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Analisi de la seqiiéncia

I. ANALISI DE LA SEQUENCIA

I.1 Localitzacio i estructura génica

El gen huma de DOR es localitza al cromosoma 20q11.22, proper a loci que s’associen
a obesitat (Cheveraud et al., 1996; Norman et al., 1998) i1 a diabetis mellitus de tipus 2
(Jietal., 1997, Bowden et al., 1997; Zouali et al., 1997) i el seu ‘accession number’ de
I’NCBI és: NM 021202.1. EI gen ha estat anotat com a ‘“TP53INP2’ per la seva
homologia amb TP53INP1 (Bennetts et al, 2006) (analitzat al punt [.2).

La comparaci6 entre el cDNA 1 el corresponent DNA gendomic permet determinar que el
gen DOR huma té quatre introns i cinc exons (Figura 1). La regié que codifica la
proteina comenga a 1’ex6 3 i acaba a I’exd 5, generant una pauta oberta de lectura de
663 nucleotids, 1 per tant donant lloc a una proteina de 220 aminoacids. Els gens de rata

1 ratoli tenen una distribucié analoga a I’huma.
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Figura 1. Estructura del gen huma de DOR.

1.2 Analisi de la seqiiéncia de la proteina DOR.

El gen huma de DOR codifica per una proteina de 220 aminoacids, i els de rata i ratoli
de 221 aminoacids. Les proteines humana, de rata i de ratoli estan for¢a conservades; la
humana 1 la de ratoli tenen un 85% d’identitat, la humana i la de rata tenen un 86%

d’identitat, 1 la de rata i la de ratoli tenen un 98% d’identitat (figura 2a).
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Resultats

a) mDOR MFQRFTSLFFHTPAPPEDSHCPGAFVESEEDEVDGHLIIDLODSYTAPPDPGASPAPAGRP
rDOR  HMFQRFTSLFFSTPAPPEDSEHCPGAFVSEEDEVDGHWLIIDLODEYTAPPDPRAS PAPAGRP
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Figura 2. a) Alineament entre les proteines humana, de rata i de ratoli de DOR.
b) alineament de les proteines humanes de DOR i TP53INP1 (SIP).

Quan s’identifica un nou gen la millor forma d’entendre quina podria ser la seva funcio6
és comparar la seva seqiiencia amb bases de dades de gens coneguts i1 buscar gens que
s’hi assemblin, per inferir-ne la funcid. En el cas de DOR, aquesta estratégia no va
aportar  gaire  informaci6, ja que I’inica  proteina  homologa es
TPS53INP1/p5S3DINP1/TEAP/SIP, que regula 1’apoptosi depenent de p53 (Okamura et
al., 2001). A més, la identitat entre DOR i TP53INP1 humans ¢és moderada (32%)
(figura 2b). Les identitats entre DOR 1 TPS3INP1 de rata i ratoli sén també moderades
(31% 1 34%, respectivament).
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Quadre informatiu 1: TP53INP1

TPS3INP1 és una proteina que regula el supressor de tumors TP53. Es localitza al
nucli, concretament als cossos nuclears anomenats PMLs. En resposta a trencaments
de DNA de doble cadena TP53INP1 promou la fosforilacié de TP53 a la serina 46.
D’aquesta manera TP53INP1 regula I’activitat transcripcional de TP53 i s’incrementa
I’apoptosi mitjangada per TP53 (Okamura et al., 2001; Tomasini et al., 2003).
TP53INP1 també regula I’activitat transcripcional 1 augmenta 1’apoptosi mitjancada

per p73, un homoleg de TP53 (Tomasini et al., 2005).

Amb la seqiiencia de la proteina humana de DOR vam fer també una cerca a les bases
de dades per trobar proteines d’altres especies amb homologia al DOR huma i que per
tant en poguessin ser ortolegs. Aix0 ens va permetre trobar possibles ortolegs de DOR a
les especies Monodelphis domestica (amb una identitat amb la forma humana del
100%), Pan troglodytes (98%), Macaca mulata (96%), Canis familiaris (90%), Bos
taurus (80%), Gallus gallus (53%), Xenopus laevis (45%), Oncorhynchus mykiss
(29%), Salmo salar (28%) 1 Ciona intestinallis (20%) (figura 3).

Donat que la comparaciéo amb altres gens no va aportar gaire informacié sobre quina
podria ser la funcié de DOR el segiient pas va ser analitzar la seqiiéncia de la proteina
per determinar quines podien ser les seves caracteristiques, 1 buscar patrons coneguts

que poguessin aportar pistes sobre la seva funcid.

Si bé la biologia computacional o bioinformatica €s una eina util en ’estudi de
qualsevol gen, en aquest cas va prendre una rellevancia major degut a la manca d’altres
informacions. Vam analitzar la seqii¢ncia de DOR, sobretot a nivell de proteina, amb
tota una serie d’eines d’accés lliure a la xarxa que ofereixen diferents organismes per
intentar buscar patrons o caracteristiques de la proteina que aportessin llum sobre quina
podria ser la seva funcid. Totes les prediccions estan fetes en la forma humana, de rata i
de ratoli de la proteina. La majoria de les prediccions que vam trobar eren presents a les
tres especies; les poques prediccions que tan sols vam trobar en una de les tres especies

(com per exemple determinats llocs putatius de fosforilacid) es van descartar.
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Figura 3. Alineament de les formes humana, de rata i de ratoli de DOR amb possibles ortdlegs
de les espécies Monodelphis domestica, Pan troglodytes, Macaca mulata, Canis familiaris, Bos
taurus, Gallus gallus, Xenopus laevis, Oncorhynchus mykiss, Salmo salar i Ciona intestinallis.

I.2.1 Principals caracteristiques de la proteina DOR.

-Prediccio de la localitzacié subcelllular: saber quina pot ser la localitzacio
subcel-lular d’una proteina és un element molt important a 1’hora d’esbrinar la seva
funcid. Diversos programes disponibles a la xarxa analitzen la seqiiéncia d’aminoacids
de la proteina per predir quina pot ser la seva localitzaci6 subcel-lular. Una bona forma
d’usar totes aquestes eines €s la que es descriu a I’article d’Emanuelsson et al., 2007.

Els passos a seguir amb proteines eucariotes son els segiients:

1. TargetP: aquest és el primer programa que s’usa; busca a la seqiiencia de la
proteina peptids senyal que facin que sigui una proteina de secrecid o senyals de
localitzacié a mitocondria. En el cas de DOR no hi trobem ni una cosa ni I’altra i

per tant prediu que la localitzacié és “qualsevol altra”.
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2. TMHMM: el segiient pas €s usar aquest programa per predir la preséncia
d’helixs o transmembrana i veure aixi si es tracta d’una proteina integral de
membrana. La predicci6 diu que a DOR no hi ha helixs o transmembrana.

3. Encara que la proteina no tingui seqiiéncies transmembrana pot estar ancorada
a una membrana per un grup lipidic unit covalentment. Per analitzar aquesta
possibilitat es fan servir els programes big-Pi i NMT que analitzen la preseéncia
de la modificaci6 GPI propera a I’extrem C-terminal o de miristoilacié N-
terminal, respectivament. En el cas de DOR no hi trobem ni ’una ni I’altra.

4. En aquest punt la proteina tan sols pot ser citoplasmatica, nuclear o
peroxisomal. El programa PeroxiP cerca senyals de localitzacié a peroxisomes.
En el cas de DOR aquest programa no troba cap senyal que indiqui possible
localitzacid peroxisomal.

5. Els programes PredictNLS i NucPred serveixen per identificar senyals de
localitzacid nuclear a seqiiencies proteiques. En el cas de DOR no hi trobem cap
NLS putativa, pero el programa NucPred prediu una probabilitat del 70% de que
DOR sigui nuclear.

6. Quan, com ¢s el cas, no hi ha una senyal que indiqui la possible localitzacid
de la proteina és util mirar quina ¢s la localitzacio de les proteines més
homologues. En el cas de DOR 1’unica proteina homologa ¢s, com ja hem dit,
TP53INP1, que es localitza al nucli.

7. Per ultim es poden usar tota una scrie de programes que classifiquen les
proteines en diverses possibles localitzacions, perd no a través de la presencia de
determinats motius o senyals, si no per caracteristiques de la seqiiencia de la
proteina com mida, carrega, composicié d’aminoacids, preséncia de possibles
dominis funcionals, homologia amb altres proteines de localitzacié coneguda...
Vam utilitzar diversos d’aquests programes per predir quina podia ser la
localitzacid de les formes humana, de rata i1 de ratoli de DOR, i en la majoria de
casos la localitzaciéo més probable era la nuclear, en alguns casos amb un index
de confianga superior al 90% (taula 1). En dos casos, perd, la localitzacid

predita va ser citosolica.
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Resultats

Programa Localitzacié Fiabilitat (%)

predita hDOR mDOR rDOR

LocTree Nucli 84 84 84

pSLIP Nucli

ESLpred Nucli 75 94 75

pSORT Il Nucli

pTARGET Nucli 93,9 | 93,9 | 93,9

BaCellLo Citoplasma

CELLO Nucli 85 84 85

MultiLoc Citoplasma 97 98 98

WoLF PSORT Nucli 70 61 52

PA-SUB Nucli 99,9 | 99,9 | 99,9

Taula 1. Prediccions de localitzacioé per a les formes humana, de
rata i de ratoli de DOR, amb I'index de confianga de la prediccio.

Cal destacar que el programa pSORT II va trobar una possible senyal de
localitzacié nuclear, a diferéncia dels programes especialitzats en localitzacio de

NLS PredictNLS 1 NucPred. Aquest punt sera analitzat a ’apartat III.

-Senyal de sortida del nucli: donat que la predicci6é deia que DOR podria ser nuclear
vam analitzar la seqiiencia de la proteina amb el programa NetNES, que localitza
senyals de sortida del nucli (NES, de Nuclear Export Signal). El programa va detectar
dues possibles NES a DOR, entorn als residus 40 i 101, respectivament. Aquest punt

sera analitzat a ’apartat I11.

-Distribuci6 de la carrega: malgrat tenir un punt isoeléctric relativament neutre (6,62
en hDOR) trobem a la proteina una marcada separacié de les carregues. Aixi, la major
part de la carrega positiva de la proteina es localitza a la part C-terminal de la proteina,
mentre que la resta de la proteina té distribuida la carrega negativa (figura 4a).
Concretament entre els residus 165 1 204 trobem un cluster de carrega positiva, ja que

dels 40 residus 15 tenen carrega positiva i tan sols 2 carrega negativa.

-Prediccio de globularitat i desordre: el desordre en les proteines es pot descriure com
la falta d’estructura secundaria i un alt grau de flexibilitat de la cadena polipeptidica.
Les regions ordenades s’anomenen sovint globulars, i contenen estructures secundaries.

La determinacio6 de quines regions de la proteina poden ser desordenades i quines poden

tenir estructura pot ser util a I’hora d’identificar possibles dominis de la proteina. Vam
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usar el programa GlobPlot2 per predir quina pot ser la tendéncia de la proteina DOR

pel que fa a la presencia d’estructura o desordre.

Els resultats indiquen que hi hauria una regid N-terminal de la proteina que seria
desordenada, sense estructura, mentre que la regid C-terminal ¢és un domini
potencialment globular. El programa també va detectar una possible regio amb

estructura coiled-coil entre els residus 170 1 193 (figura 4b).

Cal destacar que aquesta regio que es defineix com a potencialment globular coincideix
amb la regi6 de la proteina que conté la carrega positiva. Aix0, com veurem, podria ser
significatiu pel que fa a la funcid d’aquesta. Una altra coincidéncia és que la regid

predita com a coiled coil coincideix amb el cluster de carrega positiva N-terminal.
Com veurem a ’apartat I1.3, a més d’aquesta diferéncia en carrega i estructura les

regions N-terminal i C-terminal de la proteina tenen un paper diferent pel que fa a la

funcié d’aquesta.
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Figura 4. a) Distribuci6 de la carrega al DOR huma.
b) Resultats del programa GlobPlot2 pel DOR huma.




