» Seializacion por
receptores de membrana

- Segundo mensajero intracelular
» Regulacion de la actividad enzimatica

proteinas

Quinasas / fosfatasas
Proteinas G

AMP | Ca? * Factores de transcripcion
c a**

controlados por hormonas
* Regulacion de la expresion génica

> Sefalizacion por
receptores nucleares

Enrique Castro, 2003



Senalizacion por
contacto celular
(extracelular, no difusible)

Senalizacion por
molécula

secretada
(extracelular, difusible)

Mol. senal |
Receptor

mensajero,

molécula sefial™® ®
@
Senalizacion
receptor (SR citosélica directa
A A (intracelular, difusible,
diana OB via gap junctions)

Receptor
Nuclear

Receptor de
membrana

Mol. senal

hidrofdbica Mol. senal

hidrofilica

.+ "\, Proteina
.i )it iw\ transportadora

Receptor

Receptor
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Diferencias entre clases de mediadores extracelulares

Propiedad Esteroides Tiroideas Péptidos y Neuro-
proteinas transmisores

Regulacion de la | Si Si Si Si

sintesis

Almacenamiento @ No Como proteina | Granulos de Vesiculas de
secrecion secrecion

Mecanismo de Difusién pasiva | Proleolisis y Exocitosis Exocitosis

secrecion a través de difusién

membrana

Unién a Si Si Muy raro No

proteinas

plasmaticas

Vida media Horas Dias minutos segundos

extracelular

Mecanismo de Metabolizacion | Metabolizacién | Hidrdlisis Recaptacion,

eliminacién enzimatica enzimatica extracelular inactivacion
intracelular intracelular extracelular
Duracion de la Horas a dias Dias Minutos- Segundos-
accién segundos milisegundos
Tipo de receptor | intracelular nuclear De membrana | De membrana

Mecanismo de

Control directo

Control directo

2° mensajero

2° mensajero

accion de la de la citosolico citosolico o
transcripcioén transcripcion corrientes
ionicas
\ J L J
Y Y
Receptores Receptores
Nucleares de Membrana

Enrique Castro, 2003



Senales extracelulares

Consideraciones terminolégicas

Clase Sintesis Alcance Accion Estructura
Hormonas Glandula Circulaen Variable Aminas (Adr)
endocrina sangre rapida (Adr) Esteroides (cortisol)
lenta (tiroideas)) Proteinas (FSH, LH)
Péptidos (MSH, ACTH)
Neurotransmisores | Terminales Hendidura Muy rapida, Aminas (NA, Ach, 5-HT)
presinapticos sinaptica transitoria aa (Glutamato, GABA)
ms-min péptidos (opioides)
Neuromoduladores | Neuronas, paracrino Sostenida, Adenosina
sinapsis varios minutos péptidos (NPY,
endorfinas)
Factores de Células Autocrina/ Sostenida Proteinas
crecimiento inespecificas paracrina horas-dias (EGF, IGF, NGF, TGFp)
Mitogénesis,
diferenciacion
Citoquinas Células Autocrina/ Sostenida horas- Proteinas, (Interferones,
inespecificas paracrina dias interleuquinas, IL, TNFa)
leucocitos proliferacion,
diferenciacion
Autacoides diversas Autocrina/ variable Aminas,
paracrina péptidos

Enrique Castro, 2003
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Superfamilia de
Receptores Nucleares

> Hormonas hidrofobicas
- Atraviesan membranas
* Necesitan transportadores sanguineos
* precursores/sintesis local

> Receptores intracelulares
» Estructura y secuencia conservada
* Factores de transcripcion controlados
por hormonas

> Funciones: Regulacion de la expresion génica

- Esteroides
Glucorticoides: Reaccidn estrés, Gluconeogénesis, lipolisis
mineralcorticoides: Transporte Na*, K*y Cl- en rifidn
andrdgenos/estrdogenos: C. sexuales, ciclo menstrual
progestdgenos: gestacion

- Tiroideas: Metabolismo basal, desarrollo

* Retinoides (Vit. A): Retina, epitelios

» Vitamina D: Metabolismo del Ca?* (intentino y hueso)

