprecipitan de extractos nucleares, lo que sugiere
que ambos receptores son parte del mismo complejo proteico. Ademas, las células
transfectadas con vectores de expresion pEGFP-hPR (Diep et al, 2013) y pCherry-mGR
(Presman et al, 2014) y tratadas con ambas hormonas simultdneamente mostraron un
brillo cruzado medio positivo y significativamente mayor. Este parametro, determinado
a partir de experimentos de correlacion cruzada de fluctuacion de fluorescencia
(Digman et al, 2009), indica que ambos receptores pueden ser parte del mismo
complejo en células mamarias vivas (Ogara et al., 2019); Marini, Tesis Doctoral, 2021).

Por dltimo, mediante analisis ChlP-seq y ChIP secuencial, se detecté la unidon
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superpuesta de GR y PR en determinados sitios, confirmando el reclutamiento conjunto
de ambos receptores en sitios del genoma compartidos.

En este contexto, uno de los objetivos especificos propuestos para esta Tesis fue el de
profundizar el analisis sobre la posible la interaccion GR/PR, en particular investigando
a nivel funcional y estructural como la accién conjunta de estos receptores afectan la
actividad transcripcional. Teniendo en cuenta que las regiones de ADN gendmico
estudiadas previamente (Ogara et al., 2019) podrian contener mas de un elemento HRE,
sitios de unidn inespecifica o sitios de unidén no candnicos, y dado que el limite de
resolucion de las técnicas anteriores no permite establecer si los dos receptores estan
interactuando de manera directa o indirecta sobre la misma secuencia, nos propusimos
evaluar la posible interaccion entre GRy PR sobre una Unica secuencia HRE. Para ello se
llevaron a cabo ensayos de transfecciones transitorias de un gen reportero bajo el
control de las secuencias AGAACAcccTGTTCT o AGAACAGHTGTTCT (Tabla 4.1). Ademas,
se emplearon abordajes biofisicos utilizando microscopia de fluorescencia de alta
resolucion en células vivas con el fin de analizar el estado de oligomerizacion de GR en
presencia de PR y la capacidad de ambos receptores de formar parte de un mismo
complejo proteico. Un andlisis estructural in silico combinando simulaciones por
dindmica molecular fue planteado también en busca de modelar posibles
heterodimeros GR DBD-PR DBD sobre el HRE, evaluar la estabilidad de dicho complejoy

caracterizar su comportamiento dinamico.
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Resultados

4.2 Actividad Transcripcional

Para iniciar el estudio de la influencia de PR sobre la actividad del GR, decidimos
utilizar las células epiteliales mamarias humanas T47D/A1-2. Esta linea celular es un
clon derivado de T47D-WT que expresa de forma estable PR, GR y el gen reportero
MMTV-LUC, el cual contiene dos secuencias HRE completas y 2 hemisitios HRE (Tabla
4.1) (Nordeen et al., 1989; Archer et al., 1994; Lambert and Nordeen, 2003). Estudios
previos en esta linea celular habian demostrado, por un lado, que el MMTV-Luc
integrado a la cromatina era refractario a la induccidn por progestagenos dependiente
de PR ((Nordeen et al., 1989; Archer et al., 1994; Lambert and Nordeen, 2003)); por otro,
que luego de la estimulacion conjunta con R5020 10° My Dex 107 M se observaba una
inhibicion en la actividad transcripcional de GR de hasta un 80%. Como primer paso en
nuestro estudio, entonces, realizamos una curva dosis respuesta estimulando con
diferentes concentraciones de Dex, en presencia o ausencia de R5020 10® M. Nuestros
resultados indican que la activacién de PR afecta la eficacia de Dex, aunque no su
potencia, revelando una interferencia funcional directa del PR sobre la expresion de
MMTV-LUC dependiente de GR (Figura 4.1). Por otro lado, la estimulacion solo con
R5020 10°°M produjo una induccion de la expresion del MMTV mucho menor que Dex en

cualquiera de sus concentraciones (5.5 veces de induccion o 0.47% del maximo

obtenido con Dex 3 10® M (1370 veces de induccidn)).

Reportero Numero de HREs Secuencia
MMTV-HRE-Luc 2 (+2 hemisitios) GTT aac
TAT4-HRE-Luc 4 TGT gga
TK-HRE-Luc 2 ACA tca TGT TCT
FKBP5-HRE-Luc 1 AGA ccc
2c7a-HRE-Luc 1 gtt
Consenso AGA ACA XXX TGT TCT

Tabla 4.1. Construcciones reporteras utilizadas.
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Figura 4.1. Células T47D-A1/2. Estimulacién en presencia y ausencia de R5020 10®M en
funcion de concentraciones crecientes de Dex. Se muestra el porcentaje de induccion
(promedio + desvio estandar), tomando como 100% la maxima induccidn obtenida con
Dex 3x10° M (1370 veces de induccién). Se muestra el promedio de dos experimentos
independientes hechos por duplicado.

Con el proposito de analizar el comportamiento del par GR-PR en otros promotores
conteniendo diferente nimero y secuencia de sitios HRE (TAT4-HRE-Luc y TK2-HRE-Luc,
Tabla 4.1) se cotransfectaron células HEK-293T (que no expresan PR ni GR) con los
vectores de expresion pFlag-hGRa y pEGFP-hPRb, que codifican para GRy PR humanos,
respectivamente. Ambos receptores se expresan bajo el mismo promotor constitutivo
CMV, y se transfectaron en la relacion molar GR-PR 1:2 descripta para las células T47D
A1/2 (Thackray, Lieberman and Nordeen, 1998), con valores finales de 0.025ug/10°
células para PR, 0.0125ug/10° células para GR y 0.125ug/10° células para los genes
reporteros. Luego, se determind la actividad transcripcional al estimular con R5020
10°M, Dex 10°M o ambos agonistas a la vez. Al evaluar la actividad transcripcional sobre
el MMTV en estas condiciones, se observé un comportamiento similar al observado

previamente en las células T47D/Al-2. La inducciéon producida por Dex es
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significativamente mayor que la producida por R5020, mientras que en presencia del
ligando de PR la expresion de luciferasa dependiente de Dex es significativamente
menor y similares a los obtenidos con R5020 solo. En el caso del reportero
TAT4-HRE-Luc se observd un perfil muy similar al obtenido con MMTV, aunque con
mayor induccion relativa en respuesta a R5020 (solo y con Dex). Por otro lado, aunque la
expresion de luciferasa bajo el control de TK2-HRE resulté ser mayor en respuesta a
R5020 que la obtenida con Dex, el co-tratamiento también provoca una menor actividad
transcripcional respecto respecto al tratamiento con cada uno de los agonistas por

separado (Figura 4.2).
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Figura 4.2. Actividad Luciferasa expresada como porcentaje de la induccién con Dex
10®M (promedio + desvio estandar). Células HEK-293T transfectadas con pFlag-hGRa
(0.0125pug/10° células), pEGFP-hPRb (0.025ug/10° células) y un gen reportero HRE-Luc
(0.125ug/10° células), estimuladas con Dex 10°M, R5020 10°*M o Dex 10°*M + R5020 10°M
(n=3). La significancia estadistica se determin6 mediante el analisis de la varianza
(ANOVA) de un factor, seguido de la prueba de Tukey para comparaciones mdltiples. En
todos los casos, las letras diferentes indican una diferencia significativa entre las medias
(P<0.05) para cada condicion.

Para acotar nuestro estudio a un solo sitio HRE, disenamos dos constructos,
Fkbp5-HRE-Luc y 2c7a-HRE-Luc (Tabla 4.1), a partir de secuencias de fragmentos de
ADN que fueron utilizados para cristalizar el homodimero GR DBD (PDB ID:3g6p) y el
homodimero PR DBD (PBD ID: 2c7a), respectivamente. Inicialmente, determinamos los

niveles de induccion de la expresion de estos reporteros usando cuatro diferentes
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concentraciones del vector de expresion de GR en la transfeccion (entre 0.075ug/10°
células y 0.0075ug/10° células), a fin de determinar el orden de concentracidn a utilizar
para realizar los ensayos de interferencia con el PR. En el caso de Fkbp5-HRE-Luc,
observamos una baja respuesta aun con las mayores concentraciones de GR usadas,
rondando solamente las 6 a 8 veces de induccion (Fig. 4.3 a). En cambio, la respuesta
obtenida con el reportero 2c7a-HRE-Luc resultd ser mas alta, superando incluso las 25
veces de induccion a la mayor concentracion de receptor ensayada (Fig. 4.3 b). Ademas,
se observa la tendencia de que a medida que la cantidad de GR disminuye, también lo
hace la respuesta. Dado que nuestro objetivo final consiste en evaluar como la
presencia del PR afecta la actividad transcripcional del GR, consideramos que la baja
respuesta obtenida con Fkbp5-HRE-LUC no resultaria suficiente para lograr discernir el
efecto esperado. Por lo tanto, a partir de aqui continuamos trabajando nicamente con
el reportero 2c7a-HRE-Luc, seleccionando la concentracidn 0.125ug/10° células para los

posteriores ensayos de interferencia.
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Figura 4.3. Actividad Luciferasa expresada como veces de induccion respecto al control
(células no tratadas) (promedio + desvio estandar). Células HEK-293T transfectadas con
pFlag-hGRa en un rango de cantidades entre 0.075 y 0.0075 pg/10° células (cantidades
decrecientes indicadas con triangulos rojos inferiores) conjuntamente con 0.125ug/10°
células de los genes reporteros pFkbp5-HRE-Luc (a) o p2c7a-HRE-Luc (b), estimuladas
con Dex 10°M. Se muestra el promedio de dos experimentos independientes hechos por
duplicado.
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A continuacion se co-transfectaron los vectores pFlag-hGRa (0.0125ug/10° células )y
pEGFP-hPRb (0.025ug/10° células) junto con el gen reportero en las células HEK-293T
que luego fueron tratadas con ambos ligandos, juntos o separados. Con la cantidad de
PR ensayada, observamos una menor actividad transcripcional del GR (Figura 4.4,
flecha azul) que la obtenida transfectando GR solo (Figura 4.4, flecha roja), no
dependiente de la presencia del ligando R5020. Aunque este resultado no mostrd
estrictamente una diferencia significativa, la co-expresion del PR podria afectar los
valores de induccidn observados con Dex cuando se transfecta el GR solo. Asi, a esta alta
cantidad de PR, el PR sin ligando podria interferir, de alguna manera, sobre la capacidad

del GR de inducir la expresion de este gen reportero ( Figura 4.4).
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Figura 4.4. Actividad Luciferasa expresada como veces de induccion respecto del
control (promedio + desvio estandar). HEK-293T transfectadas con p2c7a-HRE-Luc
(0.125pug/10° células), pFlag-hGRa (0.0125ug/10° células) y pEGFP-hPRb (0.025ug/10°
células), estimuladas con R5020 10®M y/o Dex 10°M (n=3).

En vista de este resultado, decidimos repetir el ensayo con menores cantidades del
vector de expresion del PR (siempre manteniendo fija la cantidad de GR). Observamos
que al disminuir la cantidad de PR transfectado, es decir la relacion relativa de
expresion entre ambos receptores, el efecto per se de la presencia de PR descripto

anteriormente no se detecta. Sin embargo, en estas condiciones si se observa una
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menor induccidon de la expresion del reportero dependiente de Dex cuando el PR es
activado con R5020. Para caracterizar mejor este efecto se realizaron ensayos
transfectando cantidades decrecientes de PR (generadas mediante diluciones seriadas
a partir de 0.025ug/10° células) (Figura 4.5). Notablemente, se observé que a medida
que la cantidad de PR transfectada disminuye, la interferencia en la actividad del GR
también lo hace. A la cantidad de PR de 3.13x10* pug/10° células (Figura 4.5.a.D) , sin
embargo, aunque la actividad producida por R5020 es todavia detectable, ya no se
observa inhibicion de la expresion del gen reportero dependiente de Dex en el
co-tratamiento de ambos receptores.

Estos resultados se pueden visualizar mas claramente graficando la curva de
interferencia que ejercen cantidades crecientes de PR activado con R5020 sobre la
induccion de la expresion del gen reportero dependiente de Dex (Figura 4.5.c).

En conclusion, el conjunto de estos resultados evidencia una interferencia
transcripcional in vitro dependiente de ligando que ejerce la presencia de PR sobre la

actividad del GR, tanto en promotores con varios HREs como con un Unico HRE.

Figura 4.5 (pagina siguiente). a. Interferencia dependiente de ligando. Actividad
Luciferasa expresada como porcentaje de la induccién con Dex 10°M (promedio + desvio
estandar). Células HEK-293T transfectadas con p2c7a-HRE-Luc (0.125ug/10° células), la
concentracion minima activa de pFlag-hGRa (0.0125ug/10° células) y concentraciones
decrecientes de pEGFP-hPRb, estimuladas con Dex 10®M, R5020 10°M o R5020 10°M +
Dex 10®°M (n=3). La significancia estadistica se determin utilizando mediante el analisis
de la varianza (ANOVA) de un factor, seguido de la prueba de Tukey para comparaciones
multiples. En todos los casos, las letras diferentes indican una diferencia significativa
entre las medias (P<0.05) para cada condicion. b. Representacion esquematica de las
diluciones del plasmido pEGFP-hPRb utilizadas, desde 2.5x10? hasta 2.5x10° ug/10°
células. Las letras corresponden a las condiciones graficadas en a. c. Diagrama de
dispersion de los resultados expuestos en a expresados como porcentaje de la
induccion con Dex 10°M (promedio + desvio estandar) para cada cantidad de
pEGFP-hPRb transfectada y expresado como -log PR (ug/10°> células). Las lineas
agrupan los puntos de los respectivos tratamientos: Dex 10°M (linea punteada roja),
R5020 10°M (linea continua azul) o R5020 10®M + Dex 10°M (linea continua roja). Las
letras indican la condicion correspondiente al punto a.
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4.3 Estado de oligomerizacion y capacidad de GR y PR de formar parte
de un mismo complejo

El estudio de procesos moleculares dinamicos in vivo ha sido por mucho tiempo un
gran desafio, limitado por las condiciones técnicas disponibles. El desarrollo de la
microscopia confocal y de las técnicas basadas en el analisis de fluctuaciones de
fluorescencia han sido de gran utilidad para su avance (Stortz et al., 2017).