Analisi de la seqiiéncia

-Preséncia de seqiiéncies PEST: Els motius PEST son regions de la proteina amb una
concentracio elevada de residus de prolina (P), acid glutamic (E), serina (S) i treonina
(T), que redueixen la vida de la proteina ja que n’augmenten la degradacio per proteolisi
(Rechsteiner, 1990). Usant el programa PESTfind vam poder veure que a DOR hi ha
una potencial seqiiencia PEST a la regié N-terminal (residus 3 a 21) i a més gran part de
la proteina podria tenir paper com a seqiiencia PEST (figura 5). Les seqiiencies PEST
es localitzen sovint a regions desestructurades de la proteina (Wright et al., 1999), com
¢s el cas d’aquesta regi6 de DOR segons les prediccions. Aquesta prediccid €s coherent

amb que, com veurem, la proteina té una vida mitja forga curta.

MFQLLES L FFE TP PP ED P P RAFVSEEDEVD GWLI IDLPD SYAAPPSPGAAPAPAGRI PRALS LMD ESWFY TP PACFTAEGPGLGRARLSSPLEDLL 100
R KiiEb

IEHP SV VTGS TIVLEP S P S PLP DAL L PD GO LS ECELTPARREP PALATHALAP LPAPAALLEKAGOVRERLOPARQRAEPHALSAFAVORONPARESREE 200

RESENQESFITQPCQRQFNY ZE0

++++++ potential PEST sequence

—————— poor PEET secquence

Figura 5. Resultats de PestFind pel DOR huma.

-Principals llocs putatius de fosforilacié: amb diversos programes que prediuen llocs
putatius de fosforilacio (ELM, NetPhosK, PhosphoMotif Finder, Scan Prosite) vam
analitzar la proteina DOR. La figura 6 mostra els llocs conservats a les formes humana,
de rata i de ratoli de DOR que van trobar aquests programes. Cal destacar, a més, que el
programa ELM va detectar la serina 93 com a possible lloc d’uni6 de proteines 14.3.3

quan esta fosforilada. Aquest punt sera analitzat a I’apartat I'V.

CaMKil
GSK3 CaMKil PKC PKC
PKA  CKIl CKlI PKA CKll PKA PKA
D @ & @ (39 (89 (3
N C

Figura 6. Llocs putatius de fosforilacié a DOR. Els numeros es refereixen a la posicié en DOR
huma. Per a rata i ratoli les posicions marcades com a 185 i 198 corresponen realment a les
posicions 186 i 199.
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-Caixa LxxLL: la preséncia de nombroses Leucines a la seqliencia de la proteina ens va
portar a analitzar si podria haver-hi a la proteina una caixa LxxLL, anomenada tamb¢
caixa NR. Aquesta caixa, composta de 5 aminoacids on “L” és leucina i “x” pot ser
qualsevol aminoacid, és el motiu a través del qual nombrosos coactivadors
interaccionen amb els corresponents receptors nuclears. Vam trobar al DOR huma una

caixa LxxLL (residus 96 a 100) que esta conservada a les formes de rata i ratoli de

DOR, pero no a la proteina homologa TP53INP1 (figura 2).

-Prediccio de funcié: tot i que amb un valor significatiu relatiu, programes com

ProtFun i PFP predeien que DOR podia participar en la regulacio de la transcripcio.

-Prediccié d’unié a RNA: el programa de prediccio6 RNABindR va detectar a DOR una
regid que pot tenir capacitat d’unir RNA (figura 7). Aquesta regié coincideix amb la

que és predita com a coiled-coil 1 que és un cluster de carrega positiva (figura 3).

MFQRLSSLEFFSTPSPPEDPDCPRAFVSEEDEVDGWLIIDLPDSYAAPPSP 50
GAAPAPAGRPPPAPSLMDESWEVTPPACFTAEGPGLGPARLQSSPLEDLL 100
IEHPSMSVYVTGSTIVLEPGSPSPLPDAALPDGDLSEGELTPARREPRAA 150
RHAAPLPARAALLEKAGQVRRLORARQRAERHALSAKAVQORONRARESRP 200
RRSKNQSSEFIYQPCQORQENY

t-———- T s L S
R

Figura 7. Resultats del programa RNABindR pel DOR huma. Els
simbols ‘+’ indiquen residus que podrien participar en la unié d’RNA.
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Hi va haver diversos indicadors que ens van fer pensar que DOR podria ser una proteina

implicada en la regulacid de la transcripcio:

-prediccid de localitzaci nuclear.

-prediccio de funcid relacionada amb la transcripcio.

-homologia tan sols amb TEAP/SIP/pS3DINP1, que regula [Dactivitat
transcripcional de p53 (Tomasini et al., 2003).

-presencia d’una putativa caixa NR, tipica de coactivadors de receptors nuclears.

Per aquest motiu vam realitzar una serie d’experiments destinats a determinar si DOR

era efectivament una proteina implicada en la regulaci6 de la transcripcio.
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Estudis de coactivacio de la transcripcio

II. ESTUDIS DE COACTIVACIO DE LA TRANSCRIPCIO.

El primer pas va ser determinar si DOR tenia la capacitat d’actuar com a coactivador de
receptors nuclears. Per analitzar la funcidé dels receptors nuclears i els coreguladors
s’utilitzen assajos de transfeccio transitoria en cel-lules amb vectors reporters, tal 1 com
es descriu a ’apartat V de Materials i M¢ctodes. Breument, els vectors reporters
codifiquen per I’expressio d’un gen reporter, facilment mesurable quan es fa un extracte
cel-lular. L’expressid del gen reporter esta controlada per un promotor que respon al
receptor nuclear que s’esta estudiant.

D’aquesta manera quan es transfecta aquest vector reporter en una linia cel-lular es pot
detectar una expressid basal de la proteina reportera. Si es cotransfecta a més un vector
d’expressid pel receptor nuclear al qual respon el vector reporter, i en preséncia de
I’hormona adequada, 1’expressié de la proteina reportera augmenta. Si a més es
cotransfecta un coregulador que afecta a la funcié del receptor nuclear, es pot mesurar
aquesta afectacid a través dels canvis que es detecten en la produccid de proteina

reportera.

I1.1 Estudis amb diferents receptors d’hormones.

Fent s d’aquests estudis amb vectors reporters vam analitzar de quina manera afectava

la preseéncia de DOR a I’acci6 de diferents receptors nuclears.

Per analitzar si DOR regula el receptor d’hormones tiroidals o (TRa) vam utilitzar un
reporter que conté una regid del promotor del gen Glut4 en la que hi ha una caixa de
resposta al receptor d’hormones tiroidals (Santalucia et al., 2001). Primerament vam
poder comprovar que DOR era capa¢ d’incrementar 1’activacié que produeix sobre el
reporter 1’accié de TRa de forma depenent d’hormona (figura 8a). La transfeccié de
diferents quantitats de DOR ens va permetre comprovar que hi havia una relacidé dosi—

resposta en aquesta coactivaci6 (figura 8b).
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Figura 8. a) acci6 de DOR sobre TRa en abséncia o presencia d’hormona. Es van transfectar
cél-lules HeLa amb vectors d’expressié per TRa (75 ng), DOR (100 ng), el vector buit pCDNA3
com a vector control i el vector reporter de TRa (150 ng). Les cél-lules es van tractar durant 18
h en preséncia o en abseéncia del lligand (T3 100 nM) i es va analitzar I'expressio6 del reporter
CAT.b) dosi-resposta de DOR amb TRa. L'assaig es va realitzar com en I'experiment anterior
pero amb diferents quantitats de DOR (de 100 a 300 ng).

Els resultats sén la mitjana i I'error estandard de triplicats i sén representatius de 3 experiments
independents. * : diferéncia significativa comparada amb el grup del receptor nuclear amb
P<0,05; ** : P<0,01.

En abséncia de T3 I’activacié que fa DOR sobre 1’accio de TRa no é€s significativa. En
presencia de T3 (100 nM) DOR augmenta I’accié de TRa i aquest efecte és depenent de
la quantitat de DOR transfectada.

Vam procedir de forma analoga amb el receptor activador de la proliferaciéo de
peroxisomes y (PPARY) (figura 9). En aquest cas el vector reporter contenia 1’element

de resposta a PPAR del promotor del gen apo A-II (cedit pel Dr. Diego Haro).
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Figura 9. a) acci6 de DOR sobre PPARy en absencia o preséncia d’hormona. Es van
transfectar cél-lules HeLa amb vectors d’expressio per PPARy (75 ng), DOR (100 ng), el vector
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buit pPCDNA3 com a vector control i el vector reporter de PPAR (150 ng). Les cél-lules es van
tractar durant 18 h en preséncia o en abséncia del lligand (rosiglitazona 100 nM) i es va
analitzar I'expressioé del reporter CAT. b) dosi-resposta de DOR amb PPARYy. L’'assaig es va
realitzar com en I'experiment anterior perdo amb diferents quantitats de DOR (de 100 a 300 ng).
Els resultats sén la mitjana i I'error estandard de triplicats i sén representatius de 3 experiments
independents. **: diferéncia significativa comparada amb el grup del receptor nuclear amb
P<0,01; *** : P<0,001.

Vam voler comprovar de quina manera depen la funciéo de DOR de la concentracio de

rosiglitazona utilitzada (figura 10).

125-
—=— PPARy

100- —— PPARy +DOR

75+

Quantitat relativa de CAT

0 T T T T
- 10 nM 100 nM 1 uM

Concentracio de rosiglitazona

Figura 10. Efecte de DOR a diferents concentracions de rosiglitazona. L’experiment es va
realitzar de la forma descrita a la figura 9 en preséncia o abséncia de la concentracié de
rosiglitazona indicada. Els resultats son la mitjana i I'error estandard de triplicats i sén
representatius de 3 experiments independents.

Aixi vam comprovar que DOR coactiva PPARy de manera depenent de la concentracid

de rosiglitazona utilitzada.

El segiient pas va ser comprovar si DOR també podia coactivar el receptor de
glucocorticoides a (GRa). Vam realitzar els estudis de forma analoga als anteriors
(figura 11) amb un reporter que contenia elements de resposta a GR (cedit per la Dra.

Carme Caelles).
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Figura 11. a) accié de DOR sobre GRa en abséncia o presencia d’hormona. Es van transfectar
cel-lules HeLa amb vectors d’expressio per GRa (75 ng), DOR (200 ng), el vector buit pCDNA3
com a vector control i el vector reporter de GRa (150 ng). Les cél-lules es van tractar durant 18
h en preséncia o en abséncia del lligand (dexametasona 100 nM) i es va analitzar I'expressi6é
del reporter CAT. b) dosi-resposta de DOR amb GRa. L’'assaig es va realitzar com en
I'experiment anterior perd amb diferents quantitats de DOR (de 100 a 300 ng).

Els resultats sén la mitjana i I'error estandard de triplicats i sén representatius de 3 experiments
independents. * : diferéncia significativa comparada amb el grup del receptor nuclear amb
P<0,05. ** : P<0,01.

Per poder tenir una referéncia sobre la capacitat de coactivacié de DOR vam realitzar
I’experiment en paral-lel amb p300, un coactivador conegut i potent que es sap que

coactiva, entre d’altres, GRa (figura 12).

Figura 12. Efecte de DOR i

125= p300 sobre GRa. L'experiment
es va realitzar de la forma
100 *kk descrita a la figura 11b amb

les mateixes quantitats de
DOR o de p300 (100 a 300
ng) i en preséncia de
dexametasona (100 nM).

Els resultats son la mitjana i
'error estandard de ftriplicats i
sén representatius de 3
experiments independents.

* . diferéncia significativa
comparada amb el grup del
receptor nuclear amb P<0,05.
** : P<0,01; *** : P<0.001.

754

Tﬂﬁﬂ

GRa + dex. + + + +

DOR - Ty - - - -
p300 T |

Quantitat relativa de CAT

60



Estudis de coactivacio de la transcripcio

Els resultats demostren que en aquestes condicions experimentals, DOR té una capacitat
de coactivar GR similar a la de p300 quan es transfecten les mateixes quantitats de

DNA.