* Otros Proliferacion

Diferenciacion
Morfogénesis

> Especificidad de la accion

+ sintesis/degradacion/presentacion de la hormona
- dimerizacion/heterodimerizacion
- Variabilidad en HREs

* Reclutamiento de co-activadores/co-represores
Enrique Castro, 2003



Estructuras de
Hormonas liposolubles

C\H3
OH ﬁk OH PA c=o0
ER
HO o) o
Estradiol Testosterone Progesterone
CH,OH
GR CH20H H(‘) \
\c::o o—cH S=0O
HO --OH MR
o}
O// Aldosterone RAR
Cortisol . R
o
a. Trens-Relinoieo-
TR
q
| | | ST RxR
HO‘%}-O CHp = CH— COOH \u Rhe
A
1 1
Y 3,5,3-L-triodothyronine {7s) 9-cis retinoic acid
PPAR
o]
" "\“_'/\/\ZLOH
N
VDR ; X

15-deoxy-A'2.% -prostaglandin J,
1,25-dihydroxyvitamin D3

HO OH
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Modos de acceso del ligando

d
d ) ) H. esteroides
endocrino  y roideas

v

Albumina
CBP
Transtiretina

Proteina

transportadora
(a- y p-globulinas)

RBP
VDBP

sintesis
enzimatica

o

b) Local, de c) Local, de
prohormona sustrato intracelular
retinol
vitamina D prostaglandina J

farnesoides?

Enrique Castro, 2003



Receptores de esteroides:
localizacion citosolica

LBD

DBD
AD

Complejo impor’tacién
hsp90 5 al nucleo

o

complejo de
union inactivo

degradacién

' a

proteina

transportadora _Irlterfaz de'
union a proteina

\

S

Inmunofilinas con
dominio tetratrico

péptido

Dominio de
uniéon a TPR

Enrique Castro, 2003



F. de Receptores Nucleares:
Estructuras conservadas

DBD LBD CoA
AF1 AF2
\ poR
variable unién DNA unién ligando
100-500 aa 66-68 aa 225-285 aa
42-94% 15-57%

Largos: Homodimeros

>185aa 1 T | 777777 1553 ER
(I —— | T 946 PR
1 | R GR

Cortos: Heterodimeros
1 [ D 408 TR
<185 aa {

1 [ | 7432 RAR
1 | T 1427 VDR

Enrique Castro, 2003



Estructura de
Receptores Nucleares

“Activation
Domain

Enrique Castro, 2003




structura de los dominios DBD

G,, H
C4 /S\ é k N g
5 " c. B
D w
Dedos de Zn: " : 5 .
10
| BV 4
Union al DNA Ned [E 6% N o
. £ Zny
b A ¢
G o/ \ A
30 40 C 70 80
KAFFKRSIQGHNDYM RLRKCYEVGMMKGGIRKDRBQQ _

H,N-INABN C [ D_| E [ F ]-COOH

Activacion P Union al DNA T -—o Union hormonal, dimerizacion, activacion
transcripcional _ -~ e transcripcional

- P
- =
- -

5

- 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 —
ER mkeTrRy CAVC NDYASGYHYGVWS C EGC KAFFKRS |QGHNDYMCPATNQCT IDKNRRKSCQA CRLRKCYEVGMMKGGIRKDRRGG

GR CLVC SDEASGCHYGVLTC GSCKVFFKRAVEGQHNYLCAGRNDC! IDKIRRKNCPACRYRKCLQAGM
TRb CVVC GDKATGYHYRC | TCEGCKGFFRRTIQKN*SYSCKYEGKCVIDKVTRNQCQE CRFKKCIYVGM
PR CLICGDEASGCHYGVLTC GSCKVFFKRAMEGQHNYLCAGRNDCIVDKIRRKNCPACRLRKCCQAGM
VitD CGVC GNRATGFHFNAMTC EGCKGFFRRSMKRKALFTCPFNGDCRI TKDNRRHCQA CRLKRCVDIGM
RAR CFVC ODKSSGYHYGVSAC EGCKGFFRRS IQKNMVYTCHRDKNC |1 INKVTRNRCQY CRLQKCFEVGM
Caja D:
Dimerizacion