Dichos métodos se basan en la deteccion y el analisis de fluctuaciones en la
intensidad de fluorescencia a lo largo del tiempo, causadas por el movimiento de las
moléculas fluorescentes. Para que estas fluctuaciones sean apreciables, se debe
trabajar con bajas concentraciones de fluoréforos y voliumenes de observacion

pequenos, como es el caso del volumen confocal (del orden de los femtolitros).

Numero y Brillo (Number & Brightness, N&B)

La técnica de Numero y Brillo (Number and Brightness, N&B) es una técnica de
microscopia de fluorescencia que permite calcular el nimero promedio de moléculas
fluorescentes en movimiento en el volumen de observacion, asi como su brillo en cada
pixel de una imagen (Digman et al., 2008). El brillo molecular, o brillo real (g), se define
como el nimero de fotones emitidos por molécula por unidad de tiempo. En el caso
mas sencillo, el brillo de oligdmeros formados por n monémeros es n veces el brillo de
cada mondmero. Por ejemplo: si una proteina contiene un solo fluoréforo, como es el
caso de GFP-GR, esta molécula emitira n fotones por unidad de tiempo. Si esa misma
proteina se encuentra luego formando un dimero, el complejo contiene dos fluoréforos
(uno por cada mondmero) y emitira 2n fotones por unidad de tiempo; en consecuencia,
el brillo € del dimero es el doble del brillo € del mondmero (Figura 4.6). Si la proteina
formase un tetramero, emitiria 4n fotones por unidad de tiempo, teniendo como

resultado un brillo € 4 veces superior al del mondmero.
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Figura 4.6. Representacion esquematica de la relacion de valor de brillo € en diferentes
estados de oligomerizacion de una proteina.

Por otro lado, la intensidad de fluorescencia que se detecta con un microscopio es
proporcional al nimero de fluoréforos presentes en la célula. Sin embargo, un mismo
valor de intensidad puede corresponder tanto a varias moléculas individuales
(mondmeros) como a pocas moléculas oligomerizadas. La técnica de N&B, como se
describe mas abajo, permite distinguir entre estas dos posibilidades (Figura 4.7) y, de
este modo, calcular el estado de oligomerizacion de proteinas fluorescentes en una
region celular especifica.

Para discriminar el estado de oligomerizacion de una proteina fluorescente,
entonces, es preciso calcular la varianza (0®) en los valores de intensidad de
fluorescencia. En la Figura 4.7 se ejemplifican 4 situaciones hipotéticas en las que se
obtiene la misma intensidad de fluorescencia media (<I>) (Figura 4.7 a-d, linea azul).
Sin embargo, puede observarse que en el caso b se registran fluctuaciones en
intensidad a lo largo del tiempo de mucha menor amplitud que en ¢ y d. Esto se
correlaciona directamente con la estequiometria de las moléculas que ingresan y
egresan del volumen de observacion. En efecto, el movimiento de proteinas

monoméricas (b) registra “saltos” menores que aquel de los dimeros (c) o trimeros (d).
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Figura 4.7. El brillo molecular (¢) puede estimarse analizando las fluctuaciones de
intensidad de imagen a imagen en el volumen confocal (~fl). Las fluctuaciones se
analizan midiendo la relacidn entre la varianza de la sefial de intensidad (c?) y el valor
medio de intensidad (<I>). Cuando las moléculas fluorescentes estan inmdviles, esta
relacion describe el ruido del detector, que sigue una distribucién de Poisson (o= <I>).
Si la sefial fluctia debido a moléculas mdviles, la relacién o?/<I> es directamente
proporcional a la € de la especie difusora. El esquema ilustra la desviacion estandar para
un ndmero igual de fluoréforos organizados como mondmeros inmdviles (o),
mondmeros mdviles (o,),dimeros (o,) o trimeros (o;). Adaptado de (Presman et al.,
2014).

Estas diferencias se evidencian matematicamente calculando, como dijimos, la
varianza (0°) en los valores de intensidad de fluorescencia, siendo mayor a mayor
estado de oligomerizacion. Por lo tanto, el brillo aparente “B” en un dado pixel puede
calcularse como el cociente entre la varianza (0%) y la intensidad promedio (<I>)
(Ecuacion 1). Luego, se demuestra que el brillo real (€) es igual a B-1 (Digman et al.,
2008)ecuacion 2). En resumen, los valores de N y B se pueden calcular como se

muestran las siguientes ecuaciones:

2 2
B=L Ec. (1) B=&+1 Ec( Nzﬂ Ec. (3)

I) o2
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Para continuar con el analisis de las interacciones in vivo de GR y PR, y en
colaboracion con el grupo del Dr. Presman (IFIByNE-UBA-CONICET), planteamos una
serie de experimentos en células de adenocarcinoma mamario D4-GR-KO, desarrolladas
para el estudio de la estructura cuaternaria de SRs, y ampliamente caracterizada para el
GR en particular (Paakinaho et al., 2019). Estas células poseen incorporado a su genoma
aproximadamente 200 copias de un cassette génico conteniendo el gen reportero
MMTV-ha-Ras (que denominamos array MMTV), no expresan PR, y se les ha eliminado
por CRISPR-cas9 el gen de GR. Los detalles de esta linea celular se describen en la
seccion 6.2.4. Mediante el array MMTV, es posible medir por N&B el estado de
oligomerizacidén de un SR cuando estd mayormente unido a la cromatina, debido a que
hay una gran concentracion de sitios especificos de unién al receptor (Presman et al.,
2016).

Para los experimentos, se transfectaron transitoriamente células D4-GR-KO con los
vectores de expresion que codifican cada uno de los receptores, fusionados a una
proteina fluorescente (pEGFP-mGR) o a un marcador detectable por sonda fluorescente
con emision en otra longitud de onda (pHalo-hPRb y sonda JF549). Las células fueron
sometidas a distintos tratamientos para luego analizar mediante N&B el estado de
oligomerizacion del GR en presencia o ausencia del PR (Tabla 4.2). El calculo de brillo se

efectud Unicamente sobre pEGFP-mGR.

Condicion 1 2 3 4

EGFP-GR EGFP-GR EGFP-GR EGFP-GR

Receptor Halo-PRb Halo-PRb

. vehiculo Dex 10M Dex 10M Dex 10M
Tratamiento

R5020 10°°M
NGmero de nucleoplasma 36 17 25 28
celulas array MMTV - 15 5 12

Tabla 4.2. Disefio experimental para el estudio de la interaccion GR-PR mediante N&B.
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Previamente, se establecié que las veces de aumento del brillo € obtenido para
pPEGFP y para pEGFP-mGR sin ligando, eran similares (Presman et al., 2014). Dado que
PEGFP-mGR tiene una Gnica molécula EGFP, se concluye que en estas condiciones GR se
comporta como monomero y se le asigné un valor de brillo € igual a 1. En nuestros
experimentos, entonces, pEGFP-mGR tratado con vehiculo se considera como control
monomérico y se lo emplea como parametro comparativo para las restantes
determinaciones. En cada sesidon de microscopia se determind dicho control para
descartar posibles diferencias en las mediciones causadas por el decaimiento de la
intensidad del laser a lo largo del tiempo y se usé para analizar los resultados obtenidos
en dicha sesion de trabajo.

Los resultados muestran que al transfectar con pEGFP-mGR y tratar con vehiculo, el
GR tiene una ubicacion mayormente citoplasmatica; a nivel nuclear, no se evidencian
foci ni unidn al array MMTV observables al microscopio (Figura 4.8.a), lo que se
corresponde con el comportamiento descripto para el GR en ausencia de ligando
(Presman et al., 2014, 2016; Stortz et al., 2017). Por el contrario, al estimular con Dex
10®M, la presencia de GR citoplasmatico disminuye drasticamente, evidenciando su
translocacion y acumulacion en el nicleo celular; se observan ademas numerosos foci
nucleares caracteristicos de este receptor y también es posible identificar el array de
MMTV cerca de los nucleolos (Figura 4.8.b). En esta condicidn, el calculo de brillo e en el
nucleoplasma mostré un aumento de aproximadamente dos veces respecto a
PEGFP-mGR sin ligando, indicando la presencia de dimeros de GR (Figura 4.9) Por otro
lado, en la misma figura se observa que el brillo € calculado para GR unido a ADN, es
decir, sobre el array MMTV, es de mas de 4 veces el del monémero, los cual sugiere un
estado de oligomerizacion mayor, cercano a un tetrdmero. Estos resultados del estado
de oligomerizacion del GR coinciden con los anteriormente descriptos (Presman et al.,

2016).
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Figura 4.8. Células D4-GR-KO transfectadas con pEGFP-mGR y tratadas con vehiculo (a)
0 Dex 10°°M (b). Flecha amarilla: array MMTV. Flecha blanca: foci. Escala: 5 um.
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Figura 4.9. Estudio de oligomerizacién de GR mediante ensayos de N&B. Las cajas
indican el estado de oligomerizacién de GR para cada situacion experimental: GR en el
nucleo (azul) y unido a ADN (rosa). En rojo se indica GR tratado con vehiculo medido en
el nucleo. La significancia estadistica se determind mediante el analisis de la varianza
(ANOVA) de un factor, seguido de la prueba de Tukey para comparaciones mdltiples. En
todos los casos, las letras diferentes indican una diferencia significativa entre las medias
(P<0.05).
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Para el caso de la co-transfeccion con pEGFP-mGR y pHalo-hPRb, estimulando con
Dex 10®M, a la inspeccidn visual las células presentaban menor translocacién de GR al
nucleo (Figura 4.10.a), mientras que la presencia de PR era tanto nuclear como
citoplasmatica (Figura 4.10.b). Si bien se observaron foci, impresionaban en menor
cantidad que en el caso anterior, sugiriendo un efecto inhibidor del PR (sin activar)
sobre el GR. De igual manera, la deteccion de GR unido a arrays MMTV fue escasa, lo que
redunddé en un muestreo final menor (sélo 5 células). En el caso de PR, siempre sin
estimular en forma directa, no se observaron foci ni union al array MMTV. El analisis del
brillo € (Figura 4.9) correspondiente a GR arrojo en el nucleoplasma valores de brillo
relativo cercanos a 2 (1.64), con una media significativamente menor que la obtenida
para GR sin PR estimulando con Dex (1.95), pero con una varianza mayor de los datos.
Estos resultados sugieren la presencia de una poblacion mixta de complejos con dos
moléculas de GR junto a complejos conteniendo una sola molécula de GR. Esto se debe
a que la técnica de N&B no puede diferenciar entre mezclas de distintos estados de
oligomerizacién; y el valor de brillo resultante corresponde al promedio pesado de las
contribuciones relativas de cada especie (Presman et al., 2016). Por su parte, la
comparacion sobre el array MMTV no arroj6 diferencias significativas en presencia o

ausencia de PR.

Figura 4.10. Célula D4-GR-KO transfectada con pEGFP-mGR y pHalo-hPRb, estimulada
con Dex 10°M a. pEGFP-mGR. Flecha amarilla: array MMTV. Flecha blanca: foci. b.
pHalo-hPRb marcado con sonda JF459. Se resaltan los mismos sitios que en a. No se
observa array MMTV ni foci. Escala: 5um.
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Por ultimo, para la co-transfeccion con pEGFP-mGR y pHalo-hPRb estimulando con
Dex 10°M y R5020 10®M, obtuvimos los siguientes resultados. A la inspeccién visual, el
GR presentd una localizacion mayormente nuclear, aunque con translocacion
incompleta (Figura 4.11.a). Para el PR, en cambio, la translocacién fue casi completa
(Figura 4.11.b). Sin embargo, no se puede realizar un andlisis cuantitativo de la
translocacion con los datos obtenidos de N&B. En ambos casos, se observaron foci y
uniéon al array MMTV, siendo mas evidentes en el caso del PR. El andlisis del brillo €
(Figura 4.9) para esta condicion mostro una continuacion de la tendencia observada
para el caso anterior. En efecto, los valores de aumento respecto al monémero de GR en
el nucleoplasma indican una media de 1.42 y escasa dispersion (0.32), lo que sugiere la
presencia de una poblaciéon mixta de dimeros y mondmeros de GR. Por su parte, en la
interaccion con el ADN en los arrays de MMTV, se observd una distribucion mas
heterogénea, con una media de 3.4 y gran dispersion (1.49), en rangos que podrian
indicar diversos estados de oligomerizacion del GR. Si bien en este caso la muestra de
células con array detectable que se pudieron analizar fue mayor (n=12), sigue siendo un
numero pequefio para definir conclusiones robustas. Sin embargo, la tendencia en los
valores de las medias obtenidas es similar a las observadas en el nucleoplasma,

sugiriendo estados de oligomerizacién menores y/o mixtos (Figura 4.12).

Figura 4.11. Célula D4-GR-KO transfectada con pEGFP-mGR y pHalo-hPRb, estimulada
con Dex 10®M y R5020 10°M. a. pEGFP-mGR b. pHalo-hPRb marcado con sonda JF459.
Flecha amarilla: array MMTV. Flecha blanca: foci. Escala: 5um.
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En conjunto, estos resultados indican que la presencia de PR, tanto activo como
inactivo, alteraria la oligomerizacion que exhibe GR en el nicleo. Como mencionamos,
GR se encuentra mayoritariamente como dimero en el ndcleo. Entonces, los valores de
brillo € medio del GR activo disminuidos podrian corresponder a estados de
oligomerizacién intermedios (Figura 4.12), indicando que se podria estar detectando
una poblacion mixta de complejos con dimeros y mondmeros de GR, sugiriendo la
interferencia del PR sobre la oligomerizacién del GR. Asimismo, si bien la muestra sobre
los arrays MMTV es subdptima, es posible observar la misma tendencia en el GR unido a

ADN.

b. &b/ £=2¢,

on e.

c. Qr*yf, .9=4z~:mDn f.

Figura 4.12. Posibles estados de oligomerizacion de EGFP-GR y su correspondiente
brillo €. Se incluyen los estados descriptos para GR a. mondmero. b. homodimero c.
homotetramero (Presman et al.,, 2016), y los hipotéticos heterocomplejos GR-PR
propuestos (d-g). h. Los homocomplejos de pHalo-hPRb + sonda JF549 de cualquier
estequiometria no son detectados al analizar el canal para pEGFP-hGR (g=0).