Per ultim també vam obtenir dades inicials que indiquen que DOR coactiva també el
receptor de vitamina D (VDR) (figura 13) i el receptor d’estrogens (ERa) (figura 14).
Per aquests estudis vam usar uns vectors reporter que tenien en cada cas quatre copies
de I’element de resposta a vitamina D o tres copies de I’element de resposta a estrogens

(cedits tots dos per la Dra. Ana Aranda).
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Figura 13. Efecte de DOR sobre VDR en preséncia i absencia d’hormona. Es van transfectar
cél-lules HeLa amb vectors d’expressio per VDR (75 ng), DOR (100 ng), pCDNA3 com a vector
control i el vector reporter de VDR (150 ng). Les cél-lules es van tractar durant 18 h en
preséncia o en abséncia del lligand (1,25-dihidroxi-vitamina D3 10 nM) i es va analitzar
l'activitat luciferasa. Els resultats sén la mitjana i I'error estandard de triplicats i sén
representatius de 3 experiments independents.

*** - diferéncia significativa comparada amb el grup del receptor nuclear amb P<0,001.

Figura 14. Dosi-resposta de DOR amb
ERa. Es van transfectar célllules Hela
amb el vector d’expressi6 per ERa (75 ng),
diferents quantitats de DOR (de 100 a 300
ng), el vector buit pCDNA3 com a vector
control i el vector reporter de ER (150 ng).
Les cél-lules es van tractar durant 18 h en
preséncia amb el lligand (17-B-Estradiol 10
nM) i es va analitzar l'activitat luciferasa.
Els resultats sén la mitjana i [lerror
estandard de ftriplicats i son representatius
ER de 3 experiments independents.
#17-fest. ¥ * * ¥ * . diferéncia significativa comparada amb
el grup del receptor nuclear amb P<0,05;

DOR - - T— % - P<0.01.

Activitat luciferasa relativa
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I1.2 DOR no és un coactivador general de la transcripcio.

Tot 1 que DOR presenta la capacitat d’activar els receptors nuclears esmentats, vam
poder comprovar que 1’accié de DOR sobre I’activacio de la transcripcid no era general,
ja que altres factors de transcripcio no eren coactivats per DOR. Aixi, p53 (figura 15a)
o c-Myc (figura 15b) no van ser coactivats per DOR en un assaig amb els reporters

corresponents (Ceballos et al., 2000; Miyazato et al., 2005).
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Figura 15. a) Efecte de DOR sobre p53. Es van transfectar cél-lules HeLa amb vectors
d’expressio per p53 (75 ng), DOR (100 ng), el vector buit pPCDNA3 com a vector control i el
vector reporter de p53 (150 ng). Al cap de 24 h es va mesurar I'activitat luciferasa; b) efecte de
DOR sobre c-Myc. Es va procedir de la mateixa manera perd amb un vector d’expressio de c-
Myc i un vector reporter que respon a aquest. Els resultats sén la mitjana i I'error estandard de
triplicats i son representatius de 3 experiments independents.

Per determinar si 1’activacid de la transcripcié produida per una determinada proteina és
0 no inespecifica sovint es realitza un experiment que consisteix en veure si aquesta
proteina pot incrementar 1’activacio produida per un factor de transcripcid quimeric, el
Gal4-VP16, que esta format pel domini d’unié a DNA de Gal4 i el domini d’activacio6
de la transcripcid de la proteina virica VP16 (Knutti et al., 2000). El reporter utilitzat en
aquest cas té diversos llocs d’uni6 de Gal4. L’expressio de DOR no té cap efecte en
I’activitat transcripcional de la quimera Gal4-VP16 (figura 16), cosa que indica que

DOR no és un activador general de la transcripcio.
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Figura 16. Efecte de DOR sobre el factor quimeric Gal4-VP16. Es van transfectar cél-lules
HelLa amb vectors d’expressié per Gal4-VP16 (75 ng), diverses quantitats de DOR (100 ng a
300 ng), el vector buit pPCDNA3 com a vector control i el vector reporter de Gal4 (150 ng). Al
cap de 24 h es va mesurar I'activitat luciferasa. Els resultats sén la mitjana i I'error estandard de
triplicats i s6n representatius de 3 experiments independents.

I1.3 Fusio de DOR amb un domini d’unio a DNA.

Els resultats obtinguts amb el receptors nuclears no deixen clar si DOR té per si mateix
capacitat d’activar la transcripcio o si el que fa és desemmascarar alguna caracteristica
del receptor nuclear. Un dels trets distintius dels coactivadors és que el seu reclutament
a un determinat promotor, ja sigui per interaccions amb altres proteines o per fusid
directa amb un domini d’uni6 a DNA, activa la transcripcio. Aixo implica que el

coactivador ha de tenir un domini d’activacio de la transcripcid.

Per determinar si DOR té un domini d’activacié de la transcripcié vam generar un
vector per I’expressid d’una proteina quimerica en la que DOR esta fusionat al domini
d’uni6 a DNA del factor de transcripcié de llevat Gal4 (residus 1 a 147). D’aquesta
manera podiem analitzar si aquesta proteina quimerica era capag d’activar reporters sota
el control de promotors amb elements de resposta a Gal4 quan ho transfectavem a

cel-lules Hel a.
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La proteina quimerica Gal4-DOR tenia la capacitat d’incrementar 1’expressio del
reporter. No passava el mateix amb el domini d’uni6 a DNA sol, ni amb la proteina
DOR sola (figura 17). Aixd demostra que per activar la transcripci6 DOR necessita
estar present a I’entorn del promotor del gen, i per tant un cop més que no esta actuant

com un activador general de la transcripcio, si no com un coactivador.
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Figura 17. Activitat de la fusi6 de DOR amb el domini d’'unié a DNA de Gal4. Es van transfectar
célllules HeLa amb 200 ng de DOR, el domini d’'uni6 a DNA de Gal4 (‘Gal4DBD’), la
construccié Gal4-DOR o el vector buit pPCDNA3 com a control, i 200 ng del vector reporter de
Gal4. Al cap de 24 h es va mesurar l'activitat luciferasa. Els resultats sén la mitjana i I'error

estandard de triplicats i sén representatius de 6 experiments independents. *** : diferéncia
significativa comparada amb el basal amb P<0,001.

Per mapar on radica el domini d’activacio a la proteina DOR vam generar versions
truncades de DOR fusionats al domini d’unié a DNA de Gal4, i vam mesurar la seva

capacitat per activar la transcripcio.

Una primera aproximacid va servir per descartar tota la regio C-terminal (residus 120 a
220) com a responsable de ’activacid. De fet a aquesta regi6 se li pot atribuir fins i tot
un paper negatiu, ja que la fusié de la part N-terminal de DOR amb Gal4 (residus 1 a
120) és més potent activant la transcripcid que la fusid de la proteina sencera (figura

18).
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Figura 18. Activitat dels fragments N-terminal i C-terminal de DOR. Es van transfectar cél-lules
HelLa amb 200 ng de la construccié Gal4-DOR, el fragment N-terminal de DOR unit a Gal4 (1 a
120), el fragment C-terminal de DOR unit a Gal4 (120 a 220) o el vector buit pPCDNA3 com a
control, i 200 ng del vector reporter de Gal4. Al cap de 24 h es va mesurar l'activitat luciferasa.
Els resultats sén la mitjana i I'error estandard de triplicats i sén representatius de 6 experiments
independents. *** : diferéncia significativa comparada amb el basal amb P<0,001.

Un cop descartada com a responsable de 1’activacié la regié C-terminal ens vam poder
concentrar en la regid N-terminal per mapar amb més precisido on residia el domini
responsable de I’activacid. Per fer-ho vam generar diferents construccions en que
fusionavem diferents fragments d’aquesta regié N-terminal de DOR al DBD de Gal4, i

en vam mesurar 1’activitat transcripcional a cel-lules HeLa (figura 19).
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Figura 19. Activacié produida per diferents fragments de DOR units al Gal4-DBD (cel. HelLa).
Es van transfectar célllules HeLa amb 200 ng de Gal4-DBD, la construccié Gal4-DOR, els
diferents fragments de DOR units a Gal4 o el vector buit pPCDNA3 com a control i 200 ng del
vector reporter de Gal4. Al cap de 24 h es va mesurar l'activitat luciferasa. Els resultats sén la
mitjana i 'error estandard de triplicats i s6n representatius de 6 experiments independents.

. diferéncia significativa comparada amb el basal amb P<0,01; *** | P<0,01.

Com ja haviem vist amb els tres primers fragments, hi ha tota una regio N-terminal que
no exerceix un paper en l’activacid 1 fins 1 tot actua negativament. El fragment D
serveix per ampliar aquesta regid6 N-terminal negativa als residus 112-220, ja que el

fragment D és més potent que el fragment C.

També podem definir una petita regié C-terminal que actua negativament als residus 1-
31. Aixi, el fragment I és més potent que el fragment D, o el fragment M és més potent

que el fragment L.
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Si ens centrem en la regié N-terminal, aquest experiment serveix per definir a DOR dos
dominis d’activacid de la transcripcid (marcats a la figura 19 amb asteriscs); aixi, els
fragments que contenen els dos dominis (fragments D i I) son els que més potentment
activen la transcripcié (30-40 vegades). En canvi, els fragments que tenen tan sols un o
I’altre domini d’activacio (fragments E, F, G, H, J, K, L 1 M) activen la transcripcio al

voltant de 20 vegades.

Amb la construccié Gal4-DOR i amb el fragment que produia la maxima activacid
(residus 31 a 111) vam analitzar 1’activitat transfectant diferents quantitats del vector,

per comprovar que seguia una cinetica de dosi—resposta (figura 20).
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Figura 20. Dosi-resposta amb Gal4-DOR i amb el fragment 31 a 111. Es van transfectar
cél-lules HeLa amb diferents quantitats de la construccié Gal4-DOR i del fragment 31 a 111 unit
a Gal4 (100 ng a 400 ng), i 200 ng del vector reporter de Gal4. Al cap de 24 h es va mesurar
l'activitat luciferasa. Els resultats sén la mitjana i I'error estandard de triplicats i sén
representatius de 3 experiments independents.

Vam poder comprovar que, efectivament, [’activacié produida era directament

proporcional a la quantitat de DNA transfectada.
Per ultim vam analitzar ’activitat de diverses d’aquestes construccions a c¢l-lules HEK

293, obtenint uns resultats molt similars als de les ceél-lules HelLa, amb 1’tnica

diferéncia que les activacions que vam veure eren de major magnitud (figura 21).

67



Resultats

Gal4-DBD

A (1a220) Gal4-DBD

%; sk

%1-’ i
e

%

C (1a120) Gal4-DBD
CNCEREEI Gal4-DBD %%

E(1a97) Gal4-DBD

F(1a76) Gal4-DBD

G(1a61) Gal4-DBD

H (1 a 43) Gal4-DBD

YERSIDNN c--0=0 IR

keza111) (K 4 ] H s
R L

T T T T T T 1
o 50 100 150 I IE0 300 IS0

Activitat luciferasa relativa

Figura 21. Activacié produida per diferents fragments de DOR units al Gal4-DBD (cél-lules HEK 293).
L’experiment es va realitzar com en el cas de la figura 19 pero en cél-lules HEK 293. Els resultats sén la
mitjana i I'error estandard de triplicats i sén representatius de 6 experiments independents.

** . diferéncia significativa comparada amb el basal amb P<0,01; *** : P<0,01.

I1.4 Fusions d’ortolegs de DOR amb el domini d’unié a DNA de Gal4.

L’alineament de les seqiiencies de DOR huma, de ratoli i de rata amb la dels possibles
ortolegs que vam detectar a altres especies (punt I.1) deixa veure que les regions que
hem detectat com a responsables de 1’activacid de la transcripcidé al DOR huma
coincideixen amb dominis for¢a conservats als diferents ortolegs. Vam demanar a
diferents genoteques clons de cDNA que continguessin la seqiiéncia sencera de la pauta
oberta de lectura d’alguns d’aquests ortolegs i els vam clonar de manera que vam
generar proteines de fusio entre aquests possibles ortolegs i1 el domini d’unié a DNA de
Gal4. La figura 22 mostra un alineament dels ortdlegs que vam clonar per fer fusions

amb el Gal4-DBD.
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Figura 22. Alineament del DOR huma (hDOR), de rata (rDOR), de ratoli (mDOR), de Xenopus
laevis (xen), d’Oncorhynchus mykiss (onc), de Salmo rerio (sal) i de Ciona intestinallis (cio).
Subratllat en vermell, les regions identificades com a importants per a I'activacio en els estudis
de Gal4-DOR. Encerclat en vermell el residu 111 del DOR huma.