AGGTCANNNTGACCT

HRE

Caja P:
union a hemi-elemento
hexamero HRE

Enrique Castro, 2003



" Unién al DNA: Elementos de

Respuesta

(MR, PR, AR) GRE

ERE
secuencias
consenso

VDRE

Rep.etlcmnes TRE

directas
RARE
GR dimérico
DR3

w -
G OF 3

Enrique Castro, 2003

a Hormonas (HREs)

—

5" AGAACA(N); TGTTCT 3 .
3 TCTTGT(N); ACAAGA &’

—

> palindromicos

——

5 AGGTCAI(N); TGACCT 3’ |
3’ TCCAGTI(N), ACTGGA 5’

G——

— —

5" AGGTCA(N); AGGTCA 3’

3’ TCCAGT(N); TCCAGT 5’ DR3

—____.

5" AGGTCA(N), AGGTCA 3’

3" TCCAGTI(N), TCCAGT 5’ DR4

— —

5 AGGTCAIN); AGGTCA 3 o
3’ TCCAGT(N); TCCAGT 5’

Espaciado impone
geometria de
dimerizacién




Receptores Nucleares: LBDs

> Estructura
- Todo alfa
» Union de ligando
(ndcleo hidréfobo)
- Interfaz de dimerizacion
(heptadas en -hélice)

. .. vista axial
> Activacion

» Cambio conformacional inducido por ligando
- AF2: motivo @peXEypy
(unién de LXXLL)
N Interfaz de N
dimerizacién, » - holo-LBD
Heptadas hidrofébicas (ocupado)

H9-H10

apo-LBD
(desocupado)

AF-2 ()
c \</

XE

Tamoxifen
bloquea

Bolsillo hidrofébico

C .z
Enrique Castro, 2003 (uniéon a LXXLL en N-CoA)



Receptores Nucleares:

° ° W 4
Dimerizacion
» Grupo I: » Grupo II:
R. de esteroides Heterodimeros RXR
* DNA: Palindromos * DNA: Repeticiones directas
- Homodimeros simétricos - heterodimeros asimétricos

* apo-RXR obligatorio en 5'

GR glucocorticoides TRa,B H. tiroideas
MR mineralcorticoides RARa,B,y trans-RA
PR progesterona VDR 1,25(0OH),D,

AR andrégenos

PPARaq,B,y eicosanoides
ER estrégenos

» Grupo III: » Grupo IV
R. huérfanos dimericos R. huérfanos monomeros
- DNA: Repeticiones directas - DNA: core+5'
- homodimeros asimétricos - monomeros?

=~ RXRa,B,y 9-cis-RA(DR1)
COUP/ARP ?
HNF -4 ?
C—==_0 1

RNGFI-B ?
EFP/SF-1 ?

i)

Enrique Castro, 2003



R. Nucleares: especificidad

> Disponibilidad diferencial

» Expresion del receptor Q
- Disponibilidad de hormona
(sintesis, degradacion, presentacion) \ /
> Dimerizacion combinatoria

* Orientacion de hemisitios
(homo/hetero, simetria)

» Espaciador: regla 1-5 Q! Q!
(1_ I .z +ai ) -I::><:I— = e D

. rc.ms acion+giro Palindromo R Directa R. Inversa
* Variabilidad en HREs (simétrico)  (asimétrico) (simétrico)

-+ Reclutamiento N-CoA/N-CoR

Heterodimeros RXR/ZZZ

RXR silente
DR4 DR5
D:> :>D:> :}a\ :}a@ :>DE>
NNN NNNN NNNNN
RARq,B,y PPAR VDR TRa,8 RARa,B.y
RXR activo
:>D:> Q)D@ C/>D{>
NNNN NNNNN
PPAR LXR NGFI-b
RXRa,B,y

Enrique Castro, 2003
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eceptores nucleares: Acciones

> Funciones: Regulacion de la expresion génica

- Esteroides
Glucorticoides: Reaccidn estrés, Gluconeogénesis, lipolisis
mineralcorticoides: Transporte Na*, K*y Cl- en riiidn
andrdgenos/estrdogenos: C. sexuales, ciclo menstrual
progestdgenos: gestacion