Para completar estas observaciones, sera necesario el estudio del comportamiento
de PR en las condiciones descriptas para determinar su estado de oligomerizacion y
poder, por un lado, confirmar la presencia de heterocomplejos GR-PR, y luego,

caracterizar sus diferentes configuraciones estequiométricas posibles.
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Correlacion cruzada de brillo (Cross-Correlation Brightness, Bcc)

A partir de los datos obtenidos para N&B se puede calcular un parametro adicional
denominado correlacion cruzada de brillo (Cross-Correlation Brightness, Bcc) que
permite analizar si dos moléculas forman parte de un mismo complejo o se mueven de
manera independiente, a condicién de que su emisidon de fluorescencia pueda ser
discriminada entre si (Digman et al., 2009). Los detalles especificos de este método se
describen en la seccion 6.2.9. Brevemente, el parametro Bcc se obtiene mediante la
ecuacion:

o2

B = ———
= AL

y se calcula para todos los pixeles que conforman una regidn de interés. Al representar

Ec. (4)

los valores de Bcc obtenidos en un histograma, se puede evaluar estadisticamente la
formacion de heterocomplejos. Si este histograma esta centrado en cero (B.= 0),
implica que las fluctuaciones de intensidad entre los dos canales son independientes,
indicando la ausencia de interaccion (Figura 6.1.a, MCyE). Si existe una correlacion
positiva (B, > 0) implica que ambas particulas estan interactuando y podrian formar

parte de un mismo complejo (Digman et al, 2009) (Figura 6.1.b, MCyE).

Se analizaron mediante este método los resultados obtenidos para células
co-transfectadas con pEGFP-mGR y pHalo-hPRb, y estimuladas con Dex 10°M o con Dex
10°M y R5020 10®M. Los resultados mostraron en ambos casos valores de Bcc mayores a
0, indicando una interaccion positiva entre GR activado y PR en estado activo o inactivo

(Figura 4.13).
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Figura 4.13. Analisis de Bcc de PRy GR en células D4-GR-KO transfectadas con eGFP-GR
y Halo-PRb, estimuladas con Dex 10°M (naranja) o Dex 10°M y R5020 10®M (rosa).

Por otro lado, observamos que los valores de Bcc al estimular con ambas drogas son
mayores que con el tratamiento Unicamente con Dex. Sin embargo, esta comparacion
puede conducir a conclusiones erroneas. Esto se debe a que el valor absoluto de Bcc
depende de dos variables: la interaccion entre las moléculas (positiva o nula) y el estado
de oligomerizacion de las mismas. Por ejemplo, interacciones con estequiometria 2:2
(dimero-dimero) arrojaran valores mas altos que 1:1 (monémero-mondmero). Es decir
que, a igual proporcion de moléculas que interaccionen, se pueden obtener distintos
valores de Bcc dependiendo de la estequiometria del complejo. No obstante, si
tomamos en consideracion que las tendencias observadas en el estudio por N&B
coinciden con las obtenidas por Bcc (en ambos casos la oligomerizacidén de GR decrece),
efectivamente esa diferencia podria asociarse a una mayor interaccion de los dos
receptores activados. Para soslayar las limitaciones de esta técnica, estos resultados
deberan ser complementados con estudios por un ensayo de espectroscopia de
correlacion cruzada de fluorescencia (fluorescence cross-correlation spectroscopy, FCCS),
cuyas caracteristicas permiten evaluar la interaccion de moléculas unidas a dos

fluordforos diferentes, independientemente de su estado estequiométrico.
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4.4 Analisis Estructural

El conjunto de los resultados experimentales anteriores sugiere una posible
interaccion entre GR y PR dentro del nicleo y en particular sobre el array HRE. Ademas,
teniendo en cuenta la alta similitud de secuencia entre los DBD de ambos receptores y
la capacidad mencionada en la introduccion de este capitulo del GR de formar
heterodimeros con el MR, consideramos un posible escenario donde heterodimeros
GR-PR se unen a los HRE, con cada mondmero DBD interactuando con cada hemisitio
del elemento de respuesta. Si la actividad transcripcional de este heterodimero fuera
diferente que la del homodimero de GR, se podria proponer entonces un posible
mecanismo por el cual el PR influye sobre la actividad transcripcional del GR.

En base a estas consideraciones, decidimos estudiar a través de simulaciones por
dindmica molecular, la estabilidad de un putativo heterodimero GR DBD/PR DBD vy
compararla con la de los homodimeros GR DBD/GR DBD y PR DBD/PR DBD.
Previamente, con el objetivo de identificar similitudes y diferencias entre los receptores,
realizamos un analisis de las estructuras del GR DBD y PR DBD (PDB ID:3g6p,
homodimero GR DBD en el sitio Fkbp5, y PDB 1D:2c7a, homodimero PR DBD sobre el
HRE usado para evaluar la actividad transcripcional 2c7a -HRE-Luc, ver Tabla 4.1).

Como ya se menciond, el dominio DBD consiste en dos mddulos de “dedos de zinc”
que difieren entre si en su conformacion y funcion. Cada médulo tiene cuatro residuos
de Cys que coordinan un Unico ion Zn™", seguido de una hélice anfipatica y un pequefio
loop (Figura 4.14.a). La hélice H1 del primer dedo de zinc, también denominada "hélice
lectora de ADN", contiene un residuo arginina, que establece contactos especificos con
los nucledtidos del surco mayor del ADN (Figura 4.14.b). En el segundo mddulo, la
hélice H2 mantiene contactos no especificos con el esqueleto del ADN en el surco
menor, mientras que el D-loop proporciona contactos mondmero-mondémero,
estabilizando la formacién de los homodimeros (Figura 4.14.b). Una regidn conocida
como lever-arm precede al D-loop y conecta ambos dedos de zinc. Tanto el D-loop como
el lever-arm son regiones relevantes para la estructura y funcion del DBD, y mutaciones

en esas regiones afectan la funcionalidad del receptor (Beck, De Bosscher and
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Haegeman, 2011; Jewell et al., 2012; Presman et al., 2016; Alvarez, Presman and Pecci,
2017). En este sentido, esta descripto en la literatura que cambios conformacionales del
lever-arm tienen consecuencias funcionales en el GR; a su vez, esta region podria actuar
como amplificador de sefiales desde el ADN a través de la H1 hacia otros dominios del
receptor y/o hacia correguladores (Meijsing et al., 2009). Por otro lado, nuestro grupo
propuso, de acuerdo con observaciones obtenidas a partir de métodos
computacionales, que la mayor movilidad del lever-arm esta asociada a una menor

actividad del receptor (Alvarez, Presman and Pecci, 2017).

a.
Region de
dimerizacion
b.
GR DBD GR DBD
Cadena B Cadena A
Surco
Mayor

GR DBD-Fkbp5

Figura 4.14. Esquema 2D de GR DBD (a) y 3D de GR DBD-Fkbp5 (PDB ID: 3g6p)(b). Se
indican: hélices H1 y H2 en rojo, con Arg447 destacada en cian; lever-arm en naranja; los
residuos formando el P-loop o P-box se marcan con asteriscos; D-Loop en verde, que en
b forma la regidon de dimerizacidn junto al D-Loop del monémero adyacente. En el
esquema 3D, ademas, se indican los surcos mayores y menores del ADN.
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Si bien presentan algunas leves diferencias, la conformacién global del GRDBDy PR
DBD resulta muy similar, asi como también la disposicion respecto al fragmento de ADN.
La comparacion de la secuencia primaria indica que sélo 10 aminoacidos difieren entre

los DBD de ambos receptores (Figura 4.15.a).
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Figura 4.15. Estructura primaria (a) y terciaria (b) de GR-DBD y PR-DBD superpuestas
marcando las diferencias entre PR (azul) y GR (rojo). Se indican las hélices H1y H2, el
lever-arm (naranja), el D-loop (verde) y los residuos V449/M595 (1), Y478/L624 (2) y
L482/C628 (3), correspondientes a GRy PR respectivamente.

En particular, destacamos tres residuos con propiedades quimicas distintas (Figura
4.15 ay b): Val449, Tyr478 y Leu482 en GR que en PR corresponden a Met595, Leu624 y
Cys628, respectivamente. Estos aminoacidos se orientan hacia el ndcleo hidrofébico del
DBD, interactuando entre si. Cabe resaltar que la presencia de la Tyr478 en esa region

del GR aporta un punto de anclaje para interacciones polares y/o del tipo aromaticas
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que no pueden ocurrir en el PR, ni en los demas SRs, ya que no poseen un aminoacido
con similares caracteristicas en esa posicion. Otra observacion importante al comparar
las estructuras de los monémeros de GR DBD es que la His453 (ubicada en el lever-arm)
se presenta en dos conformaciones: hacia la superficie en un monémero (denominada
flipped, cadena A) y hacia el interior en el otro (conformacion packed, cadena B)(Figura

4.16.a).

a. His453, = interaccién
(packed) \ "-“aromética-aromética
7\ ,/\\p ".
CadenaA | Y Y ' Tyr478

Cadena B

His453 Homodimero
(flipped) GR DBD
His599
b. Q - (f/ipped)\\//\\
Cadena A

Leu624 “ _— Cadena B

|
- . Homodimero
flioped
(fipped) \ PR DBD

Figura 4.16. Estructura 3D de GR (a; rojo) y PR (b; azul). Se indican: His453/His599,
Tyr478/Leu624, las conformaciones flipped y packed de His453 y la interaccion
aromatica-aromatica entre His453 y Tyr478; hélices H1 y H2 de cada mondmero; region
de dimerizacion (D-loop, verde); region relacionada con la actividad del receptor
(lever-arm, naranja).

121



En busca de explorar si esta diferencia es una caracteristica particular de esta
estructura cristalina, se analizaron visualmente todas las estructuras existentes de GR
DBD depositadas en el Protein Data Bank (38 estructuras en total). Encontramos que en
todos los casos de dimeros GRa DBD salvajes unidos a un HRE, la His453 de uno de los
mondmeros fue asignada en una orientacion y en el otro mondmero en la otra. El
analisis detallado muestra que en la conformacion packed de His453, este residuo forma
una interaccion de tipo aromatica-aromatica (tipo apilamiento m-m) entre su cadena
lateral y la cadena lateral de la Tyr478 (Figura 4.16.a). En la configuracion flipped esta
interaccion no ocurre ya que los anillos aromaticos quedan alejados uno del otro.

En el PR DBD, la disposicidon asimétrica del residuo correspondiente a His453 (His599)
no se observa, sino que adquiere la conformacion flipped en ambos mondémeros (Figura
4.16.b). Esta situacion se origina en la ausencia de interacciones tipo aromatica-
aromatica entre este residuo y la Leu624 correspondiente a la posicion de Tyr478 en el
GR, que al carecer de anillo aromatico en su cadena lateral, anula la posible interaccion
con la His599 y su consecuente estabilizacion en la conformacidon packed. En
conclusion, si bien la similitud de secuencia entre los DBD de ambos receptores es muy
alta y su conformacion global resulta muy similar, existen diferencias relevantes que
podrian afectar tanto la estabilidad como el modo de interaccion entre monémerosy su

reconocimiento del ADN.

4.5. Simulacion por MD del DBD de ambos receptores

Caracterizada la estructura general de los dominios DBD, a continuacion realizamos
un estudio computacional en busca de evaluar la estabilidad de heterodimeros de
GR/PR unidos a ADN comparada a la de los correspondientes homodimeros. Para ello se
ensamblaron cuatro sistemas a partir de las estructuras cristalograficas mencionadas
(Tabla 4.3) y se llevaron a cabo simulaciones por MD, con un total de 5 réplicas
independientes de 500 ns para cada sistema. Teniendo en cuenta la asimetria
anteriormente descripta entre mondmeros del GR, se generaron dos heterodimeros

GR-PR: uno, tomando la cadena A del GR DBD (con la His453 en conformacion flipped) y
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la cadena B del PR DBD; el otro, de forma opuesta, con la cadena A del PRDBD y la
cadena B del GR DBD (His453 packed). Todos los sistemas fueron simulados en
presencia del fragmento de ADN conteniendo el HRE de la estructura PDB ID:2c7a, la
misma secuencia analizada en los ensayos de expresion del gen reportero
2ac7-HRE-LUC. Los dedos de zinc de los DBD fueron parametrizados con el campo de
fuerza ZAFF (Peters et al., 2010), especialmente optimizado para estos casos. El analisis
del estado de protonacidn de los residuos histidina (ver Materiales y Métodos) indico

que el valor de pKa para la His453 corresponde a una histidina con carga neta ceroy

protonada en el N epsilon.

CADENAS NUMERODE | TIEMPO DE
SISTEMA ) )
PROTEICAS REPLICAS | SIMULACION
PR,-PR; A,B: PDB ID:2c7a
A: PDB ID:2c7a
PRA_GRB
B: PDB ID:3g6p
A: PDB ID:3g6p 5 500 ns
GRA‘PRB
B: PDB ID:2c7a PDB D 2¢7a
GR,-GRg A,B: PDB ID:3g6p
GR,-GR, AA: PDB ID:3g6p 1 1000 ns
GRx-GRg A,B: PDB ID:3g6p 1 500 ns
Tyr478Cys

Tabla 4.3. Sistemas DBD/ADN simulados por dinamica molecular.

La estabilidad de los complejos proteina-ADN se analizé inicialmente mediante una
inspeccion visual comparativa, seguida del monitoreo de la evoluciéon temporal del
RMSD respecto a la estructura inicial, medido sobre los atomos Ca de la proteina

(Figura 4.17). Este analisis revela que, salvo en algunas trayectorias, se obtuvieron
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sistemas mayormente estables que convergen hacia valores constantes de RMSD. En el
caso de los homodimeros PR,-PR; y GR,-GRg, solo una de las réplicas (#2 del PR,-PR;,
curva color gris en Figura 4.17) mostrd una alta desviacion; el resto de las trayectorias
exhibieron valores de RMSD estables y menores a 2 A. En cambio, en los heterodimeros
PRs,-GRg y GR,-PRg se observaron, sobre todo en el segundo caso, trayectorias con
valores de RMSD mayores, superiores a 2 A. Teniendo en cuenta que los heterodimeros
fueron construidos a partir del homodimero PR-PR, es esperable una mayor variabilidad
respecto a la estructura inicial, reflejando los reacomodamientos que acontecen en

cada mondomero para adaptarse al otro receptor.

4 GR-GR

RMSD (A)

4] PR-GR | | PR-PR

RMSD (A)

0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
tiempo (ns) tiempo (ns)
Figura 4.17. Superposicion de RMSD de los 4 sistemas simulados, cada uno con 5

réplicas de 500 ns.