Vam transfectar aquestes construccions per veure si les proteines quimeriques generades

també eren capaces d’activar I’expressié d’un vector reporter de Gal4 (figura 23).
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Figura 23. Activitat de les fusions dels diferents ortolegs amb el Gal4-DBD (hDOR: DOR huma;
mDOR: DOR de ratoli; rDOR: DOR de rata; xen: Xenopus laevis, onc: Oncorhynchus mykiss;
sal: Salmo rerio; cio: Ciona intestinallis). Es van transfectar cél-lules HeLa amb 200 ng de la
construccié6 Gal4-DOR, els diferents ortdlegs de DOR fusionats a Gal4 o el vector buit pPCDNA3
com a control i 200 ng del vector reporter de Gal4. Al cap de 24 h es va mesurar l'activitat
luciferasa. Els resultats sén la mitjana i I'error estandard de triplicats i s6n representatius de 3
experiments independents. *** : diferéncia significativa comparada amb el basal amb P<0,001.
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La proteina DOR de ratoli produia una activacid similar a la del DOR huma. En el cas
dels altres ortolegs tan sols detectavem una activacié molt modesta en el cas de I’ortoleg

de Xenopus laevis.

Tot 1 aquest resultat, i basant-nos en que alguns dels fragments de DOR huma que
haviem provat eren més potents activant la transcripcié que la proteina sencera, vam
voler comprovar si fragments analegs dels ortolegs podien activar la transcripcié com en
el cas del DOR huma. Es per aixd que vam generar fusions del Gal4-DBD amb
fragments N-terminals d’aquests ortolegs. Aquests fragments N-terminals corresponien,
per a cada ortoleg, als residus de 1’u al residu que s’alineava amb el residu 111 de
hDOR en I’alineament (figura 22, encerclat en vermell), ja que el fragment 1-111 del

DOR huma ¢€s, com hem vist, el fragment N-terminal més actiu.
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Figura 23. Activitat dels fragments N-terminals dels diferents ortolegs amb el Gal4-DBD
(hDOR: DOR huma; mDOR: DOR de ratoli; rDOR: DOR de rata; xen: Xenopus laevis, onc:
Oncorhynchus mykiss; sal: Salmo rerio; cio: Ciona intestinallis). Es van transfectar cél-lules
HelLa amb 200 ng dels fragments N-terminals dels diferents ortdlegs de DOR fusionats a Gal4 o
el vector buit pCDNA3 com a control i 200 ng del vector reporter de Gal4. Al cap de 24 h es va
mesurar l'activitat luciferasa. Els resultats sén la mitjana i I'error estandard de triplicats i sén
representatius de 3 experiments independents. ** : diferéncia significativa comparada amb el
basal amb P<0,01; *** : P<0.001.

Els fragments N-terminals dels ortolegs si son capagos d’activar la transcripcid quan es
fusionen amb domini d’uni6 a DNA de Gal4, a diferéncia del que passa amb les

proteines senceres (figura 23). Aquest resultat ens fa pensar que aquestes proteines
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podrien ser, efectivament, ortdlegs del DOR huma, i que tindrien també la capacitat
d’activar la transcripcid. D’altra banda aquest resultat també ens reforca la idea de que

la regié N-terminal d’aquestes proteines tindria un paper inhibidor de la funcié de DOR.

Per analitzar una mica més aquest possible paper inhibidor del fragment N-terminal de
la proteina vam voler comprovar si la sobreexpressié d’aquest fragment afectava a la
capacitat de coactivar els receptors nuclears de la proteina sencera. Aixi en un
experiment en qu¢ DOR coactiva un receptor nuclear (en aquest cas TRa) vam
cotransfectar la fusié de Gal4 que conté el fragment de DOR dels residus 120 a 220
(figura 24).

125+
= Sesk s
O 100+
3 7
S 754
K
£ 50- /
1]
E -
cg; 25 /
0'—%1'- T T
TR+T3 - - + o+ + o+
DOR .. .. P
Gal4-DOR + i + ) +
120-220

Figura 24. Efecte del fragment 120 a 220 sobre la capacitat de coactivacio de DOR. Es van
transfectar célllules HeLa amb vectors d'expressié per TRa (75 ng), DOR (100 ng), la
construccié Gal4-DOR 120 a 220 (100 ng), el vector buit pCDNA3 com a vector control i el
vector reporter de TRa (150 ng). Les ceél-lules es van tractar durant 18 h en preséncia del
lligand (T3 100 nM) i es va analitzar I'expressio del reporter CAT. Els resultats son la mitjana i
I'error estandard de triplicats i sén representatius de 3 experiments independents.

*** . diferéncia significativa amb el grup del receptor nuclear amb P<0.001.

Els resultats mostren que quan es cotransfecta la regid6 C-terminal de DOR en un
experiment de coactivacid d’un receptor nuclear aquesta és capa¢ d’abolir la funcid

coactivadora de la proteina sencera.
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I1.5 Interaccio funcional de DOR amb proteines HAT.

Per la seva petita mida i per la seva manca d’homologia amb proteines conegudes
sembla dificil que DOR pugui tenir una activitat enzimatica. Aixi el seu paper en
I’activacio de la transcripcid molt probablement el portara a terme interaccionant amb
altres proteines, més que modificant-les d’alguna manera. Per aquest motiu ens vam
preguntar si hi podia haver algun tipus d’interaccié funcional entre DOR 1 els
coactivadors amb activitat Histona Acetil Transferasa (HAT) CBP, p300 i PCAF, que

coactiven un ampli espectre de receptors nuclears (Glass et al., 2000).

Per respondre a aquesta pregunta les fusions del Gal4-DBD amb el DOR sencer 1 amb el
fragment 1 a 120 es van cotransfectar amb els altres coactivadors i es va mesurar

I’activacid del reporter de Gal4 (figura 25).
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Figura 25. Efecte de diferents HATs sobre l'activacio de les fusions de Gal4-DBD amb: a) DOR
sencer (1 a 220). Es van transfectar cel-lules HeLa amb la construccié Gal4-DOR (200 ng), els
vectors d’expressio per les HATs indicades (100 ng), el vector buit pPCDNA3 com a control i el
vector reporter de Gal4 (200 ng). Al cap de 24 h es va mesurar I'activitat luciferasa. b) fragment
1 a 120. Es va realitzar el mateix experiment perd amb el fragment 1 a 120 unit a Gal4.

Els resultats sén la mitjana i I'error estandard de triplicats i sén representatius de 3 experiments
independents. ** : diferéncia significativa comparada amb el grup control sense HAT amb
P<0,01; *** : P<0.001.

Els resultats mostren que diferents HATs tenen la capacitat d’augmentar la 1’activacid
de la transcripcié que fa Gal4-DOR, tant en el cas del DOR sencer com en el fragment

N-terminal dels residus 1 al 120.
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Cal dir que aquesta interaccid funcional amb coactivadors amb activitat HAT no és
inespecifica, ja que altres coactivadors amb activitat (GCNS, Tip60 1 SRC1) amb que
vam realitzar I’experiment no van donar el mateix resultat (figura 26). De fet, Tip60 va

reduir de manera drastica ’activitat de Gal4-DOR.
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Figura 26. Efecte de les HATs GCN5, Tip60 i SRC1 sobre el fragment 1 a 120 de DOR unit al
Gal4-DBD. Es van ftransfectar cel-lules HeLa amb la construcci6 Gal4-DOR (200 ng), els
vectors d’expressié per les HATs indicades (100 ng), el vector buit pPCDNA3 com a control i el
vector reporter de Gal4 (200 ng). Al cap de 24 h es va mesurar l'activitat luciferasa. Els resultats
mitjana i error estandard de triplicats i sdn representatius de 3 experiments independents.

** . diferencia significativa comparada amb el grup control sense HAT amb P<0,01.

I11.6 Estudi de la pérdua de funcio de DOR a cel-lules musculars.

El segiient pas va ser comprovar si en cel-lules que expressen DOR de forma endogena,
la pérdua d’aquesta expressid té alguna conseqiiencia en [’activitat dels receptors

nuclears que haviem vist que eren coactivats per DOR.

Per fer-ho es van generar vectors lentivirals amb siRNAs que reprimien 1’expressio de
DOR, 1 es van utilitzar aquests vectors per infectar cél-lules musculars C2CI12.
D’aquesta manera es va generar una linia de c¢l-lules C2C12 ‘knock-down’ de DOR, en
que I’expressio de DOR estava marcadament reduida, tant a nivell de mRNA com de
proteina. Com a control es van usar c¢l-lules infectades amb un siRNA ‘scramble’, és a

dir, amb la mateixa composicié que I’siRNA de DOR pero desordenat (figura 27).
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Figura 27. Expressi6 de
mRNA (Real Time PCR) i
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siRNA ‘scramble’ o}
especific per DOR (Font:
Vicent Ribas).

* : diferéncia significativa
amb el grup scramble

amb P<0.05.

Es van transfectar cel-lules control i cel-lules knock-down per DOR amb reporters de

TR i de PPAR, en preséncia o abséncia del lligand corresponent (T3 o rosiglitazona) i

en presencia o abséncia del receptor nuclear (figura 28).

Els resultats indiquen que les

cel-lules knock-down de DOR tenen menys capacitat per respondre a TRa 1 a PPARY.

Aix0 indica que DOR ¢és un coactivador important per a la funcié d’aquests dos

receptors en aquestes cel-lules.
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Figura 28. FEfecte de Ia
repressio de DOR en cél-lules
C2C12 sobre la capacitat
d’incrementar I'expressié del
seu vector reporter de:

a) PPARy. Ceéllules C2C12
infectades amb un siRNA
‘scramble’ o un siRNA especific
per DOR es van transfectar amb
un vector d’expressié per
PPARy (75 ng), el vector buit
pCDNA3 com a vector control i
el vector reporter de PPAR (150
ng). Les cél-lules es van tractar
durant 18 h en preséncia o en
abséncia del lligand
(rosiglitazona 100 nM) i es va
analitzar I'activitat luciferasa.

b) TRa. L'experiment es va
realitzar de la mateixa forma
perd amb un vector d’expressio
de TRa, un reporter de TR i T3
100 nM com a lligand.

Els resultats s6n la mitjana i
I'error estandard de triplicats i
sbn  representatius de 3
experiments independents. *** :
diferencia significativa
comparada amb el corresponent
grup scramble amb P<0,001.
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D’altra banda en el nostre laboratori hem pogut comprovar que aquestes cel-lules
knock-down de DOR responen pitjor a I’estimul que provoca la hormona tiroidal en

I’expressio de determinats gens (resultats de Vicent Ribas; veure Annex I).

I1.7 Paper de la caixa LxxLL

Com ja hem dit, un dels motius que ens va portar a pensar que DOR podia ser un
coactivador de receptors nuclears va ser la preséncia a la seqiiencia de la proteina d’una
putativa caixa LxxLL (també anomenada caixa NR). Aquesta caixa serveix en molts
coactivadors com a domini d’interaccié amb els receptors nuclears.

Com hem vist a la introduccid, la interaccid de les caixes LxxLL dels coactivadors amb
els receptors nuclears té lloc pel domini AF-2. Aquest domini consisteix en dos residus
carregats, una Lisina i un Glutamat, que formen un ‘charge-clamp’ que orienta la caixa
LxxLL correctament, i una serie de residus hidrofobics que interaccionen amb les
Leucines de la caixa LxxLL. La interaccid entre la caixa LxxLL i el domini AF-2 dels

receptors nuclears ¢s depenent d’hormona (Savkur et al., 2004).

En estudis de co-immunoprecipitacio realitzats al nostre laboratori per caracteritzar la
interaccid entre DOR 1 TRa vam poder observar que DOR interaccionava amb el
receptor d’hormones tiroidals tant en preséncia com en abséncia d’hormona (M.

Orpinell, Tesi Doctoral 2006, Universitat de Barcelona).