- Tiroideas: Metabolismo basal, desarrollo

* Retinoides (Vit. A): Retina, epitelios

* Vitamina D: Metabolismo del Ca?* (intentino y hueso)

- Otros

Proliferacion
- Diferenciacion
Oy & ¥ activacién MOf‘ngéHCSiS

R. Nucleares

transcripcion de genes
de 12 respuesta

l l

. “\
P:?elnas:; /

. Proteinas de
12 respuesta 2% respuesta

o b
Termina 12 Eﬁ e 4‘ ..
respuesta
? /@
od T
represor

Factor de transcripcion

Enrique Castro, 2003



"R. nucleares: Co-moduladores

N-CoR
SMRT

Reclutamiento de
co-represor

> Represion transcripcional
» Union a zona D (bisagra)
* Represion basal

> Activacion transcripcional
- AF1: TFIIB (RNApol IT)

Reclutamiento - AF2: Co-activadores (LXXLL)

de co-activador

motivos
LXXLL

motivos

LXXLL
TeaoRr i
bHLH Rico en S/T (CBP) (PR)
(DNA) (RAR, ER, TR) (p300)
Zn1 Bromo Zn2 Zn3
CBP 1- 2441
p300
NR STAT2 CREB E1A SRC-1
Jun Fos
TFIIB
TBP

Enrique Castro, 2003



Receptores Nucleares:
Requlacion Transcripcional

SMRT/N-COR

Basal
machinery

Co-activator

.

DR4

ACTIVATED

DR4

REPRESSED

Remodelacion de
p160/CBP/PCAF Complex o romatina

NE

NR
%4@ S G

Y

Represién por interaccion DRIP/TRAP Complex

con AP-1 N

Activacién de RNA pol i

Enrique Castro, 2003



l ; : Céafcthfator complex : — I

Activation .
Histone m

: acetylation e -—K
3 (WA | Y ol
Huclear receptors " £, ‘ ) ; ) r e @

- R§ ”-;

Histone
deacetylation

(o) Comer)

Repression
i Mediator

Corepressor complex

Reguiation of nuclear receptor funclions by multiple coactivator and
corepressor complexes. Prolein complexes implicated in hormonal
regulation of gene transcription are shown. Unknown factors within the
complexes are indicated by their apparent molecular sizes (in
kilodaltons). Placement of the factors within each complex is arbitrary.
Ligands of nuclear receptors inuce recruitment of the coactivalor
complexes, leading to activation of transcription. The double-headed
arow suggests a sequential model in which the TRAP or DRIP

Enrique Castro, 2003

caomplexes activale transcription initiation after the chromatin
remodeling siep catalyzed by CBP/p/CAF or SWI/SNF complexes.
The CBP/p300/p/CAF complexes, as well as the TRAP or the DRIP
complexes, may provide link between nuclear receptors and the core
machinery (indicated by dashed arrows). The mSin3/HDAC
corepressor complexes, harboring deacetylase activities, are linked to
nuclear receptors via NCoR or SMRT in the absence of ligands.



PR

| dnSRC-1
|

I—SQ%——| I_-36%~—|

bHLH PAS S/T-rich '_ csep
ER *
R
I O'I’iCh I
[ |
Bromo CrH2 C/H3
N 7 B 4
csp \ / T as
N o e HH
66% 86% | 86% | 66%
[ 1
N % e T
p300 \ i - HH] 2414
N lZ=
RAR STAT2 CREB Ela SRC-1
ER Jun Fos
TR tax p/CAF
RXR myb pp90RSK
Sapla Tag
myoD
BP TFIB
STAT1 STAT1
YY1
8P

ymains of the N-CoA/SRC-1, TIF2/GRIP1, CBP and p300 coactivalor proteins. (a) Alignment of N-CoA1/SRC-1 and TIF2/GRIP1, indicatin
2 following regions of homoalogy: regions in the amino terminus (PAS and bHLH homology regions); a central region that is involved in nucl
septor interaction and transactivation; and a carboxy-terminal region that, in the case of SRC-1, interacts with the progesterone receptor