Para evaluar la movilidad de cada region en particular de las proteinas durante las
simulaciones, se determind el RMSF a partir de los Gltimos 400 ns de cada réplica y se
grafico el promedio obtenido para cada mondmero (Figura 4.18). Previsiblemente, los
elementos de estructura secundaria (hélices H1y H2 y la ldamina B del primer dedo de

zinc) exhibieron valores bajos de RMSF, practicamente invariables entre sistemas. Por el
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contrario, las regiones menos estructuradas correspondientes a loops presentaron
mayor movilidad, siendo el lever-arm y el D-loop, las que exhibieron mayor amplitud. A

la vez, encontramos notorias diferencias entre los monémeros Ay B de los sistemas.

T ——— T —

2.5 GR-GR; —
Mondémero A
50, PR,-GR, —
) PR,-PR,

RMSF (A)

2.5
Mondmero B

RMSF (A)

Figura 4.18. Superposicion de RMSF de los mondmeros A y B de los 4 sistemas
simulados. Los sistemas con un lever-arm (LA, naranja) mas movil corresponderian a
aquellos menos activos, en concordancia con descripciones previas (Meijsing et al.,
2009; Alvarez et al., 2017). DL: D-Loop. H1: hélice 1. H2: hélice 2.

Para el caso del D-loop, el homodimero GR-GR (rojo en Figura 4.18) fue quien

presento la mayor estabilidad. En efecto, tanto el monédmero A como el monémero B de
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GR,-GR; poseen una menor movilidad que los mondmeros GR simulados junto a PR o
cualquiera de los mondmeros PR. El PR,-PR; (azul) describié un comportamiento
diferencial entre mondmeros, siendo el D-loop de PR, el mas mévil (-1.8 A), y el de
mayor variacion de todos los sistemas simulados. Los heterodimeros presentaron
rangos de fluctuacion similares entre si.

El analisis del RMSF también revela que si bien en la mayoria de los monémeros el
lever-arm es la region con mayor fluctuacion, existen diferencias notables entre algunos
sistemas. Asi, mientras que los monémeros A mostraron valores muy similares, los
mondmeros B presentaron dos perfiles bien diferenciados: por un lado, los mondmeros
PR, con amplias fluctuaciones de aproximadamente 2.5 A; por el otro, los de GRg, de
gran estabilidad. El andlisis de las trayectorias revela que este comportamiento del
lever-arm esta relacionado a las distintas conformaciones de la His453 en esos sistemas:
flipped para GR, y packed para GRg. Asi, la interaccion entre la His453 y la Tyr478 en la
configuracion packed restringe fuertemente la movilidad del lever-arm, a la vez que
rigidiza también la interfase de dimerizacion del D-loop.

A continuacion, se efectué una categorizacion en grupos o clusters segiin el RMSD
de los atomos de Ca del lever-arm, tomando los ultimos 400 ns de cada réplica y
separandolos por mondmero. Ademas de la frecuencia de cada cluster, se obtuvieron
las estructuras representativas para cada receptor (Figura 4.19). El analisis comparativo
reveld que para todos los mondmeros de GR, tanto en los homo como en los
heterodimeros, se detecta un cluster principal altamente poblado, con porcentajes
entre 75% y 84% para GR, en GR,-GR; y GR,-PR;, respectivamente, y valores ain mas
altos, 92% y 94%, para GR; en GR,-GRg y PR,-GRg, respectivamente. Por el contrario, la
clusterizacion de los mondmeros del PR arroja varios clusters con poblacion apreciable,
tanto en el caso PR, como en el de PRy, no superando el mas representativo una
frecuencia del 55%. Estos resultados revelan nuevamente una mayor flexibilidad

estructural para el PR en comparacion al GR.
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hYd

His599

His599
d'k , 55% PR, PR, a9% P

Figura 4.19. Cada caja encierra las estructuras representativas del par de mondmeros
que componen el dimero simulado. Los mondmeros estan representados en la misma
orientacion para facilitar la comparacion visual. Rojo: GR, Azul: PR, Naranja: lever-arm,
Verde: D-loop. Los graficos de torta muestran el porcentaje de representatividad del
cluster mayoritario.
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Para continuar con la evaluacién del papel de la His453 en la estabilidad del
homodimero GR-GR y la asimetria estructural entre mondmeros del GR, se ensamblé un
nuevo sistema GR,-GR, (Tabla 4.3), en el cual ambas His453 estan inicialmente en la
conformacion flipped. Luego, se llevd a cabo una simulacién por MD de 500 ns de este
sistema en las mismas condiciones utilizadas anteriormente. Inspeccionando
visualmente la trayectoria resultante, detectamos que, alrededor de los 380 ns, la
cadena lateral de la His453 de uno de los mondmeros sufre un cambio conformacional
abrupto, desde la conformacion flipped inicial hacia la orientacion packed. Este cambio
queda evidenciado al monitorear la evolucion temporal de la distancia entre los centros
de masas de los anillos aromaticos de la His453 y la Tyr478 (Figura 4.20a). Con el
objetivo de analizar la estabilidad de la configuracion alcanzadas, se extendid la
simulacion hasta un total de 1000 ns, confirmando que ese cambio conformacional
persiste hasta el final de la simulacion (Figura 4.21). El calculo del RMSF al principio y al
final de la simulacidon permite confirmar cémo afecta la formacién del contacto
His452-Tyr478 a la movilidad del lever-arm (Figura 4.20b). De esta manera, logramos
capturar el pasaje desde una configuracion simétrica hacia una configuracion

asimétrica del homodimero GR-GR.

| GR,- GR, Inicial B
. 20 Monomero A
< GR,- GR,Final
w
g 1.5
['4
1.04
%
® ]
5]
c
B
2 =20 .
) z Monomero B
(%)
> 15
o
1.0
2
m— MONOMero A === Mondmero B 05 ~
0 200 400 600 800 1000 .
a . p —— ERTAEE—EE—
. tiempo (ns) .

Figura 4.20 Evolucion del sistema GR,-GR,. a. Distancia entre His453y Tyr478 a lo largo
de la simulacion. En negro se indica el monémero A en que la His453 cambia de
orientacion hacia packed. b. RMSF de la trayectoria calculado sobre los primeros 300 ns
(gris) y los ultimos 300 ns (negro).

128
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HA @ - H1
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Figura 4.21. Sistema GR,-GR,. Posiciones inicial (naranja) y final (amarillo) de H453. El
circulo punteado muestra el cambio de flipped a packed de la H453 de uno de los
mondmeros. Verde: D-loop. Naranja: lever-arm.

Por dltimo, la revision de la literatura en busca de reportes de mutaciones del GR
DBD, revel6 un dato interesante para nuestra investigacion: Vitellius et al., trabajando
sobre muestras de pacientes con sindrome de resistencia a glucocorticoides o Sindrome
de Chrousos, demostraron que la mutacion puntual c.1433A>G en el gen NR3C1 deriva
en la sustitucion Tyr478Cys, afectando la actividad transcripcional del GR (Vitellius et al.,
2016). Teniendo en cuenta nuestros resultados en la caracterizacion del rol de la Tyr478
en el mantenimiento de la asimetria del homodimero GR-GR, decidimos evaluar el
posible impacto de la mutacion Tyr478Cys sobre la posicion de la His453, la movilidad
del lever army, en consecuencia, la actividad del receptor.

Se generd el sistema GR,-GR; Tyr478Cys con dicha sustitucién en ambos monémeros
y se simuld por MD de 500 ns como los sistemas anteriores (Tabla 4.3). Como se observa
en la Figura 4.22.a, la His453 del mondmero B, inicialmente en posicion packed
interactia brevemente con la Cys478, pero hacia los 100 ns vira hacia la conformacion
flipped, lo cual queda reflejado en el subito y sostenido aumento en la distancia entre

ambos aminoacidos. Como consecuencia de este cambio conformacional, se afecta
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notoriamente la estabilidad del lever-arm de este mondmero, incrementando su

movilidad (Figura 4.22.b).

18 N XLAY DL | i
161 < 2°1 GR,-GR, Tyr478Cys Final Monémero A
. ]
[}
14 g2
1.0
121
0.5+
104

Mondémero B

Distancia (A)

<
(L;-) 1.54
g 1.
['4
1.04
2
Monomero A = \onémero B 054
T T T T 0
0 100 200 300 400 500 DL |
tiempo (ns) —
a. b.

Figura 4.22. Evolucidén del sistema GR,-GRg con la mutacion Tyr478Cys en ambos
mondmeros. a. Distancia entre His453 y Cys478 a lo largo de la simulacién. En negro se
indica el mondmero con la His453 en posicidon packed inicial, que luego cambia a
flipped. b. RMSF de la trayectoria calculado sobre los primeros 100 ns (gris) y los tltimos
100 ns (negro) para los mondmeros A (inicialmente flipped) y B (inicialmente packed).
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4.6. Conclusion

Los multiples ensayos de genes reporteros realizados confirman una interferencia
transcripcional entre los receptores GR y PR que ya fuera propuesta previamente por
nuestro grupo (Ogara et al, 2019). Por un lado, la sobreexpresion de los receptores
evidenciaron la interferencia de PR independiente de ligando sobre la actividad del GR.
En otras palabras, la mera presencia del PR afectaria la actividad transcripcional del GR.
Por otro lado, el estudio de la relacion GR-PR con abundancias relativas PR/GR
decrecientes establecio los limites para la interferencia dependiente de ligando (en
donde el PR estimulado con R5020 10°M interfiere con el GR estimulado con Dex 10°M).
La suma de los resultados obtenidos en estos ensayos evidencian una interferencia
transcripcional in culture entre los receptores GR y PR y apoyan la posibilidad de una
interaccion funcional directa entre ambos receptores.

En busca de evaluar esta hipdtesis utilizamos microscopia de fluorescencia de alta
resolucion en células vivas, encontrando que la presencia de PR por si sola reduce la
formacion de homodimeros GR-GR observada cuando el GR es estimulado con Dex. Este
resultado podria explicar lo observado en los ensayos de genes reporteros sobre la
interferencia ejercida por PR en ausencia de ligando. Por otro lado, cuando ambos
receptores son activados por sus ligandos respectivos, los niveles nucleares de
homodimeros GR-GR son aun mas bajos. Ademas, se observo una interferencia similar
al evaluar el estado de oligomerizacién del GR cuando este se recluta en sitios HRE. Por
altimo, los ensayos de correlacion cruzada de brillo mostraron que el PR forma parte del
mismo complejo que el GR cuando ambos receptores estan activados. Consideramos
que el conjunto de estos resultados refuerzan nuestra propuesta de que PRy GR pueden
formar heterocomplejos dentro del nicleo.

La extension del andlisis de esta interaccion por métodos computacionales arrojo6
diversos resultados que sustentan la posibilidad de la existencia de un heterodimero
GR-PR unido al ADN. Por un lado, observamos que los heterodimeros GR DBD-PRDBD y
PR DBD-GR DBD mantienen uniones estables con el ADN y también entre ambos

receptores, manteniendo una conformacion global similar a la observada para los
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homodimeros DBD. Sin embargo, detectamos diferentes comportamientos dinamicos
entre los sistemas simulados. Mientras que el homodimero de GR fue el que mayor
estabilidad mostré a lo largo de las dinamicas, con una movilidad muy reducida en el
mondmero que posee la His453 en conformacion packed, el homodimero PR exhibi6 un
comportamiento diferente, con gran flexibilidad a lo largo de las dinamicas,
evidenciado, por ejemplo, por las multiples poses detectadas en el proceso de
clusterizacion. Esta caracteristica del PR también se vio reflejada en la movilidad global
de los heterodimeros, particularmente en la region de dimerizacion (D-loop), sin afectar,
no obstante, la estructura global del complejo. Llamativamente, en el GR-PR en que GR
presentaba la conformacion flipped, el dimero mostrdé un comportamiento muy similar
al homodimero PR-PR, mientras que en el GR-PR con GR en conformacion packed se
observé que el D-loop aumentaba su movilidad respecto del GR-GR, pero se mantenia
en la region del lever-arm.

Teniendo en cuenta la correlacion inversa entre la movilidad lever-arm y la actividad
del GR anteriormente propuesta (Alvarez, Presman and Pecci, 2017), y que la mayor
estabilidad del lever-arm estd asociada a la conformacion packed de la His453,
proponemos, por un lado, que la conformacion packed del GR seria un requisito
necesario para la actividad del GR; por otro lado, que podria existir una interaccion
directa entre GR y PR formando un heterodimero sobre el ADN; y finalmente, que la
movilidad aumentada del lever-arm observada en los heterodimeros podria explicar la
menor actividad transcripcional de GR obtenida experimentalmente en presencia de

PR.
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CAPITULO 5.
DISCUSION

El revolucionario poder terapéutico de los glucocorticoides significé un cambio de
paradigma en el tratamiento de innumerables situaciones clinicas de prondstico
sombrio, tan frecuentes como el asma y tan graves como el shock anafilactico. Su
amplio espectro de aplicacion y sorprendentes resultados los posicionaron
rapidamente entre los farmacos mas utilizados. Incluso luego de haberse establecido
los severos efectos adversos causados por su empleo a altas dosis y/o en tratamientos
prolongados, los GC siguen siendo de los medicamentos mayormente prescriptos a
nivel mundial (Cain and Cidlowski, 2015).

La historia del desarrollo de nuevos GC sintéticos fue comandada por la premisa de
que ciertas conformaciones del receptor, consecuencia de la interaccion con un ligando
especifico, podria emular los efectos antiinflamatorios e inmunomoduladores ejercidos
por el GR, mientras que no afectaria respuestas metabdlicas o clinicamente adversas de
los GC (Vettorazzi et al., 2022). Esta propuesta, a la vez prometedora y desafiante, exige
desentrafiar los mecanismos moleculares subyacentes a las acciones fisiologicas y
farmacologicas de los GC.