D’altra banda vam analitzar la capacitat de DOR per coactivar una versi6 mutada del
receptor de glucocorticoides en que el residu de Glutamat que forma el ‘charge clamp’
que s’uneix a les caixes LxxLL s’ha mutat a Alanina (GR E773A), de manera que
aquesta versio mutada de GR no pot interaccionar amb coactivadors que ho facin via

caixes LxxLL, com ara Src-1 (Kucera et al., 2002; Wu et al., 2004) (figura 29).
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Figura 29. Efecte de DOR sobre GRa i sobre el mutant de GRa E773A. Es van transfectar
cél-lules HeLa amb de vectors d’expressio per GRa o del mutant E773A (75 ng), DOR (100 o
200 ng), el vector buit pPCDNA3 com a vector control i el vector reporter de GRa (150 ng). Les
cél-lules es van tractar durant 18 h en preséncia o en abséncia del lligand (dexametasona 100
nM) i es va analitzar I'activitat luciferasa. Els resultats s6n la mitjana i I'error estandard de
triplicats i sén representatius de 3 experiments independents. * : diferéncia significativa
comparada amb el grup del receptor nuclear amb P<0,05; ** : P<0,01.

Com era d’esperar, el GRg7734 activa menys la transcripcié que el GR natiu. Malgrat la
mutacid, DOR també ¢és capag¢ de coactivar el GRg7734, 1 amb una intensitat similar.
Aix0 es pot apreciar millor si s’analitzen les dades de GR 1 GRg7734 per separat,

atorgant a cada forma del receptor el valor d’activacio del 100% (figura 29bis).
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Figura 29bis. Les mateixes dades de la figura 29 perd
referides a cada forma del receptor com a 100%.

76



Estudis de coactivacio de la transcripcio

Aquests darrers resultats ens van portar a pensar que la interaccio6 de DOR amb els
receptors nuclears podia ser per un domini diferent de la caixa LxxLL. Per aquest motiu
vam generar, per mutagenesi dirigida, un vector per a 1’expressié d’una forma mutada
de DOR, on les leucines de la caixa LxxLL s’havien convertit a alanina, i que vam
anomenar DOR AXXAA. Vam analitzar aleshores si aquesta forma mutada perdia la

seva capacitat de coactivar receptors nuclears (figura 30).
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Figura 30. Efecte de DOR i del mutant de la caixa LxxLL (DOR AXXAA) sobre: a) PPARy; b)
TRa; ¢) GRa. Els experiments es van realitzar com ja s’ha descrit anteriorment amb la forma
nativa de DOR o amb el mutant AXXAA. * : diferéncia significativa entre els grups DOR natiu i
DOR AXXAA amb P<0,05; ** : P<0.01; *** : P<0.001.

Els resultats van demostrar que el mutant de la caixa LxxLL manté la capacitat de
coactivar els receptors nuclears. Aix0 ens fa pensar que, contrariament al que

esperavem, la caixa LxxLL no ¢és el domini pel qual DOR interacciona amb els
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receptors nuclears. Tot 1 aix0, la poténcia de la coactivacio del mutant DOR AXXAA

disminueix lleugerament respecte la proteina sense mutar.

La caixa LxxLL no tan sols serveix per interaccions receptor nuclear—coactivador sind
que s’han trobat exemples funcionalment actius de motius LxxLL en altres tipus
d’interaccions (Parker ez al., 1999; Litterst et al., 2002; Torchia ef al., 1997). Com hem
vist, quan mutem la caixa LxxLL tot i que no es perd la capacitat de coactivar els
receptors nuclears, si es perd una certa poténcia en la coactivacidé. Vam voler comprovar
si aquesta perdua d’activitat de DOR degut a la mutacié de la caixa LxxLL es produia
també en el context de Gal4-DOR. Per aixd0 vam mutar la primera de les leucines de la
caixa en diversos dels constructes de Gal4-DOR i vam analitzar la seva activitat en

comparacio amb el mateix constructe sense mutar (figura 31).
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Figura 31. Efecte de la mutacio a la caixa LxxLL sobre les construccions Gal4-DOR. Els
experiments es van realitzar com ja s’ha descrit anteriorment amb les construccions de Gal4-
DOR indicades o amb la seva versi6 mutada L100A. * : diferéncia significativa entre cada
construccio6 i el seu mutant amb P<0,05.

Les construccions Gal4-DOR també perden part de la poténcia coactivadora quan es
muta la caixa LxxLL. Per tant aquesta caixa és important per al domini d’activacié de
DOR (cosa que explicaria el fet de que estigui en una regié conservada als diferents

ortolegs), perd no per la interaccido amb els receptors nuclears.
A TDaltra regid identificada com a important per 1’activacio en els estudis de Gal4-DOR

vam detectar que també hi havia un grup de residus aromatics similar a una caixa

LxxLL (en aquest cas LIIDL, residus 36 a 40). El fet que la mutacio de la caixa LxxLL
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fa baixar la poteéncia activadora de la transcripcié de DOR ens va portar a pensar que
potser mutant aquesta altra regid rica en residus aromatics també podiem afectar a la
capacitat activadora de DOR. Per aquest motiu vam generar diverses construccions de

Gal4-DOR en els quals les dues leucines d’aquesta regid van ser mutades a alanina.
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Figura 32. Efecte de les mutacions L36A i L40A sobre els constructes Gal4-DOR. Els
experiments es van realitzar com ja s’ha descrit anteriorment amb les construccions de Gal4-
DOR indicades o amb la seva versié mutada L36A L40A. ** : diferéncia significativa entre cada
construccio i el seu mutant amb P<0,01; *** : P<0,01.

En el context de la quimera Gal4-DOR la mutacié d’aquestes leucines feia disminuir la
capacitat de la proteina d’activar la transcripcio (figura 32). També vam voler
comprovar com afectaven aquestes mutacions en la capacitat de DOR de coactivar els
receptors nuclears. Per aixd0 vam generar una versi6 de DOR amb les mateixes
mutacions, L36A i L40A. Com era d’esperar el mutant generat tenia menys capacitat de

coactivar els receptors nuclears que la proteina nativa (figura 33).
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III. LOCALITZACIO INTRACEL-LULAR DE DOR

I11.1 Dominis responsables de la localitzacio de DOR.

Per poder actuar com a regulador de la transcripcidé és imprescindible que DOR es
localitzi, com a minim parcialment, a nivell de nucli. La majoria de les prediccions, com
hem vist a ’apartat 1.2.1, deien que la localitzacié de DOR era nuclear. Vam voler

comprovar si efectivament DOR es localitza al nucli.

Quadre informatiu 2. Localitzacioé nuclear de les proteines.

La compartimentalitzaci6 de les cel-lules eucariotes fa que totes les proteines que es
localitzen al nucli hagin de ser importades des del citoplasma. L’intercanvi de
macromolecules entre el nucli 1 el citoplasma té lloc a través dels porus nuclears. El

pas de les proteines a través del porus nuclear pot ser:

-per difusid passiva: el pas per difusio esta limitat per la mida de la proteina:
el porus nuclear tan sols permet el pas de proteines més petites de 40 kDa
(Gorlich et al., 1999).

-per transport actiu mitjancat per senyals especifiques

-per cotransport amb altres proteines

Algunes proteines, tot i ser suficientment petites per passar de forma passiva pel
porus nuclear, la seva localitzacid esta regulada per senyals d’entrada (NLS) o de
sortida del nucli (NES) de manera que aquesta localitzacido esdevé més eficient,
controlada 1 regulable. Aquest podria ser el cas de la proteina DOR: tot i que té una
mida d’uns 24 kDa. (cosa que probablement li permet passar de forma passiva pel

porus nuclear) la seva localitzaci6 podria estar regulada per senyals i transport actiu.

Per determinar quina era la localitzacio intracel-lular de la proteina DOR vam generar
un vector per a I’expressié d’una proteina de fusi6 de DOR amb la proteina fluorescent
GFP (Green Fluorescent Protein), unint aquesta a 1’extrem N-terminal de DOR . La

proteina GFP sola es va usar com a control. Els vectors d’expressié per aquestes
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proteines es van transfectar en cel-lules Hela 1 es va analitzar la localitzacio

intracel-lular de la fluorescéncia amb un microscopi confocal (figura 34).

NCT I C

Figura 34. En verd, distribucié cel-lular de: a) GFP; b) GFP-DOR. En blau, marcatge de nuclis
amb Hoescht. Es van plaquejar cél-lules HelLa sobre cobreobjectes. Al cap de 24 h es van
transfectar amb el vector d’expressié de GFP o de la construcci6 GFP-DOR. Al cap de 36 h es
van fixar les cél-lules amb PFA 3% i es va realitzar la tincié de Hoescht.

La proteina GFP sola es localitza distribuida tant per citosol com al nucli; aixo és degut
a que no té cap senyal de localitzacid, 1 a més és prou petita per poder passar pels porus

nuclears ja que té un pes molecular aproximat d’uns 29 kDa.

La proteina de fusié de DOR amb GFP, en canvi, es localitza exclusivament al nucli. La
localitzacié a més no és difusa per tot el nucli, si no que apareix formant un puntejat.
Aquesta proteina té¢ un pes molecular teoric d’uns 55 kDa, de manera que el pas per

difusi6 facilitada a través del porus nuclear estaria molt limitat si no impossibilitat. La
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presencia de la proteina GFP-DOR de forma exclusiva al nucli indica que la proteina ha

de ser transportada al nucli de forma activa.

Vam voler comprovar si la construcci6 GFP-DOR mantenia ’activitat que haviem
atribuit a DOR, és a dir, si seguia sent capa¢ d’actuar de coactivador dels receptors
nuclears que haviem provat. D’aquesta manera podriem estar segurs que la localitzacio
observada era la correcta. La fusi6 de DOR amb GFP mantenia, efectivament, la
capacitat de coactivar els receptors nuclears TRa, GRa 1 PPARYy (figura 35), cosa que

ddéna més significacid a la localitzacid que observem de la fusid.
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Figura 35. Comparacié dels efectes de DOR i GFP-DOR sobre: a) TRa; b) GRa; ¢) PPARy. Es
van transfectar cél-lules HeLa amb vectors d’expressi6 pel receptor nuclear (75 ng), DOR o la
construccié GFP-DOR (200 ng), el vector buit pCDNA3 com a vector control i el vector reporter
adequat (150 ng). Les cél-lules es van tractar durant 18 h en preséncia o en abséncia del
lligand corresponent i es va analitzar I'activitat luciferasa. Els resultats s6n la mitjana i I'error
estandard de triplicats i s6n representatius de 3 experiments independents.

*** : diferéncia significativa amb el grup del receptor nuclear amb P<0,001.
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Per localitzar quina regi6 de DOR ¢s la responsable de la seva localitzacié nuclear vam
generar dues noves construccions de DOR fusionades amb GFP: una amb la regié N-
terminal de DOR (residus 1 a 111) i I’altra amb la regié C-terminal (residus 83 a 220) i
en vam analitzar la localitzacié al microscopi confocal.

Totes dues construccions tenen una mida de vora 40 kDa, cosa que els permetria passar
pel porus nuclear de forma passiva. La fusi6 de GFP amb la regié N-terminal de DOR
es distribueix per tota la cél-lula, incloent el nucli, de forma analoga a com ho fa la GFP
sola. El constructe de GFP unit al fragment C-terminal de DOR, en canvi, es localitza
exclusivament al nucli, tot i que amb un marcatge diferent al de la fusié amb GFP de la

proteina sencera (figura 36).

a) GFP-DOR N-terminal b) GFP-DOR C-terminal
N I C N4 l c

1 111 83 220

Figura 36. En verd, distribucio cel-lular de: a) GFP-DOR N-terminal (1 a 111); b) GFP-DOR C-
terminal (83 a 220). En blau, marcatge de nuclis amb Hoescht. Es van plaquejar cél-lules HelLa
sobre cobreobjectes. Al cap de 24 h es van transfectar amb el vector d’expressié de les
construccions GFP-DOR N-terminal i GFP-DOR C-terminal. Al cap de 36 h es van fixar les
cél-lules amb PFA 3% i es va realitzar la tincié de Hoescht.
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Aquests resultats servien per descartar la regié N-terminal com a responsable de la
localitzacid nuclear de la proteina. Com hem vist, els programes PredictNLS 1 NucPred,
que s’usen per detectar senyals de localitzaci6 nuclear a proteines, no en van trobar cap
a DOR (apartat 1.2.1). El programa PSORT I, en canvi, va trobar a la seqii¢ncia de
DOR un putatiu NLS a I’extrem C-terminal de la proteina, del tipus que anomena
‘patd’, que consisteix en un patrd de 4 residus format per 4 aminoacids basics (lisina o

arginina), o 3 basics 1 histidina o prolina (Hicks et al., 1995) (figura 37).

mDOR ERHTLSAKVLOROQNRARE SRS QOGSFIYQPCQRQOFNY 521

rDOR ERHTLSAKVLORONRARE SRYRRPKHQGSFIYQPCOROFNY224
hDOR ERHALSAKAVORONRARE KNQSSFIYQPCQRQFNY220

Ahkkohhhkh hhhkhhhkhhhd *k k. hk khkhhkhhhhhhhk

Figura 37. Localitzacié de la senyal NLS predita pel
programa PSORT Il a DOR huma, de rata i de ratoli.