R} and enables N-CoA1/SRC-1 to function as a dominant-negalive coactivator protein [26°). The region of SRC-1 found to be required
interaction with p300 and CBP is also indicated [28°]. The nuclear receptors that have been shown to interact with the central region

2 the RAR, ER and TR. (b) Alignment of mouse CBP and human p300, Regions involved in interaction with STAT1 and STAT2, nuclear
septors (RAR, ER, TR and RXR), Jun, CREB, YY1, Fos, E1A, p/CAF, PPIORSK, and SRC-1 {amongst other proteins} are indicated, as are t
@@ zinc fingers (C/H1, C/H2 and C/H3) and the bromodomain (Bromo). Proteins that interact with the different domains are shown below
00. dnSRC-1, dominant-negative SRC-1; Q-rich, glutamine-rich domain; S/T-rich, serine/threonine-rich domain: TBP, TATA-binding protein.
rcentages refer to amino acid identity between proteins.

Enrique Castro, 2003



DRS .element
Repression

\Activation

>5[ TATA |—

RXR RAR

DR1T element

Repression Repression

X

1> {TAA —— o 1| TATA
RAR RXR + RA RAR RXR

Figure 3 Control of co-activator and co-repressor interactions with RAR/RXR heterodimers
by RAR ligands and polarity of DNA binding. In the absence of an RAR ligand, N-CoR
interacts with RAR/RXR heterodimers through the RAR hinge and ligand binding domain.
On a DRS5 element, ligand effects the release of N-CoR and the recruitment of nuclear
receptor co-activators (NCoA), such as SRC1. A similar sequence would be observed for
TR/RXR heterodimers bound to DR4 elements. On DR1 elements, the polarity of RAR/RXR
binding is reversed and the retinoic acid receptor assumes a conformation that prevents
ligand from releasing N-CoR. As a result the heterodimer constitutively represses
transcription.
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Figura19 Vias de sefializacion implicadas en la activacion de la transcripcion de los enzimas inducibles
NO-sintasa (NOS2), Ciclooxigenasa (COX2) y GTP-ciclohidrolasa (GTPCH). Las citoquinas (IL18,

TNFa) y la endotoxina (LPS) actiian sobre receptores funcionales diferentes, para formar complejos de sefializacion
especificos, pero que comparten proteinas efectoras comunes TRAF2 y TRAF6 (TRAF: proteinas asociadas al receptor de
TNFa). Los complejos activados aumentan la actividad de la quinasa inductora de NFxB (NIK) de las quinasas IKK1/IKK2
(IKK: quinasas de Ix) que fosforilan al inhibidor IkB y facilitan su reconocimiento por proteinas (ubiquitinas) que
promueven su degradacion y liberacion de los dimeros activos (p50/p65) de NFxB que se translocan al nucleo y se unen a
secuencias de 10 bases presentes en los promotores de los genes de COX2, GTPCH y NOS2. Una via alternativa usada por
estas citoquinas implica la liberacion de ceramida en diferentes compartimentos celulares que activan NF«B por la via raf-
MEK1/2 que activa AP1. El IFNy se une a un receptor diferente que promueve la asociacion, transfosforilacion y
activacion de tirosina quinasas de la familia JAK (Janus kinase). Las JAK activadas fosforilan al propio receptor y permiten
el reclutamiento de diferentes factores de transcripcion de la familia de proteinas transductoras y activadoras de sefiales de
transcripcion STAT (Signal Transducing and Activators of Transcription) portadores de secuencias candnicas de union
a fosfotirosinas (SH2). Los factores STAT son fosforilados por JAK y se disocian del receptor, dimerizan en el citosol y se
translocan al nucleo para unirse a secuencias GAS (secuencias activadas por y-interferén) y elementos (IRE) de respuesta
al IFNy. La presencia promiscua de los mismos elementos de respuesta en los promotores de los enzimas NOS2, COX2 y
GTPCH justifica la potenciacion de la respuesta a diferentes agentes que se observa en muchas células de mamifero.
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