Por su parte, el GR, mediador intracelular obligado de los de los GC, cumple un papel
fundamental en la regulacion de la expresion de genes que participan en numerosos
procesos fisioldgicos. El estudio de esta proteina y de sus mecanismos de accion resulta
entonces esencial para dilucidar la accion de los GC. Sin embargo, el complejo GR/GC,
aunque imprescindible, es insuficiente para modular la transcripcion de sus genes
blanco por si solo. En efecto, diversas moléculas se incorporan a la vasta lista de
colaboradores en el proceso de plegar, activar, transportar y modular la actividad
transcripcional del GR. Mas aun, la diversidad de acciones de los GC ejecutadas de
manera especifica a nivel celular y tisular sélo puede explicarse mediante la seleccidn
de situaciones puntuales en la multiplicidad de escenarios posibles, resultantes de la

combinatoria de acciones de los distintos actores involucrados.
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Es en este contexto que los diferentes interactores del GR cobran relevancia supina
en la investigacion de las bases moleculares de la accion de los GC, representando un
grupo heterogéneo, pero fundamental, de moléculas que rigen y determinan, en ultima
instancia, los efectos del GR y la respuesta final a los GC. Por todo lo mencionado, en
esta Tesis nos propusimos investigar las bases moleculares de la interaccion del GR con
una seleccion de diferentes moléculas que regulan su actividad, tanto desde un punto
de vista estructural como funcional mediante métodos de modelado molecular y
técnicas de biofisica y biologia molecular, con el objetivo general de generar
conocimiento que contribuya al desarrollo de nuevas estrategias para mejorar la accion
terapéutica de los glucocorticoides. El desarrollo de nuevos ligandos de interés
farmacoldgico es un proceso largo, laborioso y costoso. La introduccion de
herramientas informaticas que permiten el analisis in silico del comportamiento de
posibles compuestos con sus blancos terapéuticos, aunque todavia incipiente, promete
reducir esos tiempos y esos costos. Particularmente, enfocamos nuestro estudio en
interactores de dos de los tres dominios del GR: el LBD y el DBD.

El GR LBD fue el objeto de estudio de los capitulos 2 y 3 y su investigacion fue
abordada desde dos enfoques distintos: la interaccion con ligandos y la interaccion con
correguladores. Aunque diferentes, estos enfoques comparten el elemento central que
gobierna la comunicacion alostérica entre el LBP y la region AF-2: la conformacion de la
H12. Entre los principales logros de esta Tesis al respecto podemos destacar: la
adaptacion de estructuras cristalinas para obtener el GR LBD en conformaciones no
agonistas; la descripcion del equilibrio dindmico de la H12 en diferentes condiciones del
LBP para estimar la superficie de energia potencial de ese espacio configuracional; la
obtencion de un perfil de reclutamiento de péptidos correguladores y su correlacion
positiva con la actividad transcripcional de ligandos de variada actividad y la
implementacion de un método de docking proteina-péptido para estimar la energia de
interaccion entre el GR LBD y los correguladores.

El primer punto que discutiremos trata sobre la regién N-terminal del GR LBD. Si bien
la resolucion de la estructura cristalina del complejo GR LBD/RU486 (PDB ID:3h52)

resultd un gran avance para comprender el universo conformacional del receptor
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(Schoch et al., 2010), el desplegamiento de esta regidon ha impedido que esta estructura
pueda ser utilizada en posteriores estudios computacionales. En efecto, para nuestro
conocimiento, hasta el momento no se ha empleado esta estructura en simulaciones
por MD. Sorprendentemente, Suren et al. (Suren et al., 2018), quienes por la técnica de
“pinza molecular” identificaron que esta region es la ultima en plegarse después de la
entrada del ligando, no relacionaron sus hallazgos con el PDB ID:3h52, el cual, en
definitiva, apoya fuertemente el modelo propuesto por estos autores. Nosotros si
encontramos la relacion entre estos trabajos y propusimos que el desplegamiento de
esa region en el PDB ID:3h52 no seria un artificio de la cristalizacion, sino que en las
condiciones empleadas esa region no llegd a plegarse sobre el mismo mondmero,
haciéndolo sobre otros de la misma celda unidad. Esta observacion nos indujo a pensar
en la posibilidad de modificar in silico esa estructura, de forma de obtener nuevas
coordenadas iniciales del GR LBD completamente plegado y en modo no agonista.
Finalmente logramos construir estas estructuras y validar su estabilidad en las
simulaciones por MD. Tras la publicacion de nuestro trabajo (Alves, Pecci and Alvarez,
2020), Wang et al. lograron resolver la estructura del GR LBD en estado apo y unido a
chaperonas (PDB ID:7kwT7; (Wang et al., 2022)). Notablemente, en esta estructura puede
observarse que, efectivamente, la regién N-terminal del GR LBD se encuentra
desplegada en ausencia de ligando. Por otro lado, cabe mencionar la importancia que
tiene este hallazgo en relacion a los mecanismos de entrada y salida del ligando en el
GR LBD, ya que, si bien Edman et al. realizaron estudios que indicaron que la region
entre la H6 y la H7 podria ser la puerta de entrada del ligando (Edman et al., 2015), estos
fueron realizados empleando el GR LBD completamente plegado. La confirmacién de la
existencia de un estado apo parcialmente desplegado abre nuevas posibilidades para
investigar el camino de ingreso del ligando al LBP.

El segundo punto a discutir es sobre la conformacion de la H12 y su comportamiento
dindmico. Es sabido que los estados nativos de las proteinas plegadas se caracterizan
por un gran conjunto de conformaciones cuyas poblaciones relativas y dindamica de
interconversion determinan el rendimiento funcional. Como consecuencia de los

estudios por MD realizados en esta Tesis con las estructuras construidas a partir del PDB
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ID:3h52, establecimos efectivamente que la H12 del GR LBD es dinamica y capaz de
explorar una amplia gama de conformaciones, las cuales fueron claramente
identificadas y caracterizadas mediante descriptores geométricos (Figuras 2.11y 2.12).
Mas aln, encontramos que ese equilibrio dinamico depende de las condiciones de LBP,
lo cual encaja dentro del modelo de seleccién conformacional para explicar el agonismo
y el antagonismo en el GR. En trabajos recientes, posteriores a nuestra publicacion,
realizados tanto a través de métodos experimentales como computacionales, se
presentaron conclusiones similares a las nuestras en cuanto al comportamiento
dindmico de la H12. Por ejemplo, Kohler et al. utilizaron espectroscopia RMN para
evaluar la dinamica del GR LBD en presencia de distintos ligandos y correguladores,
identificando una via de transmision alostérica a través de la H12 que acopla
dindmicamente el LBP con el dominio AF-2 (Kohler et al., 2020), planteando que el
intercambio dinamico entre diferentes formas y sus proporciones relativas es un
mecanismo que regula la activacion transcripcional, el cual estd modulado por la
estructura de cada ligando especifico. También Shi et al. (Shi et al., 2022) y La Sala et al.
(La Sala et al., 2021) aplicaron simulacion por MD para estudiar el comportamiento
dindmico de la H12 en presencia de diversos ligandos, explicando las diferencias de
actividades e identificando los mecanismos alostéricos involucrados.

La conformacion de la H12 en el GR LBD sin ligando ha sido tema de debate desde la
primeras propuestas incluidas dentro del modelo del cambio conformacional inducido,
proponiéndose que esta hélice se encuentra en un posicién inactiva cuando el ligando
no esta unido. Analizando el comportamiento del GR LBD apo, encontramos que, si bien
la H12 es un poco mas flexible comparado a lo observado con el agonista Dex, la
posicion mas favorecida coincide. Es decir, el empleo de métodos de muestreo
avanzado revelaron que, en ausencia de ligando, la H12 se ubica preferentemente en el
estado agonista (Figura 2.20). Contrariamente a este hallazgo, un estudio posterior de
Hu et al. realizado con el GR LBD apo mediante simulacion por MD, pero partiendo de la
estructura cristalina del complejo con RU486 con la H12 parcialmente desplegada (PDB
ID: 1nhz), indicd que, en ausencia de ligando el receptor puede visitar solamente

estados antagonistas (Hu et al.,, 2022). Sin embargo, la estructura recientemente
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determinada por crio-EM del GR LBD apo asociado a chaperonas (PDB ID:7kw7; (Wang
et al., 2022)) exhibe efectivamente una H12 en una posicion correspondiente a un
estado agonista, apoyando nuestra conclusion. Consideramos que los resultados de Hu
et al. podrian estar sesgados por partir de un estado desplegado de la H12, resultando el
estudio por MD convencional mediante réplicas de solo 200 ns quizas insuficiente para
obtener un muestreo completo del espacio configuracional de la H12.

En el caso del antagonista RU486, logramos caracterizar como el grupo voluminoso
en Cl11 afecta la conformacidon de la H12 y su dinamica. Observamos una mayor
flexibilidad del complejo antagonista comparado al sistema agonista (curva de energia
potencial mas plana, Figura 2.20), situacion también descripta para otros antagonistas
de SR (Duan et al., 2016; Ng, 2016). Propusimos entonces que, en ausencia de
correguladores, el estado de energia mas bajo de la H12 se alcanzaria cuando esta
hélice ocupa directamente el surco AF-2. A su vez, la presencia de correpresores
estabilizaria conformaciones que amplian las dimensiones del dominio AF-2. Por lo
tanto, la seleccion conformacional de la H12 es un equilibrio dinamico determinado en
altima instancia tanto por la identidad del ligando como por la presencia de
correguladores. Si bien estos conceptos habian sido ya propuestos para otros NR
usando tanto métodos computacionales como estudios de RMN (Chrisman et al., 2018)
(Brust et al., 2018), para el caso del GR LBD, y en particular del modo de accién de
RU486, se consideraban explicaciones mas estaticas derivadas del analisis de las
estructuras cristalinas. Al abarcar mas ampliamente el espacio configuracional que la
H12 puede adoptar en presencia de RU486 estamos aportando una vision mas completa
del modo de accidén de este antagonista. A la vez, proporcionamos nuevos modelos
iniciales para el disefio racional de nuevos analogos de glucocorticoides.

Una forma de evaluar como los ligandos definen, a través de la H12, la conformacién
global del dominio AF-2 es determinando el perfil de reclutamiento de correguladores.
El ensayo de microarreglos con un amplio panel de péptidos resulté de gran utilidad
para investigar la interaccion entre el GR LBD, el ligando y el péptido.
Satisfactoriamente, obtuvimos resultados que concuerdan con los antecedentes previos

sobre estos ligandos (Dex, RU486, 210H-6,190P y 21HS-6,190P), pudiéndose discernir
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claramente entre perfiles agonistas y antagonistas (Figuras 3.8 y 3.9). Si bien esta
tecnologia habia sido usada previamente con el GR enddgeno de células de mieloma
multiple y de leucemia linfoblastica aguda para estudiar el reclutamiento de
correguladores en presencia de Dex (Clarisse et al., 2017), nuestros resultados muestran
que también puede ser llevada a cabo con el GR LBD recombinante, y que tiene la
capacidad de responder ante diferentes ligandos. Similares conclusiones fueron
también obtenidas a partir de microarreglos de péptidos realizados con otros NR, como
el caso de LXR (Alvarez et al., 2020) o de ER (Li et al., 2018).

En particular para Dex y RU486, podemos racionalizar la diferencia observada en el
reclutamiento de péptidos con la diferencia en la conformacion del dominio AF-2
observada por MD (Figura 3.7), originada por el comportamiento de la H12 que
adquiere el GR LBD luego de la unidn de cada uno de esos ligandos. Cabe destacar, sin
embargo, que nuestros estudios computacionales indicaron también que, si bien con
menos preferencia que en el caso del GR LBD/Dex, el complejo GR LBD/RU486 explora
conformaciones compatibles con un estado agonista de la H12 y por lo tanto podria
poseer un dominio AF-2 con capacidad de reclutar coactivadores con motivo LxxLL. Esto
es lo que efectivamente se observa en el ensayo realizado con el microarreglo de
péptidos, por ejemplo para ciertas cajas NR de coactivadores NCoAl y NCoA2 (Figura
3.10).

Un analisis por MD de sistemas GR LBD/ligando/péptido podria haber resultado
valioso para realizar una comparacién con los resultados del microarreglo de péptidos.
Sin embargo, dado el alto costo computacional que demanda un alto nimero de
sistemas, elegimos un método de docking proteina-péptido para estimar la energia de
interaccion entre el GR LBD y los correguladores, del cual existian antecedentes
positivos en otros sistemas proteina-péptido (Liu et al., 2014; Alam et al., 2017). Sin
embargo, en nuestro caso, cuando se consideraron todos los péptidos con motivo
LxxLL, no pudimos obtener una correlacion lineal entre el valor de las energias de
interaccion calculadas por docking, y los valores de interaccion determinados por el
microarreglo de péptidos (Figura 3.14). Adjudicamos esta imposibilidad a las

caracteristicas intrinsecas limitantes del protocolo de docking empleado, el cual si bien
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permite el reacomodamiento de las cadenas laterales de los péptidos y la proteina, no
contempla posibles efectos alostéricos entre el receptor y el péptido. En este sentido,
cabe destacar que cuando el andlisis de la correlacidon fue restringido a los péptidos mas
similares al usado como molde, hemos podido rescatar cierta correlacion entre las
energias calculadas y los valores medidos experimentalmente (Figura 3.15). En
conclusion, creemos que este método de docking podria tener la habilidad de predecir
correctamente el modo y la energia de interaccion péptido-proteina para los casos mas
sencillos, mientras que para casos mas complejos, es decir, complejos que difieran mas
respecto de la estructura molde, serd necesaria la aplicacion de otros métodos
computacionales para predecir correctamente la interaccion.

En el capitulo 4 enfocamos nuestra investigacion a la interaccion entre el GRy el PR,
tomando como base la similitud de secuencia entre ambos receptores y antecedentes
previos del laboratorio (Ogara et al, 2019) que dan cuenta de una interferencia funcional
cuando ambos receptores se encuentran expresados y activos en una misma célula.
Entre los principales resultados obtenidos podemos destacar: la caracterizacion
funcional de la interferencia del PR sobre la actividad transcripcional del GR luego de su
reclutamiento a elementos de respuesta especificos; el cambio en el estado de
oligomerizacidn del GR en presencia del PR en el nucleo celular y en particular cuando
el mismo se recluta a HREs que presenta el promotor MMTV vy finalmente la
confirmacion de la capacidad de ambos receptores de formar parte de un mismo
complejo cuando los mismos estan estimulados por sus correspondientes ligandos
especificos. Asimismo, logramos obtener simulaciones por MD de hipotéticos
heterodimeros GR DBD/PR DBD unidos al ADN, a partir de las cuales pudimos establecer
el papel determinante de una interaccion sobre el comportamiento dinamico de este
dominio, y asi proponer una posible explicacion para la interferencia del PR sobre el GR
observada experimentalmente.