Per comprovar si aquesta era efectivament la NLS de DOR vam anular aquesta senyal
per mutagenesi dirigida: les dues arginines consecutives es van convertir a alanina, de
manera que la putativa NLS quedaria anul-lada. Vam transfectar aquesta forma mutada
de GFP-DOR a c¢l-lules HeLa i en vam analitzar la localitzacié per microscopia

confocal (figura 38).

Figura 38. Distribucié del mutant de la possible NLS (verd) i marcatge de nuclis amb Hoescht
(blau). Es van plaquejar cél-lules HelLa sobre cobreobjectes. Al cap de 24 h es van transfectar
amb el vector d’expressié de la construcci6 GFP-DOR amb la possible NLS mutada. Al cap de
36 h es van fixar les cel-lules amb PFA 3% i es va realitzar la tincié de Hoescht.
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Els resultats indiquen que aquesta forma mutada de GFP-DOR es localitza també al
nucli. Tot 1 aix0 apareix una lleugera senyal citosolica que no es donava en la forma
nativa. Aixo indica que aquesta possible NLS podria estar participant en la localitzacid
nuclear de la proteina, perd en qualsevol cas no n’és 1’inic ni tan sols el major
responsable, sind que el seu paper €s molt residual. Cal destacar també que aquesta
forma mutada es distribueix de forma difusa al nucli, a diferéncia de la forma nativa que

ho feia en forma de puntejat.

El posterior desenvolupament al nostre grup d’un anticos policlonal especific per a
DOR va permetre analitzar la localitzacio intracel-lular de la proteina sola. En c¢l-lules
HelLa transfectades la distribucio de la proteina és majoritariament nuclear (figura 39).

Aix0 és coherent amb el marcatge vist amb les proteines de fusié de DOR amb GFP.

TS
.....
.....

mDOR  ,PPPAPSLMDESWFVTPPAC,,
rDOR  ¢;,PPPAPSLMDESWFVTPPAC,,

khkhkhkhhhhk khk khdhhkh k%

| ..

Figura 39. a) Epitop que reconeix l'anticos policlonal anti-DOR. L’epitop esta totalment
conservat a les formes humana, de rata i de ratoli de DOR. b) Immunolocalitzaci6 de DOR
(vermell) i marcatge de nuclis amb Hoescht (blau) en cél-lules Hela transfectades amb DOR.
Es van plaquejar cél-lules HelLa sobre cobreobjectes. Al cap de 24 h es van transfectar amb el
vector d’expressié de DOR. Al cap de 36 h es van fixar les cél-lules amb PFA 3% i es va
realitzar una immunolocalitzaci6 amb I'anticos especific. Posteriorment es va realitzar la la
tincié de Hoescht.
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Com hem vist, tant en el marcatge amb [’anticos especific com en la proteina de fusid
GFP-DOR es podia constatar que la distribucid de la proteina dins el nucli no és difusa,
si no que s’acumula formant un marcatge puntejat. El nucli no és un compartiment
homogeni si no que conté diferents estructures o cossos que estan compartimentalitzats
tot 1 que no tenen una membrana propia. Cada compartiment esta enriquit en unes
determinades proteines i pot ser identificat per metodes microscopics. Per determinar en
quin compartiment es localitzava la proteina DOR es van fer co-localitzacions amb
marcadors d’aquestes estructures nuclears (M. Orpinell, tesi doctoral 2006, Universitat
de Barcelona) i es va determinar que dins el nucli DOR es troba en unes estructures
anomenades PMLs (Promyelocitic Leukemia protein). Els PMLs son cossos nuclears
que participen en la regulacié de la transcripcié (Zhong et al., 2000), cosa que és
consistent amb 1’activitat coreguladora de DOR. A més I'inica proteina homologa amb

DOR, TP53INP1, es localitza tamb¢ als PMLs (Tomasini et al., 2003).

La disponibilitat de 1’anticos especific per DOR ens va permetre analitzar també la
localitzacié de formes truncades de la proteina que mantinguessin 1’epitop. Vam generar
dues formes truncades per I’extrem C-terminal de la proteina: la primera contenia fins al
residu 203 de la proteina i la segona fins al 163 i vam realitzar una immunolocalitzacio

d’aquestes formes generades (figura 40).

La forma truncada 1 a 203 manté la localitzacio nuclear, tot i que dins el nucli la seva
localitzacié €s diferent a la de la proteina sencera, ja que es distribueix de forma
periférica i no en forma de puntejat per tot el nucli. La forma truncada 1 a 163, en canvi,
es distribueix per tota la cel-lula, i per tant no té la localitzaci6 exclusivament nuclear de

la proteina sencera.
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1| DOR |220
1| DOR |203
1| DOR |‘| 63

Figura 40. Localitzacié de DOR i de les formes truncades 1 a 203 i 1 a 163. En blau, marcatge
dels nuclis amb Hoescht. Es van plaquejar cél-lules HeLa sobre cobreobjectes. Al cap de 24 h
es van transfectar amb el vector d’expressié de DOR i de les formes truncades 1 a 203 i 1 a
163. Al cap de 36 h es van fixar les cél-lules amb PFA 3% i es va realitzar una
immunolocalitzacié amb I'anticds especific. Posteriorment es va realitzar la la tincié de Hoescht.

També vam voler analitzar la localitzacio de la proteina endogena a linies cel-lulars. Es
van triar linies musculars perque: 1) en estudis de Northern Blot amb diferents teixits es
va veure que DOR s’expressa de manera més notable a muscul esquelétic i cardiac
(Annex I); 2) en estudis de Western Blot amb extractes de diferents linies cel-lulars es
va veure que les linies que més proteina endogena expressaven eren linies musculars

com les 1C9.
La proteina endogena DOR també és nuclear en cel-lules proliferatives, amb una

distribucié analoga a 1’obtinguda en la sobreexpressio en cel-lules Hela, és a dir, la

proteina es localitza als PMLs. En cél-lules diferenciades, en canvi, la proteina es
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localitza en la seva totalitat al citosol. Aix0 s’ha pogut constatar tant cel-lules C2C12
(figura 41) com en les linies musculars 1C9 1 L6E9 (M.Orpinell, Tesi doctoral 2006,
Universitat de Barcelona). Aquesta localitzacié diferent de DOR en cel-lules
diferenciades i no diferenciades ens fa pensar que la funciéo de DOR esta regulada pel

cicle cel-lular.

b)

Figura 41. En vermell, distribuci6 de DOR a ceéllules C2C12: a) no diferenciades; b)
diferenciades a mitoub. En blau, marcatge de nuclis amb Hoescht. Cél-lules C2C12
plaguejades sobre cobreobjectes no diferenciades o diferenciades a miotub de dia 4 es van
fixar amb PFA 3% i es va realitzar una immunolocalitzaci6 amb l'anticds especific anti-DOR.
Posteriorment es va realitzar la la tincié de Hoescht..

Com hem vist a I’apartat 1.2.1, 1’analisi de la seqiiencia de la proteina revela la
presencia a DOR de diversos llocs de fosforilacié que estan conservats entre la proteina
humana, de ratoli i de rata. La fosforilacid pot regular els coreguladors a diferents

nivells: localitzacid, estabilitat, interaccié amb altres proteines, etc.

Per determinar si aquesta diferent localitzaci6 de la proteina esta regulada per 1’estat de
fosforilaci6 de la mateixa es poden usar un inhibidor general de proteina cinases
(estaurosporina) i un inhibidor de proteina fosfatases (acid ocadaic) i analitzar-ne la
localitzaci6. Aixi tant en cel-lules HeLa transfectades com en linies musculars no

diferenciades, la inhibici6 de les fosfatases amb acid ocadaic no provoca cap canvi en la
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localitzacié de DOR. La inhibicid de les proteina cinases amb estaurosporina, en canvi,

provocava una sortida rapida de la proteina del nucli al citoplasma (figura 42c).

Vam voler analitzar el possible paper de caixes de sortida del nucli (NES) en aquesta
sortida de DOR del nucli. Les NES tenen la seqiiencia consens ®-x;.3-O-x, 3-O-x-O, on
‘D’ correspon a un residu aromatic (leucina, isoleucina, valina, fenilalanina o
metionina) i ‘X’ pot ser qualsevol residu (Henderson et al., 2000). Amb [’ajuda del
programa NetNES vam localitzar a DOR dues regions que podien formar una NES, tot i
que cap de les dues complia exactament amb el consens. Les vam anomenar NES-1

(residus 32 a 40) 1 NES-2 (residus 91 a 101) (figura 42a).

Estudis previs ja havien descartat la NES-2 com a responsable de la sortida de DOR del
nucli, ja que el mutant DOR AXXAA (veure seccié I1.7), en el qual diversos residus
aromatics de la putativa NES-2 s’havien passat a alanina (figura 42b), seguia sortint del
nucli en el tractament amb estaurosporina (M. Orpinell, tesi doctoral 2006, Universitat

de Barcelona).

Per analitzar si la NES-1 és la responsable de la sortida del nucli de DOR en els
tractaments amb estaurosporina vam mutar diversos dels residus aromatics d’aquesta
NES-1 a alanina (figura 42b, mutant NES1-A) i vam analitzar la seva localitzacié amb i
sense tractament amb estaurosporina. Com ja sabiem el DOR natiu és nuclear, i el
trobem totalment fora del nucli quan tractem les cél-lules amb estaurosporina (figura
42c¢). La forma mutada NES1-A també es localitza al nucli en abseéncia de tractament.
En el tractament amb estaurosporina el mutant NES1-A manté en gran part la seva
localitzaci6 nuclear (figura 42d). Aix0 ens indica que la caixa NES-1 és la principal

responsable de la sortida del nucli en els tractaments amb estaurosporina.
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a) NES-1 NES-2
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Figura 42. a) possibles caixes NES de DOR; b) mutacions generades a les caixes NES-1 i
NES-2; ¢) immunolocalitzaci6 de DOR amb o sense tractament amb estaurosporina; d)
immunolocalitzacié del mutant NES1-A amb o sense tractament amb estaurosporina. Es van
plaquejar cél-lules HeLa sobre cobreobjectes. Al cap de 24 h es van transfectar amb el vector
d’expressiéo de DOR i del mutant NES1-A. Al cap de 36 h es van tractar les cél-lules amb
vehicle (DMSOQO) com a control o amb estaurosporina (10 puM) durant 1h. Immediatament
després del tractament es van fixar les cél-lules amb PFA 3% i es va realitzar una

immunolocalitzaci6 amb I'anticos especific anti-DOR. Posteriorment es va realitzar la la tincié
de Hoescht.
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I11.2 Estudi de la localitzacio de DOR en miotubs.

La preséncia de DOR al citosol i I’abséncia a nucli sén incompatibles amb la funcié que
hem pogut atribuir a la proteina com a regulador transcripcional, que ha de tenir lloc
necessariament al nucli. Aquesta diferent localitzaci6 a cel-lules diferenciades obre lloc

a diverses possibilitats:

-que DOR estigui a citosol esperant alguna senyal que faci que entri al nucli.
Aix0 implicaria que al citosol DOR actua com a reservori de proteina preparada
per entrar al nucli i exercir la seva funci6 en el moment adequat. En aquest sentit
diversos coreguladors, com HDACS5 i1 Ankrd2, surten al citosol durant la
diferenciacid miogeénica (McKinsey et al., 2000; Kojic et al., 2004). Alguns
d’aquests coreguladors es troben al citosol esperant la senyal que els faci tornar
al nucli 1 exercir la seva funci6 coreguladora.

-que al citosol DOR tingui una funcid especifica. D’aquesta manera DOR podria
tenir dues funcions diferents que exerciria distintament a diferents estats de
diferenciacié de la céllula. Es el cas de proteines com 1’enzim DCoHa, que a
més de la seva funcid citosolica actua de coactivador quan entra al nucli (Hevel

et al., 20006).

Val a dir que aquestes dues opcions no séon mutuament excloents. Aixi DOR podria
estar exercint una determinada funcid al citosol 1 alhora sota ’accié de diferents

estimuls entrar al nucli per regular la transcripcio.

Hi ha una dada que fan pensar que la opcié de DOR a citosol com a simple reservori de
proteina inactiva no €s correcta: en la diferenciacidé muscular I’expressio de DOR
augmenta considerablement, i aix0 es pot veure tant a nivell de mRNA com a nivell de
proteina (figura 42). Els resultats d’'mRNA coincidien amb les dades obtingudes en
experiments de microarray de diferenciacid miogenica de cel-lules C2C12 realitzats per

Tomczak et al., el 2004 (dades accessibles a la NCBI GEO database, accession number

GDS586; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/geo/gds/gds browse.cgi?gds=586).
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Figura 43. Expressiéo de DOR durant la diferenciacié de cel-lules C2C12 a miotub. a) mesura
del mRNA per Real Time PCR; b) deteccio de la proteina per Western Blot. Cél-lules C2C12 es
van plaquejar alhora en diverses plaques. Quan van arribar a confluéncia (dia 0) es va canviar
el medi per medi de diferenciacio, i després del temps indicat es van recollir cél-lules i se’'n va
obtenir RNA i proteina (la proteina correspon a lisats totals).

Si la rad de que DOR estigui al citosol fos simplement estar retinguda fora del seu lloc

d’accio no seria facil entendre perque n’augmenta 1’expressio.

Donat que haviem vist que DOR coactiva diversos receptors nuclears vam pensar en la
possibilitat que els lligands per a aquests receptors nuclears fossin un estimul que fes
que DOR entrés al nucli. Si bé la principal forma d’accio que caldria esperar d’aquests
lligands ¢€s la d’activar el corresponent receptors nuclear i regular la transcripcio, esta
descrit que alguns d’aquests lligands tenen també efectes no-genomics, que es
produeixen a més curt termini que les accions genomiques que van via el corresponent
receptor nuclear. Aixi estan descrites accions no-genomiques tant per 1’hormona tiroidal
(Hiroi et al, 2006) com pels glucocorticoides (Song et al., 2006). D’aquesta manera vam
pensar que I’arribada d’aquests lligands podia ser una senyal per la cellula per a la
entrada de DOR al nucli, de manera que pogués exercir la seva funcié de coactivar el

receptor nuclear.

En cel-lules C2C12 diferenciades de dia 5 vam fer tractaments amb els diferents lligands
dels receptors nuclears que haviem descrit que eren coactivats per DOR: hormona
tiroidal, dexametasona i rosiglitazona. A diferents temps de tractament es van fixar les
cel-lules i es va analitzar la localitzacid de DOR marcant amb les c¢l-lules amb 1’anticos

anti-DOR 1 analitzant-ho per microscopia confocal.
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En cap cas el tractament va provocar una entrada de DOR des del citoplasma cap al
nucli. En canvi, en els tractaments amb T3 o dexametasona el que vam observar va ser
que el marcatge citosolic passava de ser difos abans del tractament a acumular-se en uns
granuls de forma transitoria entre els 15’ 1 30° de tractament. Després d’una hora de

tractament el marcatge de DOR tornava a ser dif6s al citoplasma.

Figura 44. a) localitzacié de DOR a cél-lules C2C12 miotubs tractades a diferents temps amb
T3. b) resultats analegs en el tractament amb dexametasona a 30°. Cél-lules C2C12 es van
plaguejar sobre cobreobjectes i es van diferenciar a miotub de dia 4. Es va afegir el lligand
indicat al medi (T3 100 nM o dexametasona 100 nM) i als temps indicats es van recollir
cobreobjectes, es van fixar amb PFA 3% i es va realitzar la immunolocalitzacié de DOR.
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La figura 44a mostra els resultats obtinguts amb T3; es van obtenir resultats analegs

amb el tractament amb dexametasona (figura 44b), perd no amb rosiglitazona.

Aquests resultats ens indiquen que DOR, tot 1 estar al citosol en aquestes condicions,
segueix responent a algunes de les hormones a les que respon quan esta al nucli
coactivant receptors nuclears. Aix0 ddona credit a la hipotesi de que DOR al citosol té
una funcid concreta, diferent de la que té al nucli com a regulador de la transcripcio, i
que no tan sols esta al citosol com a proteina inactiva a I’espera de la seva entrada al

nucli.

Vam poder comprovar a més que el tractament amb T3 feia disminuir la quantitat de

proteina DOR present a les cél-lules C2C12 a temps també curts (figura 44).

T3 (min)

ct 15 30 60 90 120 150

DOR | WM s o o
B-act, | mes o ot e wiw

Figura 45. Western Blot de DOR a cél-lules C2C12 miotub
tractades amb T3 100 nM a diferents temps.

Per poder esbrinar quina ¢s aquesta possible funcié que exerceix DOR al citosol vam
intentar determinar en quines estructures s’estava acumulant DOR en els tractaments
amb T3 i dexametasona. Es per aixd que vam fer co-localitzacions en miotubs de dia 5
tractats amb hormona tiroidal durant 30 minuts de la proteina DOR amb diferents
proteines que serveixen de marcadors per a diferents organuls o estructures cel-lulars
que podien tenir una distribucid similar a la que veiem per a la proteina DOR (figura
46). Els resultats demostren que la localitzacié de DOR no correspon a la que s’observa
quan s’utilitza un marcador de microtibuls (MAP2B), de mitocondries (Cox-1), de
lisosomes (Lamp-1), de 1’aparell de Golgi (GM130), de reticle sarcoplasmic (SERCA-
1) o de P-bodies (GW182) . Aixi doncs no vam poder determinar quines son aquestes

estructures en les que s’acumula DOR en els tractaments amb T3.
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Figura 46. Cel-lules C2C12 tractades 30’ amb T3. En vermell, la localitzacié de DOR; en verd:
a) MAP2B (marcador de microtubuls); b) Cox-1 (marcador de mitocondries); ¢) Lamp-1
(marcador de lisosomes); d) GM130 (marcador l'aparell de Golgi). e) SERCA-1 (marcador de
reticle sarcoplasmic). ) GW182 (marcador de P-bodies). Es van plaquejar cél-lules C2C12
sobre cobreobjectes i es van diferenciar a miotub de dia 4. Es va afegir T3 100 nM al medi i al
cap de 30’ es van fixar els cobreobjectes amb PFA 3%. Es va realitzar la immunolocalitzacié
amb l'anticos especific anti- DOR i amb I'anticds marcador d’estructures indicat en cada cas.
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IV.IMPACTE DE MUTACIONS PUNTUALS.

IV.1 Mutacions en possibles llocs de fosforilacio.

El fet que en diferents circumstancies trobem DOR localitzat al nucli o al citosol ens va
portar a preguntar-nos de quina manera es regulava la localitzacié de DOR. Els resultats
obtinguts amb els tractaments amb estaurosporina fan pensar que la localitzacio podria
estar regulada directament per fosforilacid de la propia proteina. En aquest sentit,
diversos coreguladors han estat descrits préviament pels quals la seva localitzacio esta
regulada per modificacions post-traduccionals, entre elles la fosforilacio (Baek et al.,
2004). Els resultats suggerien un possible model segons el qual hi hauria una forma
fosforilada de DOR, que seria nuclear, mentre que la inhibicié de les proteina cinases
amb estaurosporina donaria un DOR desfosforilat que seria citosolic.Com hem vist a
I’apartat 1.2.1, I’analisi de la seqiiencia de DOR va permetre la deteccié de diversos
llocs putatius de fosforilacid per diverses proteina cinases conservats a les formes
humana, de rata 1 de ratoli de DOR. En funcié de dades trobades a la literatura vam
seleccionar alguns d’aquests possibles llocs de fosforilacié com a més probables per a

explicar la regulaci6 de la localitzacid per fosforilacio:

1) El primer lloc seleccionat va ser la serina 93. La serina 93 és un lloc putatiu
de fosforilaci6 per PKA i per CaMK II conservat a les formes humana, de ratoli i
de rata de DOR. El que fa especialment interessant a aquest lloc de fosforilacio

¢s que també en les 3 espécies és un lloc putatiu d’unié de proteines 14.3.3.

Quadre informatiu 3. Les proteines 14.3.3.

Les proteines 14.3.3 van ser els primers exemples d’uni6 especifica a un motiu amb
una serina o treonina fosforilada. Aquestes proteines intervenen en molts processos
cel-lulars com ara la regulacio del cicle cel-lular, ’apoptosi o la resposta a estres. En
determinades proteines que es localitzen al nucli la fosforilaci6 d’un determinat
residu 1 la posterior uni6 de proteines 14.3.3 provoca la sortida de la proteina cap al
citosol (Eckardt, 2001; Screaton et al., 2004; Pan et al., 2005). En alguns casos, a
més, aquest proces té lloc en el moment en que s’inicia la diferenciacié6 muscular

(Grozinger C.M. et al., 2000; McKinsey et al., 2001).
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D’aquesta manera la localitzacié de DOR es podia estar regulant per fosforilacio

a la serina 93 1 posterior uni6 de proteines 14.3.3.

2) D’altra banda les prediccions de llocs de fosforilacié de DOR deixaven veure
la preséncia a la seqiiencia de la proteina de maultiples llocs putatius de
fosforilacié per Caseina cinasa II (CK II). A la literatura vam trobar diversos
exemples de proteines que la seva localitzacié nucli—citoplasma esta regulada
per fosforilacid de residus per part de la CK II. Aixi, per exemple, ’antigen T
del virus SV40 (Rihs et al., 1991), o el coactivador alphaNAC (Quelo et al.,
2005) estan regulats d’aquesta manera. A més molts dels substrats de la CK II
son factors de transcripcid i proteines nuclears implicades en I’expressid genica,
la transcripcio i la traduccioé (Pinna, 2002). Tot aix0 ens va fer pensar que la

localitzacié de DOR podia estar regulada per fosforilacié per CK II.

Per analitzar aquestes dues possibilitats vam generar dues versions mutants de DOR en
que la Serina 93 o les Serines 27, 65 1 136 s’havien convertit a Alanina (mutants S93-A
1 CK II-A, respectivament) de forma que obteniem una versid no fosforilable de la
proteina. Aquestes versions mutades es van transfectar a c¢l-lules HelLa i es va analitzar

la seva localitzacié al microscopi confocal (figura 47).

sense estaurosporina amb estaurosporina

- ....
o ...

Figura 47. Localitzacié dels mutants S93-A i CK [I-A amb | sense tractament amb
estaurosporina. Es van plaquejar cél-lules HelLa sobre cobreobjectes. Al cap de 24 h es van
transfectar amb el vector d’expressié dels mutants S93-A i CK II-A. Al cap de 36 h es van
tractar les cél-lules amb vehicle (DMSO) com a control o amb staurosporina (10 uM) durant 1h.
Immediatament després del tractament es van fixar les cél-lules amb PFA 3% i es va realitzar
una immunolocalitzacié amb I'anticos especific anti-DOR. En blau, marcatge dels nuclis.
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Vam poder comprovar que les mutacions esmentades no afectaven a la localitzacio de la
proteina: els mutants es localitzaven al nucli. A més, el tractament amb estaurosporina

produia la sortida dels mutants del nucli, com passa amb el DOR natiu (figura 42c).

Addicionalment vam mutar els altres llocs putatius de fosforilacid conservats que hi ha
a DOR: la Serina 7, la Serina 185 1 la Serina 198. Aquestes mutacions tampoc van tenir
cap efecte en la localitzacio de la proteina. La taula 2 és una llista dels mutants de
possibles llocs de fosforilacié que vam generar i que vam comprovar que no explicaven

la diferent localitzaci6 de DOR en els tractaments amb estaurosporina.

Mutant Convertit a Alanina...
S7-A Serina 7
S93-A Serina 93

CK II-A Serines 27, 651 136

S185-A Serina 185

S198-A Serina 198

Taula 2. Mutants de llocs de fosforilacioé generats per DOR.