La suma de los resultados provenientes de los ensayos con genes reporteros que
presentan diferente secuencia y numero de HRE, evidencian una interferencia
transcripcional in culture entre los receptores GR y PR y apoyan la posibilidad de una

interaccion funcional directa entre ambos receptores (Figuras 4.1 a 4.5). Sin embargo,
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por las caracteristicas propias de estos experimentos, los datos obtenidos corresponden
a promedios poblacionales, sin informacion estequiométrica exacta sobre la
configuracion de los complejos. Es decir, a partir de estos resultados no podemos
concluir si la formacion de heterodimeros GR-PR ocurre, y si es la responsable de la
respuesta transcripcional observada. Para profundizar sobre esta posibilidad, se utilizd
microscopia de alta resolucidn, encontrando resultados que la apoyan fuertemente.
Observamos, por un lado, que la formaciéon de homodimeros GR-GR disminuye en
presencia de PR (Figura 4.9), y por otro, que el PR es capaz de interactuar con el GR
cuando ambos receptores estan activados (Figura 4.13). Teniendo en cuenta el
conjunto de estos resultados, junto a los antecedentes anteriormente mencionados
sobre la existencia de complejos GR-MR (Mifsud and Reul, 2016; Le Billan et al., 2018),
consideramos que hay suficiente evidencia como para proponer que el GR forma
heterocomplejos con el PR.

En base a esto realizamos un analisis estructural de los DBD de estos receptores,
incluyendo simulaciones por MD de homodimeros y heterodimeros sobre un fragmento
de ADN. En primer lugar, a partir del analisis de estructuras cristalinas del homodimero
GR DBD unido a sitios HRE, identificamos una asimetria entre monémeros de GR DBD
determinada por la conformacion de la His453, la cual a su vez depende de si este
residuo interactia (conformacion packed, lever-arm mas rigido) o no (conformacion
flipped, lever-arm mas flexible) con la Tyr478 (Figura 4.16). Aunque la asimetria entre
mondmeros del GR DBD ya fue descripta por Meijsing et al. (Meijsing et al., 2009), su
implicancia funcional no fue investigada en profundidad. Como se menciond,
recientemente se describié que la mutacion puntual Tyr478Cys afecta la actividad
transcripcional del GR (Vitellius et al., 2016), derivando en una resistencia generalizada a
glucocorticoides o Sindrome de Chrousos. Este se caracteriza por la insensibilidad
parcial, aunque sistémica, a la accion de GC, presentando hipercortisolismo en ausencia
de signos de tipo cushingoide. Nuestro estudio por dinamica molecular del
homodimero de GR con la mutacion Tyr478Cys demostrd que dicha mutacion deriva en
la pérdida de la asimetria de la His453 (Figura 4.22). Teniendo en cuenta el genotipo

heterocigota del paciente, los complejos de GR posibles serian los dimeros GRwt-GRwt,
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GRWt-GRyyu7scys Y GRryrarscys GRryrarscyss: Hasta el momento, sélo se han descripto
homocigotas para mutaciones en el GR LBD (Verouti, Hummler and Vanderriele, 2022), y
presumiblemente la homocigosis de GR Tyr478Cys sea incompatible con la vida por la
severa resistencia a GCs. En ese escenario, el homodimero del GRwt seria el Unico
transcripcionalmente activo, y la resistencia a GC causada por Tyr478Cys podria
explicarse no sélo por la actividad alterada del homodimero GRyy47scys GRryrarscyss SiNO
también por la regulacion negativa de la actividad transcripcional del GR debido a la
formacién de heterodimeros GRwt-GRy,,47¢s, de manera similar a la regulacion negativa
del GRa por GRB mediante la formacion de heterodimeros GRa-GRB (Duma and
Cidlowski, 2010; Nicolaides et al., 2010; Oakley et al., 2018).

Por lo tanto, teniendo en cuenta la correlacidon inversa entre la movilidad del
lever-arm y la actividad del GR reportada previamente (Meijsing et al., 2009; Alvarez et
al., 2017), proponemos que, a diferencia del resto de los SR, la actividad transcripcional
del GR depende, en cierta medida, de la mayor estabilidad del lever-arm conferida por la
formacion de la interaccion His453-Tyr478. En este sentido, destacamos que por
simulacion por MD pudimos observar como partiendo de un homodimero simétrico
(ambos GR DBD con la His453 en conformacion flipped), el sistema recupera la asimetria
(Figuras 4.20y 4.21).

En segundo lugar, analizamos el comportamiento de los putativos heterodimeros GR
DBD/PR DBD, encontrando sistemas que se mantienen estables a lo largo de las
simulaciones, pero que presentan algunas diferencias respecto a los sistemas
homodiméricos (Figuras 4.18 y 4.19). El comportamiento dinamico del heterodimero
GR-PR se modifica de acuerdo a la asimetria conformacional descripta para la His453,
presentando un perfil mas similar al PR-PR cuando GR esta en su conformacion flipped,
y a GR-GR cuando estd en la posicion packed. En consecuencia, la movilidad aumentada
del lever-arm observada en los heterodimeros PR-GR flipped podria explicar la menor
actividad transcripcional de GR observada experimentalmente en presencia de PR.
Cabe mencionar que similares estrategias de simulacion por MD fueron recientemente
empleadas con el AR para explicar su diferente interaccion con distintos elementos de

respuesta (Bagherpoor Helabad, Volkenandt and Imhof, 2020).
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En resumen, consideramos que el conjunto de los resultados obtenidos en este
trabajo de Tesis permitieron ampliar los conocimientos existentes sobre la estructuray
funcion del receptor de glucocorticoides en diferentes contextos y en relacién a los
multiples interactores que regulan su actividad: ligandos, correguladores y otros
factores de transcripcion.

Hace mas de 70 afos, los glucocorticoides irrumpieron en la farmacologia y
transformaron la clinica. Décadas de intenso estudio aumentaron el conocimiento
sobre estas moléculas y contribuyeron a su actual entendimiento. Hoy, en la era de la
gendmica y del big data, el futuro de la investigacion de los glucocorticoides plantea un
escenario liderado por la colaboracion de abordajes interdisciplinarios y por
paradigmas superadores que incluyan la multiplicidad de actores involucrados y

contemplen la inherente complejidad de los sistemas bioldgicos.
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CAPITULO 6.
METODOS COMPUTACIONALES y EXPERIMENTALES

6.1. Métodos computacionales

6.1.1.Complejos ligando-GR LBD

6.1.1.1 Estructuras GR LBD iniciales. Inicialmente se construyeron cinco estructuras
GR LBD para las simulaciones MD (Tabla 2.1). Las coordenadas GR LBD"8 se tomaron de
la estructura cristalina del complejo GR LBD/dex (residuos 528 a 777 de la cadena A de
PDB ID:1m2z). GR LBD*™, GR LBD*™ y GR LBD* se construyeron combinando
coordenadas de dos estructuras cristalinas: los residuos 528 a 554 de la cadena A del
complejo GR LBD/dex (PDB ID:1m2z) y los residuos 555 a 777 de la cadena A,Bo Cdela
estructura cristalina del complejo GR LBD/RU486 (PDB ID: 3h52). Las regiones faltantes
en GR LBD*"?y GR LBD*™ (Tabla 2.1) se modelaron con el software Modeller (Webb and
Sali, 2016). En todos los casos, las mutaciones introducidas se revirtieron para recuperar
la secuencia de GR LBD de tipo salvaje. Usando las coordenadas GR LBD*, GR LBD""™y
GR LBD*"™, se prepararon 9 sistemas (3 apo y 6 holo) para simulaciones MD clasicas
(Tabla 2.2). Para GR LBD"¢/dex, GR LBD""!/RU486 y GR LBD""*?/RU486, se conservaron las
coordenadas cristalinas de los ligandos. Las coordenadas del ligando se eliminaron
directamente para obtener sistemas apo, mientras que para los sistemas cruzados GR
LBD*/RU486, GR LBD*"™/dex y GR LBD""?/dex, las estructuras optimizadas HF/6-31G**
de los esteroides se introdujeron en el GR LBD superponiendo los dtomos de carbono
del esqueleto de los anillos C y D con los atomos correspondientes del esteroide
cristalizado. Para los parametros del campo de fuerza de los ligandos, se calcularon las
cargas parciales atdmicas RESP (potencial electrostatico de restriccion) usando el
método HF/6-31G** en el programa de quimica cuantica Gaussian 09 (Frisch and Others,

2009) en las estructuras optimizadas correspondientes.

145


https://paperpile.com/c/SxAcUL/00su
https://paperpile.com/c/SxAcUL/00su
https://paperpile.com/c/SxAcUL/shiF
https://paperpile.com/c/SxAcUL/shiF

6.1.1.2. Simulacion de dinamica molecular clasica del GR LBD. La simulacién de
dindmica molecular se realiz6 con el paquete de software AMBER 18. Los parametros del
ligando se asignaron de acuerdo con el campo de fuerza general AMBER (GAFF) y las
cargas RESP correspondientes utilizando Antechamber. Los pardametros del campo de
fuerza FF14SB se usaron para los residuos del receptor. Los complejos se sumergieron
en una caja octaédrica de moléculas de agua TIP3P utilizando el moédulo Tleap, dando
sistemas finales de aproximadamente 35.000 atomos. Los sistemas se optimizaron
inicialmente y luego se calentaron gradualmente hasta una temperatura final de 300 K.
Todas las corridas de produccion de MD de 500 ns se realizaron a 300 K a presion
constante utilizando condiciones de contorno periddicas y el método Ewald de malla de
particulas (espaciado de rejilla de 1 A) para el tratamiento de interacciones
electrostaticas de largo alcance con un plasma neutralizante uniforme. La regulacion de
la temperatura se realizé utilizando un termostato Langevin con una frecuencia de
colision de 2 ps-1. El algoritmo SHAKE se us6 para mantener los enlaces que involucran
atomos de H en su longitud de equilibrio, lo que permitié el uso de un paso de tiempo

de 2 fs para la integracion de las ecuaciones de Newton.

6.1.1.3. Simulacion de dinamica molecular dirigida del GR LBD. El RMSD de los
atomos de Ca de los residuos H3 (556 a 579), H10-H11 (711 a 740) y H12 (751 a 766) se
empled como variable colectiva (CV) tal como se implementa en el paquete Amber
(Coutsias, Seok and Dill, 2004). Los sistemas GR LBD*" (CV = 0 A) y pseudo-GR LBD""®
(cv = 5,1 A) equilibrados por cMD se utilizaron como puntos iniciales y finales,
respectivamente, para dirigir las trayectorias SMD de 100 ns con una constante

arménica de fuerza de 300 Kcal/molA? en presencia de Dex, RU486 o sin ligando.

6.1.1.4. Umbrella Sampling del GR LBD. Se extrajeron 25 instantaneas con una CV
equidistante de 0,2 A de las trayectorias SMD y se prepararon para simulaciones de
Umbrella Sampling utilizando parametros como para cMD. Se realizaron tandas de
producciéon de 3 ns como para cMD. Solo los Ultimos 2 ns se integraron a través del

método Umbrella Integration (Kdstner and Thiel, 2005).
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6.1.1.5. Analisis de resultados. Las trayectorias se analizaron con CPPTRAJ (Roe and
Cheatham, 2013). La agrupacion de trayectorias en clusters se realizd mediante el
algoritmo de clusterizacion DBSCAN usando el RMSD como parametro. Las instantaneas
representativas se visualizaron con VMD (Humphrey, Dalke and Schulten, 1996). Las
fluctuaciones cuadraticas medias (Root Mean Square Fluctuation, RMSF) de los atomos
del receptor Ca y los diagramas de caja se calcularon durante los Gltimos 300 ns de las
trayectorias de cMD. El angulo entre dos hélices a se calculé utilizando un vector para
cada hélice. El vector de una hélice a se define por dos puntos determinados por el
centro de masa de cuatro atomos de Ca. Se eligieron los residuos 568-571 y 576-579
para los puntos inicial y final del vector H3B, residuos 712-715y 718-721 para los puntos
inicial y final del vector H10, y residuos 751-754 y 761-764 para los puntos inicial y final
del vector H12. Las representaciones graficas de las hélices a se obtuvieron con Bendix
(Dahl, Chavent and Sansom, 2012). Los graficos de Ramachandran se obtuvieron con el

servidor RAMPAGE (Lovell et al., 2003).

6.1.2. Complejos DBD/ADN

6.1.2.1. Estructuras iniciales del DBD/ADN. Para las simulaciones MD se prepararon
cuatro sistemas SR-DBD/SR-DBD/DNA. La secuencia y coordenadas de DNA para todos
los casos fue tomada del PDB ID:2c7a, del complejo PR-DBD/PR-DBD/DNA. Luego, se
reemplazd la cadena A, B o ambas de PR-DBD por la de GR-DBD (PDB ID:3g6p),
obteniendo los dimeros de DBD GR-GR, GR-PR, PR-GR y PR-PR. El estado de protonacidn
de los residuos His se evalud utilizando el servidor H++ (Anandakrishnan, Aguilar and
Onufriev, 2012), observandose que todas las histidinas se encuentran protonadas en g,

con una carga neta igual a cero.

6.1.2.2. Simulacion de dinamica molecular clasica de DBD/ADN. La dindmica
molecular se realizé con el paquete de software AMBER 18. Los parametros del ligando
se asignaron de acuerdo con el campo de fuerza general AMBER (GAFF) y las cargas

RESP correspondientes utilizando Antechamber. Los parametros del campo de fuerza
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FF14SB se usaron para los residuos del receptor, DNA.OL15 y el campo de fuerza
optimizado para dedos de zinc de 4 residuos ZAFF (Peters et al., 2010) para el ADN. Los
complejos se sumergieron en una caja octaédrica de moléculas de agua TIP3P
utilizando el modulo Tleap. Los sistemas se optimizaron inicialmente y luego se
calentaron gradualmente hasta una temperatura final de 300 K. Todas las corridas de
produccion de MD de 500 ns se realizaron a 300 K en un conjunto NPT utilizando
condiciones de contorno periddicas y el método Ewald de malla de particulas
(espaciado de rejilla de 1 A) para el tratamiento de interacciones electrostaticas de largo
alcance con un plasma neutralizante uniforme. La regulaciéon de la temperatura se
realizé utilizando un termostato Langevin con una frecuencia de colisién de 2 ps-1. El
algoritmo SHAKE se usé para mantener los enlaces que involucran atomos de H en su
longitud de equilibrio, lo que permitié el uso de un paso de tiempo de 2 fs para la

integracion de las ecuaciones de Newton.