Tot 1 no explicar canvis en la localitzacié de DOR, alguns dels mutants generats podien

tenir com a conseqiiéncia canvis en 1’activitat de la proteina.

Pel que fa a la Serina 93, la uni6 de proteines 14.3.3 a més d’alterar la localitzacio6 de la
proteina pot tenir altres efectes sobre aquesta (Tzivion et al., 2002). Aixi pot bloquejar
la funcié d’una proteina emmascarant-ne un domini important. Un exemple d’aixo es
ddna en factors de transcripci6 de la familia FOXO, els quals quan sén fosforilats 1 s hi
uneixen proteines 14.3.3 es bloqueja la seva capacitat d’unir-se a DNA (Obsil et al.,
2003). Aix0 podria ser un mecanisme important d’inhibicié6 de DOR, ja que el putatiu
lloc d’unid de proteines 14.3.3 esta en un dels dominis identificats als estudis de Gal4-

DOR com a importants per I’activacié de la transcripcio.
La fosforilacié per CK II també té com a resultat, en molts casos, canvis en 1’activitat de

la proteina fosforilada; €s el cas per exemple del coactivador PC4, I’activitat del qual €s

regulada negativament per fosforilacid per la CK II (Ge et al., 1994).
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Basant-nos en aix0 vam voler comprovar si els mutants S93-A 1 CK II-A presentaven
canvis d’activitat respecte la proteina nativa. Vam realitzar experiments de coactivacid
d’un receptor nuclear (en aquest cas PPARy) amb diferents quantitats de la forma nativa
de DOR o dels mutants de fosforilacid, de manera analoga als experiments de 1’apartat

II.1 (figura 48).
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Figura 48. Comparacio de l'activitat de la forma nativa de DOR amb la dels mutants CK II-A i
S93-A. Es van transfectar cél-lules HeLa amb vectors d’expressié per PPARYy (75 ng), diferents
quantitats de DOR o dels mutants CK II-A i S93-A (100 a 300 ng), el vector buit pPCDNA3 com a
vector control i el vector reporter de PPAR (150 ng). Les cél-lules es van tractar durant 18 h en
preséncia del lligand (rosiglitazona 100 nM) i es va mesurar I'activitat luciferasa. Els resultats
sén la mitjana i l'error estandard de ftriplicats i son representatius de 3 experiments
independents. * : diferéncia significativa comparada amb el grup equivalent del DOR natiu amb
P<0,05; ** : P<0,01; *** : P<0,001.

Els resultats indiquen que les dues formes mutants son més actives que la forma nativa,
ja que transfectant les mateixes quantitats de DNA s’aconsegueixen coactivacions
majors, sobretot amb el mutant S93-A. Tot i aix0 aquest resultat també podria explicar-
se en el cas de que els mutants tinguessin una vida mitja més llarga que la forma nativa.
Per analitzar aquesta possibilitat es va mirar quina era la vida mitja de cada forma
transfectant-les a cél-lules HeLa i analitzant-ne la degradacid després de bloquejar la

traduccié amb cicloheximida (figura 49).
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Figura 49. a) Western Blot dels tractaments amb cicloheximida; b) quantificacié de les bandes.
Es van transfectar cél-lules HeLa amb DOR o amb els mutants S93-A i CK II-A. Al cap de 12 h
es van tripsinitzar i es van distribuir en diferents plaques de cultiu. Al cap de 24 h es va afegir al
medi cicloheximida (100 pg/ml). Als temps indicats es van recollir cél-lules i es va obtenir la
proteina. La quantificacié correspon a la mitjana de 3 experiments independents.

Els mutants de fosforilacié S93-A i1 CK II-A tenen una vida mitja més llarga que la
forma nativa de DOR. La rapida degradacié que pateix DOR esta afavorida, per tant,

per fosforilacions en els llocs putatius de CK 11 i en la Serina 93.

IV.2 Mutacions en residus de Lisina.

Diverses observacions ens van portar a pensar que la modificaci6 de les lisines de DOR

podia ser una forma important de regulacié de la proteina:

1) La seva curta vida mitja i la preseéncia d’una putativa seqiiencia PEST (veure

apartat 1.2.1) feien pensar que la proteina podia estar sent ubiquitinada.

2) Dades previes indicaven que la localitzacio de la proteina també podia estar
regulada per modificacions a les lisines: el tractament amb Nicotinamida (un
inhibidor de la desacetilasa SIRT1) de c¢l-lules HeLa transfectades amb DOR fa
que la proteina surti del nucli (M. Orpinell, Tesi Doctoral 2006, Universitat de
Barcelona). Aixo suggereix que ’acetilacid de DOR en residus de Lisina faria

que DOR sortis del nucli.
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Per aquests motius, i1 aprofitant el fet que a DOR tan sols hi ha tres residus de lisina
(residus 165, 187 1 204 al DOR huma), vam generar un mutant en qué¢ vam eliminar
aquestes lisines. Per mantenir la carrega i una mida semblant els residus de lisina es van

mutar a arginina, generant el mutant que vam anomenar 3K-R.

El primer que vam analitzar va ser si, com en el cas dels mutants S93-A 1 CK II-A, el

mutant 3K-R tenia una vida mitja més llarga que la forma nativa de DOR (figura 50).
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Figura 50. a) Western Blot dels tractaments amb cicloheximida; b) quantificacio de les bandes.
Els experiments es van realitzar de la forma descrita a la figura 49.

Un cop més el mutant tenia una vida mitja més llarga que la forma nativa. Vam voler
analitzar quin efecte tindria la inhibicid del proteasoma en cel-lules que sobre-
expressaven DOR o el mutant 3K-R. Per fer-ho vam fer Western Blot d’extractes de
cel-lules HeLa sobreexpressant les dues formes de la proteina tractades o no amb

I’inhibidor del proteasoma MG-132 (figura 51).

Figura 51. Tractaments amb MG-132 en céllules sobre-

DOR 3K-R expressant la forma nativa de DOR o el mutant 3K-R. Es van

MG-132 - + - + transfectar cél-lules HeLa amb DOR o amb el mutant 3K-R. Al

cap de 12 h es van tripsinitzar i es van distribuir en dues

DOR "™ s plaques de cultiu. Al cap de 24 h es va afegir al medi vehicle

B-aCt " g o (Etanol) com a control o MG-132 (20 uyM). Al cap d’'una hora es
van recollir les cél-lules i es va obtenir la proteina.
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L’inhibidor del proteasoma MG-132 feia incrementar la quantitat detectada del DOR
natiu, perd no del mutant 3K-R. Aquestes dades juntes fan pensar que DOR s’ubiquitina
1 és degradat pel proteasoma, cosa que no passa amb el mutant 3K-R, que no té lisines

ubiquitinables.

Vam voler analitzar quina activitat tenia aquest mutant 3K-R en comparacié amb la
forma nativa. Per fer-ho vam realitzar un estudi de coactivaci6 de PPAR com els

anteriorment esmentats (figura 52).
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Figura 52. Comparacio de l'activitat de la forma nativa de DOR amb la del mutant 3K-R. Es van
transfectar cél-lules HelLa amb vectors d’expressié per PPARYy (75 ng), diferents quantitats de
DOR o del mutant 3K-R (100 a 200 ng), el vector buit pCDNA3 com a vector control i el vector
reporter de PPAR (150 ng). Les cél-lules es van tractar durant 18 h en preséncia del lligand
(rosiglitazona 100 nM) i es va analitzar I'activitat luciferasa. Els resultats sén la mitjana i I'error
estandard de triplicats i son representatius de 3 experiments independents. * : diferéncia
significativa comparada amb el grup equivalent del DOR natiu amb P<0,05.

Tot 1 tenir una vida mitja notablement més llarga, la forma mutant 3K-R és menys
potent a I’hora de coactivar PPAR. Aquest resultat ens indica que una o més d’aquestes
Lisines formen part d’un element important per a la funciéo de DOR 1 la seva substitucid

per Arginina afecta a aquesta funcid.

Com hem dit el tractament amb nicotinamida fa que DOR surti del nucli, i aixo

suggereix que la localitzaci6 de DOR podria estar regulada per acetilacio. Vam poder
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comprovar que en aquestes condicions DOR no és capa¢ de coactivar els receptors

nuclears (figura 53).
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Figura 53. Accio de DOR en presencia o no de NAM sobre: a) GRa; b) PPARy. Es van
transfectar cél-lules HeLa amb vectors d’expressié per GRa o PPARy (75 ng), DOR (100 ng), el
vector buit pPCDNA3 com a control i el reporter de GR o de PPAR en cada cas (150 ng). Les
célllules es van tractar 18 h en preséncia del lligand adequat (dexametasona 100 nM o
rosiglitazona 100 nM) i en preséncia o abséncia de nicotinamida (‘NAM’, 10 mM) i es va
mesurar I'activitat luciferasa. Els resultats son la mitjana i I'error estandard de triplicats i sén
representatius de 3 experiments independents.

Per determinar si I’efecte de Nicotinamida sobre DOR ¢és degut a una modificacid
directa de la proteina voler analitzar quina era la localitzacié del mutant 3K-R. En
condicions normals el mutant 3K-R té una localitzacié analoga a la forma nativa de la
proteina. El tractament amb nicotinamida, com hem esmentat, fa que DOR surti
completament del nucli, acumulant-se en el citosol. No passa el mateix amb el mutant
3K-R: tot 1 que el tractament produeix una certa sortida d’aquesta forma mutada de la

proteina, trobem que en gran part el marcatge nuclear es manté (figura 54).
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Figura 54. Localitzacio de DOR i del mutant 3K-R amb i sense tractament amb NAM. Es van
sembrar cél-lules HelLa sobre cobreobjectes. A les 12 h es van transfectar amb el vector
d’expressié de DOR o del mutant 3K-R. Al cap de 36 h es va tractar les cél-lules durant 1 h amb
nicotinamida (‘NAM’, 10 mM). Després del tractament les cél-lules es van fixar amb PFA 3% i
es va realitzar una immunolocalitzacié amb I'anticos especific anti-DOR. En blau, marcatge dels
nuclis amb Hoescht.

Aquests resultats ens van portar a pensar que la sortida del nucli que veiem en la
diferenciacié muscular podia estar mitjangada per 1’acetilacid de les lisines de DOR, en
lloc de per fosforilacié de la proteina com haviem pensat fins aleshores. De fet, en la
diferenciacié muscular es donen canvis en 1’accido de SIRT1, que es veu regulada pel

ratio NAD'/NADH. Aixi, un ratio NAD'/NADH alt, tipic de cel-lules proliferatives,
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activa SIRT1, la qual inhibeix I’expressié de gens musculars. En la diferenciacié aquest
ratio disminueix, cosa que fa que I’accidé de SIRT1 s’inhibeixi i es permeti 1’expressio

dels gens musculars (Fulco et al., 2003).

Per aquest motiu vam transfectar cél-lules C2C12 amb la forma nativa de DOR 1 amb el
mutant 3K-R, i vam diferenciar-les a miotub per comprovar la localitzacid de la proteina
(figura 55). A dia 4 de diferenciacio, les cel-lules transfectades amb la forma nativa de
la proteina mantenien la localitzaci6 que haviem vist en les celllules C2C12
diferenciades no transfectades de dia 4, és a dir, DOR es localitzava totalment al citosol
del miotub. A les cel-lules transfectades amb el mutant 3K-R, en canvi, podem veure
miotubs en que trobem DOR al nucli en forma d’un puntejat analeg al de les cel-lules
proliferatives. Es interessant destacar que a les cél-lules transfectades amb el mutant 3K-
R el nombre de miotubs obtinguts era molt menor que en la transfeccidé del DOR natiu, i

aquests eren més curts i de forma irregular.
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Figura 55. Localitzacié de DOR a cel-lules C2C12 transfectades amb el DOR natiu o amb el
mutant 3K-R i diferenciades a miotub. Es van sembrar cél-lules C2C12 sobre cobreobjectes.
Quan van arribar al 80% de confluéncia es van transfectar amb el vector d’expressié de DOR o
del mutant 3K-R. Al cap de 12 h es va canviar el medi per medi de diferenciaci6. Als 4 dies de
diferenciacio les cél-lules es van fixar amb PFA 3% i es va realitzar una immunolocalitzacié amb
I'anticos especific anti-DOR. En blau, marcatge dels nuclis amb Hoescht.
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