6.1.2.3. Analisis de resultados. Las trayectorias se analizaron con CPPTRAJ (Roe and
Cheatham, 2013) y las instantaneas representativas se visualizaron con VMD (Humphrey,
Dalke and Schulten, 1996). Las fluctuaciones cuadraticas medias (Root Mean Square
Fluctuation, RMSF) de los atomos Ca del receptor se calcularon durante los Gltimos 300
ns de las trayectorias de cMD. Las distancias entre los residuos His453 y Tyr478 se
calcularon tomando el centro de masa de los anillos aromaticos. Las distancias entre los
residuos His453 y Cys478 se calcularon desde el atomo ND de la His453 hasta el atomo
de azufre de la cadena lateral de la Cys478. La agrupacion de trayectorias en clusters se
realizd mediante el algoritmo de clusterizacion DBSCAN usando el RMSD como

parametro.

6.1.3. Docking péptido-proteina. Se utiliz6 el protocolo de refinamiento FlexPepDock
del programa de libre acceso Rosetta (Raveh, London and Schueler-Furman, 2010).
FlexPepDock optimiza iterativamente el esqueleto carbonado y la orientacion del
cuerpo rigido del péptido en relacion con la proteina receptora, sumado a la

optimizacion de las cadenas laterales “sobre la marcha”, es decir durante la ejecucion
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del programa sin interrumpir el proceso. Los archivos de estructuras iniciales se crearon
a partir del PDB ID: 1m2z (cadena A) para el GR LBD y el coactivador TIF2. Las
coordenadas de TIF2 se utilizaron luego como molde o template para generar las
estructuras de los péptidos correguladores. Se obtuvieron 1000 soluciones para cada
péptido y se seleccion6 aquella con energia mas favorable como valor de energia de

interaccion.

6.2. Métodos Experimentales

6.2.1. Reactivos utilizados

6.2.1.1. Agonistas del GR y del PR. Dexametasona (DEX) (Cat. D4902), RU486 (Cat.
M8046) y R5020 (Cat. P0130) fueron adquiridos en Sigma (St Louis, MO, USA). Estas
sustancias se disolvieron en etanol absoluto (Merck) y para todos los ensayos se
prepararon soluciones 1000X que  fueron almacenadas a  -20°C.
21-hidroxi-6,19-oxiprogesterona  (210H-6,190P) (Vicent et al, 1997) vy
21-hemisuccinoiloxi-6,19-oxiprogesterona (21HS-6,190P) (Alvarez, Marti, Veleiro, Misico,
et al, 2008) fueron gentilmente proporcionados por el Dr. G. Burton

(UMYMFOR-UBA-CONICET).

6.2.1.2. Medios de cultivo celulares. El medio de cultivo Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM) (Cat. 12800017), Opti-MEM (CAT 31985070) Gibco, el
antibidtico-antimicético (penicilina-estreptomicina) (Cat. 25200-072) y la tripsina (Cat.
A40009) fueron adquiridos en Invitrogen (Carlsbad, CA, USA). El suero fetal bovino (SFB)
en Internegocios S.A. (Mercedes, Argentina). El antibidtico tetraciclina fue adquirido en

Sigma-Aldrich (St. Louis, EE.UU) por el laboratorio del Dr. Presman.
6.2.1.3. Suero delipidado. El SFB libre de esteroides se prepar6é de acuerdo con lo

descrito previamente (Lippman, Bolan and Huff, 1976). Brevemente, 10 ml de una

solucion 10X Carbén Dextrano (2,5% p/v de carbén activado (Sigma); 0,25% dextrano
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(Sigma) en 0,01 M Tris-HCl, pH 7.4) se centrifugaron a 12000 rpm durante 10 minutos. Se
descarté el sobrenadante y al precipitado se le agregaron 50 ml de suero fetal bovinoy
luego se incubd a 56 °C durante 30 minutos con leve agitacion. Seguidamente se
centrifugd y se repiti6 este procedimiento con un nuevo precipitado de
Carbdn-Dextrano. Finalmente, el suero resultante se filtré primero con un filtro de 0,45

umy luego con un filtro de 0,2 pm.

6.2.1.4. Polietilenimina (PEI). Se prepar6 polietilenimina (PEI) (PEI lineal de 25 kDa,
Polysciences, Inc., Cat. 23966) como solucién madre a una concentracion de 1 mg/mlen
un buffer que contenia HEPES 25 mM y NaCl 150 mM (pH 7,5). El PEl se agregd al buffery
se agitd en vortex hasta su completa disolucion. Luego, se esterilizé por filtracion con un

filtro de jeringa de 0,22 uM, se dividio en alicuotas y se congeld a -80 °C hasta su uso.

6.2.1.5. Jet PRIME. El buffer y reactivo de transfeccion JetPrime (Polyplus-Transfection

SA, Cat. 101000046) fueron gentilmente provistos por el laboratorio del Dr. Presman.

6.2.1.6. Kit Luciferase Assay System. El kit para la lisis celular y su reaccion con la
enzima luciferasa fue obtenido de Promega (Cat. E1501). El reactivo liofilizado se
disolvio en el buffer provisto seglin indicaciones del fabricante, se alicuotd y se guardé a

-80°C hasta su utilizacion.

6.2.1.7. Sonda Janelia Fluor JF549. El ligando Janelia Fluor® para la caracterizacion de

fusiones HaloTag® fue adquirido en Promega (Cat. GA1110).

6.2.2. Plasmidos utilizados

pFlag-hGRa: vector de expresion del gen GR-a humano clonado en el vector pPCMV-Tag
2 (Stratagene; Agilent Technologies, Inc.). Cedido gentilmente por la Dra. Rocha-Viegas
(IFIByNE, UBA-CONICET).

PEGFP-hPRb: vector de expresion del gen PR-B humano clonado en el vector pEGFP-N3

(Clontech Laboratories, Inc.) Gentilmente cedido por Carol Lange, Department of
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Medicine and Pharmacology, University of Minnesota Masonic Cancer Center,
Minneapolis, USA (Diep et al, 2013).

PEGFP-mGR: vector de expresion de EGFP fusionado al extremo N-terminal del GR de
raton. Posee resistencia bacteriana a kanamicina. Cedido gentilmente por el Dr.
Galigniana (IByME-CONICET, FCEN-UBA) (Presman et al, 2014).

pHalo-hPR-b: vector de expresion del gen PR-B humano clonado en el vector que
contiene el constructo HaloTag (Promega). Cedido gentilmente por el Dr. Presman
(IFIByNE, UBA-CONICET).

PMMTV-LUC: vector reportero que contiene el gen de luciferasa bajo el control del
promotor del virus de tumor mamario de raton (MMTV) que contiene elementos HRE.
pPTAT4-HRE-Luc: vector reportero que contiene 4 copias del HRE del gen tirosina
aminotransferasa subclonado rio arriba de un promotor minimo de Drosophila alcohol
deshidrogenasa y el gen de luciferasa. Cedido gentilmente por la Dra. Liberman
(CEBBAD-UMAI).

pTK2-HRE-Luc: vector reportero inducible por glucocorticoides que contiene un
promotor minimo y dos sitios HRE. Cedido gentilmente por la Dra. Liberman
(CEBBAD-UMAI).

pP2C7A-HRE-Luc: vector reportero con la secuencia AGAACAgttTGTTCT subclonada en el
vector PGL3-promoter (Gene Universal Inc., Newark, DE).

pPFKBP5-HRE-Luc: vector reportero con la secuencia AGAACAcccTGTTCT subclonado en
el vector PGL3-promoter (Gene Universal Inc., Newark, DE).

pRSV-LacZ1: vector que contiene el gen de b-galactosidasa bajo el promotor del virus

de sarcoma de Roux (RSV) (Clontech Inc., Palo Alto, CA).

6.2.3. Preparacion de plasmidos a gran escala

6.2.3.1. Preparacion de bacterias competentes

Este procedimiento es llevado a cabo por el Lic. Clemente en IFIByNE-UBA-CONICET.
Bacterias de la especie Escherichia coli, cepa DH5a fueron cultivadas en medio LB (10
g/l peptona; 5 g/l Extracto de levadura; 5 g/l NaCl) a 37°C hasta alcanzar una densidad

Optica (OD) de 0.3. A5 ml de ese cultivo se le agregaron 100 ml de LBy se creci6 hasta
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una OD de 0.5. Posteriormente se mantuvo el cultivo durante 10 minutos a 0°C y se
centrifugd por 10 minutos a 3000g a 4°C. El sobrenadante fue descartado y el pellet se
resuspendio en 40 ml de TFBI: 30 mM Acetato de potasio; 100 mM KCl; 10 mM CacCl,; 50
mM MnCl,; 15% Glicerol; pH 5.2. Se dejé en hielo por 5 minutos y se centrifugd
nuevamente por 10 minutos a 3000g a 4°C. Se descarté el sobrenadante y el pellet se
resuspendio en 4 ml de TFB Il: 10 mM MOPS; 75 mM CacCl,; 10 mM KCl; 15% Glicerol; pH
6.5. A continuacion, se dejé reposar las células en hielo durante 15 minutos para luego
guardarlas a -70°C en alicuotas de 200 pl. Las bacterias se utilizaron a partir de las 48

horas de haber realizado este procedimiento.

6.2.3.2. Transformacion de bacterias competentes

Con 1 pl de cada plasmido a amplificar, se transformaron bacterias competentes
Escherichia coli de la cepa DH5a mediante shock térmico a 42 °C durante 90 segundos. A
continuacion, se incub6 en medio LB liquido, sin antibidtico, a 37°C durante 30 minutos
en agitacion permanente. Las bacterias se plaquearon en placas de Petri, de agar-LB (LB
+ 15 g/L de Agar) con ampicilina (100 pg/ml) o con kanamicina (100 ug/ml),
dependiendo del tipo de resistencia del plasmido. Las placas fueron puestas en estufa a
37°C durante 16 horas. Posteriormente se picaron algunas colonias y se realizaron
minicultivos en LB conteniendo el correspondiente antibiotico a 37°C durante 16 horas,

en agitacion permanente.

6.2.3.3. Preparacion de plasmidos

Este procedimiento es llevado a cabo por la Dra. Avendano en IFIByNE-UBA-CONICET.
Los minicultivos obtenidos fueron luego cultivados durante 24 horas en 400 ml de
medio TB (1.33% Peptona; 2.675% extracto de lavadura; 0.4% Glicerol; 0.26% KH,PO,;
1.39% K,HPO,) con el correspondiente antibiotico (Ampicilina 100 ug/ml o Kanamicina
100 pg/ml). Se centrifugaron las bacterias 15 minutos a 4000 rpm y se descartd el
sobrenadante. Las bacterias fueron resuspendidas en 10 ml de Solucién I (25 mM Tris-
HCl pH 8; 10 mM EDTA pH 8), se agitaron durante 5 minutos y se les agregd 20 ml de
Solucidn 11 (0.2 M NaOH; 1% SDS). Luego se mezclé por inversion y se dejé a 0°C por 20
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minutos. Posteriormente se colocaron 15 ml de Solucién Ill (3 M Acetato de potasio;
11.5% Acético glacial pH=5.2), se mezcl6é por inversidn por 5 minutos a 0°C, y se
centrifugd por 30 minutos a 10000 rpm a 4°C. Al sobrenadante se le agregaron 0.6
voliumenes de isopropanol, se mezclo, y dejé 20 min a -20°C. Se centrifugd 1 hora a 5000
rpm a 4°C y se descarto el sobrenadante. El pellet fue resuspendido en 3 ml de TE (10
mM Tris-HCl pH 8; 1 mM EDTA), se agregd igual volumen de LiCl 5 M (frio), se mezclé y
centrifugd a 10000 rpm por 5 minutos en frio. Se colectd el sobrenadante, se le agregd
igual volumen de isopropanol, se mezcld y centrifugd 5 min a 10000 rpm a 4°C. El
sobrenadante se descarto, el pellet fue resuspendido en 0.5 mlde TE y se agreg6 1 ul de
ARNsa A 20 mg/ml incubando durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente se agrego igual volumen de 13% polietilenglicol (PEG) en 1.6M NaCl, se
mezclo y se centrifugd 5 minutos a 13000 rpm. El pellet obtenido se resuspendié en 400
ml de TE. Se realizaron extracciones con 1 volumen de fenol saturado en Tris EDTA (TE)
(una vez), 1 volumen fenol (saturado en TE): cloroformo (1:1) (2 veces), y 1 volumen
cloroformo (una vez). Se agregd 0.1 volumen de Acetato de sodio 3 M pH 5.2y 2.5
volimenes de etanol (ETOH) 100 %. Se dej6 20 min a -20°C. Por ultimo, se centrifugd 15
minutos a 13000 rpm, se lavd con 70 % ETOH y se resuspendié el pellet en 200-500 ul de
TE. La concentracién de ADN obtenida se calculé como (ug de ADN/ul) =0D260 x50 x F
dil/1000. La concentracién de ADN se determind utilizando el Nanodrop 2000 (Thermo

Fisher Scientific).

6.2.4. Lineas celulares

HEK-293-T: linea derivada de células embrionarias de rifidn humano, cultivada en
medio DMEM suplementado con 10% SFB y 100 ug/ml de penicilina/estreptomicina
(Gibco).

T47D-A1/2: linea celular derivada de la linea T47D-wt, a la cual se le expresé en forma
estable el GR de rata (Nordeen et al, 1989). Dichas células fueron cultivadas en medio
DMEM suplementado con 10 % SFBy 100 pug/ml de penicilina/estreptomicina (Gibco).
D4-GR-KO: Células derivadas de la linea 3134, que tiene incorporado en su genoma un

cassette génico en tandem de aproximadamente 200 copias que contiene el promotor
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MMTV y el gen Ha-Ras (Walker, Htun and Hager, 1999). Luego, se modificd para expresar
GFP-GR bajo el control de un promotor reprimible por tetraciclina, obteniendo la linea
celular 3617 (McNally et al., 2000) Finalmente, la linea 3617 se modificé utilizando
CRISPR/Cas9 para eliminar la expresién enddgena de GR y GFP-GR (Paakinaho et al.,
2019). Se cultivaron en medio DMEM suplementado con 10% SFB, 5 ug/ml tetraciclina
(Sigma-Aldrich) y 100ug/ml de penicilina/estreptomicina (Gibco).

Todas las lineas fueron crecidas a 37°C en atmdsfera humeda conteniendo 5 % CO,.

6.2.5. Tratamientos en las lineas celulares

La dexametasona y R5020 se utilizaron en concentraciones finales de 10° M o segln se
indica. Los controles se realizaron agregando solo el vehiculo al medio de incubacion.
En todos los casos, los tratamientos fueron asignados al azar a cada placa de células, y

cada tratamiento se realizd por duplicado (réplicas independientes).

6.2.6. Transfecciones transitorias

6.2.6.1. Transfecciones con polietilenimina (PEI)

Las células HEK-293T fueron transfectadas en forma transitoria empleando en agente de
transfeccion polietilenimina (Polysciences, Inc.) segin el siguiente protocolo: cuando
las células alcanzaron 70 - 90% de confluencia, se tripsinizaron con 1 ml de tripsina
0.25% (Hyclone), se resuspendieron en 5 mL de DMEM con 10% SFB, se contaron en una
camara de Neubauer y se sembraron 100.000 células por well por placa p12 en un
volumen final de 700ul de DMEM con 10% de SFB. Se dejaron en incubacién por 36 h.
Una hora antes de la transfeccion se cambid el medio por 320ul de DMEM sin suero ni
antibioticos y se dejaron en incubacion. Luego, se prepard la mezcla de transfeccion de
la siguiente forma: en un tubo Eppendorf se colocé NaCl 0.15M junto con el ADN a
transfectar; en otro, el medio de cultivo Opti-MEM junto con la PEI. Luego de 5 minutos,
se mezcld el contenido de ambos tubos, se dejé reposar 25 minutos a temperatura
ambiente y se agregd gota a gota 30ul de la mezcla a cada well. Las células se incubaron
3.5 h, se reemplazé el medio por 500ul de DMEM con 2% de SFB delipidado, se aplicaron

los tratamientos correspondientes y se incubaron nuevamente por 18 h. Finalmente, las
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células fueron lisadas para determinar la actividad de Luciferasa y B-galactosidasa

como se indica en la seccién 6.2.6.3.

6.2.6.2. Transfecciones con JetPRIME

Las células D4-GR-KO fueron transfectadas de la siguiente manera: las células
tripsinizadas se resuspendieron en 5 mL de DMEM con 10% SFB, 1% penicilina-
estreptomicina y 5 ug/ml tetraciclina, se contaron en una camara de Neubauer y se
sembraron 200.000 células sobre un vidrio estéril de 25mm en una placa p35 con un
volumen final de 2mL de DMEM con 10% SFB, 1% penicilina-estreptomicina 'y 5 pg/ml
tetraciclina. Luego de 24 h de incubacidn, se quité 1mL de medio y se preparé la mezcla
de transfeccion de la siguiente manera: para cada condicion de transfeccion, se
colocaron en un tubo Eppendorf 200ul de buffer de transfecciéon y el ADN, se mezcl6
suavemente y se agrego el reactivo JetPRIME en relacion 3:1 reactivo-ADN. Se centrifugd
por 10 segundos, se dejo reposar 10 minutos a temperatura ambiente y se agrego gota a
gota todo el contenido del tubo Eppendorf a la placa correspondiente. Se incubd por 4
h, se cambid el medio por 1.5 mL de DMEM sin rojo fenol, con 10% suero delipidado y 5
ug/ml tetraciclina y se incub6 por 18 hs. Finalmente, las células se trataron con Dex
10°M y/o R5020 10°M y a los 60 min se montaron las células en el microscopio con
control de temperatura y CO2, obteniéndose imagenes por microscopia hasta las ~3

horas de estimulo.

6.2.6.3. Incubacion con sonda Janelia Fluor JF549

Se prepard una mezcla de 700 pl de DMEM sin rojo fenol con 10% SFB delipidado, 5
ug/ml tetraciclina y 1.4 ul de solucién de sonda Janelia Fluor JF549 25uM por placa p35
a tratar. Se aspir6 el medio de las células transfectadas con pHalo-hPRby se incubaron
con esta preparacion por 1 hora a 37°C con 5% CO,, se aspird el medio y se realizaron 4
lavados con DMEM sin rojo fenol. Finalmente, se agregdé 1 mL de DMEM sin rojo fenol con
10% SFB delipidado y 5 pg/ml tetraciclina, se las incubd por 1 horay se estimulé como

en el caso anterior.
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6.2.6.4. Determinacion de la actividad de Luciferasa

Luego de la aplicacion de los tratamientos a las células transfectadas, las células
HEK-293T y T47D-A1/2, fueron lavadas con PBS y lisadas con 130 ul de Buffer de Lisis
(Cell Culture Lysis Reagent E153A, Promega). A continuacion se trasvasaron los lisados a
tubos Eppendorf, se centrifugaron 5 minutos a 13000 rpm y se recuperaron los
sobrenadantes. La determinacion de los niveles de actividad de luciferasa se realizd
utilizando el kit Luciferase Assay System (Promega, Cat. E1501); 40 ul del sobrenadante
fueron incubados con 15 ul del Buffer de ensayo (Luciferase assay Buffer, Promega) en
oscuridad parcial, y se cuantifico la actividad de luciferasa en un luminémetro

(Varioskan LUX, Thermo Fisher Scientific Inc.).

6.2.6.5. Determinacion de la actividad de B-Galactosidasa

La deteccion de la actividad de la enzima B-Galactosidasa se realizd mediante un
método colorimétrico (Ausubel et al., 1994). A 5 ul de muestra (sobrenadante obtenido
en el punto 6.2.6.4) se le agregaron 110 ul de Buffer Z (60 mM Na2HPO4; 40 mM
NaH2PO4; 10 mM KCl; 1 mM MgS04; 0.27% B-Mercaptoetanol) junto a 25 pl de
orto-nitro-fenil-galactopirandsido (4 mg/ml ONPG, Sigma) y se mantuvo a 30-35°C hasta
observar la aparicion de color amarillo. La reaccion se detuvo (en todas las muestras al
mismo tiempo) con 62 pl de Na,CO; 1M y se determind la absorbancia a 415 nm con un
espectrofotometro (Varioskan LUX, Thermo Fisher Scientific Inc.). Cada muestra se

determiné por duplicado. Como blanco de reaccidn se utilizé la solucion de ensayo.

6.2.6.6. Determinacion de la concentracion de proteinas por el método de Bradford.
Esta deteccidn se realizd6 mediante un método colorimétrico (Bradford, 1976). A 200 pl
de Solucién de Bradford se le agregaron 5 pl de muestra (sobrenadante obtenido en el
punto 6.2.6.4). Se determind la absorbancia a 595 nm con un espectrofotdmetro
(Varioskan LUX, Thermo Fisher Scientific Inc.). Cada muestra se determind por

duplicado. Como blanco de reaccidn se utilizé la solucidn de ensayo.
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6.2.7. Ensayo de microarreglo de péptidos MARCoNI (Microarray Assay for Realtime
Coregulator-Nuclear receptor Interaction).

El ensayo se lleva a cabo en un microarray (PamChip®) que consta de 117 péptidos
Unicos derivados de correguladores, ubicados en un portador de éxido metalico poroso.
Cada péptido contiene un motivo de union a NR incluyendo secuencias LXXLL o
LXXXIXXXL, derivadas de proteinas coactivadoras o correpresoras conocidas,
respectivamente (Koppen, Houtman and Pijnenburg, 2009). En total, 67 proteinas estan
representadas por estos péptidos. El NR a estudiar se estimula y se transfiere a los
microarrays, donde se incuba e hibrida con los péptidos inmovilizados. Las
interacciones entre péptidos y NR se visualizan mediante marcaciéon con anticuerpos
fluorescentes y se detectan a través de una cdmara integrada en el PamStation® (Desmet
et al., 2014). Este ensayo fue realizado por René Houtman (PamGene International,
Paises Bajos) como parte de un trabajo en colaboraciéon con nuestro grupo, Onno C.
Meijer (Leiden University Medical Center, Paises Bajos) y Gerardo Burton (UMYMFOR-
CONICET-UBA).

6.2.8. Estudios por microscopia de fluorescencia

Los experimentos de microscopia de fluorescencia se llevaron a cabo en colaboracion

con la Lic. Lafuente del laboratorio del Dr. Presman.
6.2.8.1. Estudios de Numero y Brillo (N&B)

6.2.8.1.1. Obtencion de las muestras bioldgicas.

Las células D4-GR-KO fueron cultivadas sobre cubreobjetos circulares y transfectadas
como se indicé en la seccién 6.2.6.2. Luego, se coloco el cubreobjetos en la cdmara de
montaje, con 1 mL de medio DMEM sin rojo fenol con 10% SFB delipidado y 5 ug/ml

tetraciclinay se la ubicé dentro de la incubadora para la observacion.
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6.2.8.1.2. Obtencion de las imagenes por microscopia confocal.

Las imagenes se tomaron en las instalaciones del Centro Weber de Microscopia de
Fluorescencia (CMA-MF), FCEN-UBA, en un microscopio confocal de barrido laser LSM
980 (Carl Zeiss, Inc.) equipado con una cdmara incubadora. Se tomaron imagenes de las
células desde 60 min hasta un maximo de 3 h después de la adicion del estimulo. Se
utilizé un objetivo de inmersion en aceite de 63x (NA=1,4). Para la excitacion de GFP, se
utilizé un laser Argdn multilineal ajustado a 488 nm, con una potencia de laser de 3 pW.
Para la excitacion de JF549, se utilizd un laser de 543 nm, con una potencia de laser de
12.18 uW. Ambas senales se separaron con un detector espectral con el canal verde
ajustado en el rango 490-543 nm vy el canal rojo en 606-694 nm. La fluorescencia se
detecté con un detector GaAsP en modo de recuento de fotones (photon-counting
detection). Una vez seleccionada la célula a analizar, se tomaron 120 imagenes (256x256
pixeles) secuenciales, con una velocidad de barrido de 8.19 ps/pixel y un tamarfio de
pixel de 80nm. El tiempo entre imagenes fue de 1.26 s. El tiempo aproximado de toma
de imagenes para cada célula es de 2.5 minutos. Se descartaron las 5 primeras para
reducir el fotoblanqueo de imagenes en los resultados. En una sesidén de trabajo

(aproximadamente 8 horas) se pueden medir hasta tres condiciones.

6.2.8.1.3. Analisis de las imagenes y calculo del Brillo.

Las imagenes fueron analizadas siguiendo el protocolo descripto en (Jiménez-Panizo et
al., 2022), usando el algoritmo N&B del programa "SIMFCS 2.0” (Global Dynamics). Con
este programa se determina la intensidad media ({I)) y la varianza (¢®) de cada pixel a
partir de los valores de intensidad obtenidos en cada una de las 120 imagenes
secuenciales de cada célula. El brillo aparente (B) se calcula como el cociente entre o” y
(Iy para cada pixel de la imagen mientras que el nimero aparente de particulas en
movimiento corresponde al cociente entre (I) y B (Ecuaciones 4.1 a 4.3). La salida de
datos del programa es un histograma de los 65536 (256 x 256) pixeles de la imagen para
B, es decir, el nimero de pixeles que presentan un determinado brillo aparente.
Seleccionando el cluster de pixeles a analizar (en nuestro caso el nlcleo o el array

MMTV), y mediante la obtencion del histograma para ese cluster, se puede calcular el
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brillo aparente medio para ese conjunto de pixeles. Esto se logra mediante la
aproximacion de los datos a una distribucion normal de Gauss, y fue realizado con la
funcién Solver del programa Excel® 2000. Digman et al. demostraron que B es igual al
brillo real (g) de las particulas mas uno (Digman et al., 2008). Por lo tanto, el valor del
brillo € en cada pixel de las imagenes se puede extraer facilmente de las medidas B. Es
importante destacar que este analisis sélo proporciona informacion sobre las moléculas
fluorescentes en movimiento o fluctuantes, ya que las moléculas fijas (en relacion con
nuestro marco de tiempo) daran valores de B iguales a 1. Los experimentos se repitieron
de forma independiente dos veces para cada tratamiento/condicion y se analizaron al

menos 15 células por tratamiento.

6.2.8.2. Estudios de Correlacion Cruzada de Brillo (Bcc)

El estudio de dos moléculas Ay B cuya emision de fluorescencia pueda ser discriminada
entre si, permite combinar la informacion proveniente de la serie temporal de imagenes
en los dos canales para analizar si dichas moléculas forman parte de un
hetero-complejo o si se mueven de manera independiente. Para ello, se debe
determinar un parametro adicional denominado correlacion cruzada de brillo
(Cross-Correlation Brightness, Bcc) (Digman et al., 2009). La misma se obtiene a partir de
la covarianza de intensidades entre ambos canales (0.’ ) normalizada respecto a la

intensidad promedio de ambos canales y se la define como:

B oo =
= AL

Este tipo de analisis se puede realizar para todos los pixeles que conforman una

Ec. (4)

region de interés. Al representar los valores de Bcc obtenidos para el conjunto de pixeles
en un histograma, se puede evaluar estadisticamente la formacién de heterocomplejos.
Si este histograma esta centrado en cero (B.= 0), implica que las fluctuaciones de
intensidad entre los dos canales son independientes, indicando la ausencia de

interaccion (Figura 6.1). Si existe una correlacion positiva (B, > 0) implica que ambas
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particulas estan interactuando y podrian formar parte de un mismo complejo (Digman

et al, 2009) (Figura 6.1).

. 'No hay correlacion Hay correlacién !j

Intensidad de
fluctuacion

Intensidad de
fluctuacion

Cuadros Cuadros

02 0 02 04 06
Bec

Figura 6.1 Analisis de correlacion cruzada de brillo (Bcc). Distribucion de los valores de
Bcc de cada pixel a. cuando no hay interaccion b. cuando existe interaccion. Adaptado
de (Presman etal.,2014)

6.2.8.2.1. Condiciones de adquisicion de Bcc

El analisis de Bcc se realizd con los mismos datos obtenidos de N&B, descripto en el
punto 6.2.8.2. El valor de Bcc se determind siguiendo los procedimientos descritos por
Digman (Digman and Gratton, 2009; Digman et al., 2009) para cada pixel

correspondiente al nicleo.

6.3. Analisis estadistico.

El andlisis estadistico se realiz6 con el programa GraphPad Prism version 8.0.0 para

Windows, GraphPad Software, San Diego, California USA.

6.4. Generacion de imagenes.

Las imagenes originales fueron generadas en BioRender.com y Adobe Photoshop
version CS6 para Windows. Las imagenes modificadas de otras fuentes fueron editadas
con Adobe Photoshop version CS6 para Windows. Las imagenes correspondientes a
estructuras cristalograficas y dindmicas moleculares fueron generadas con la funcion

render de VMD.
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