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CAPITULO PRIMERQ:

ESTUDIOS IN VIVO DE LOS EFECTOS PROGESTACIONALES
Y/O ANTIPROGESTACIONALES DE LA NORETISTERONA A

NIVEL DE LA TRANSCRIPCION.




Organizacion de la tesis.

Esta tesis trata el estudio del modo de accidn de las progestinas sintéticas
derivadas de la 19-nor-testosterona, especificamente el de la noretisterona
(NET), vy consta de 3 partes. En la primera parte se€ presenta una introduccion
general, que incluye los datos mas importantes sobre las progestinas sintéticas,
haciendo énfasis en la NET. Incluye también los articulos originales derivados
de esta investigacion sobre los efectos hormonales de la NET in vivo, 1os cuales
nos han dado la pauta para continuar con los estudios sobre el modo de accién
molecular in vitro de las progestinas sintéticas y sus metabolitos y explicar asi
sus efectos hormonales y/o0 antihormonales, parte de los cuales conforman la
segunda y tercera parte de la tesis.

En la segunda parte de la tesis se presenta la caracterizacion de varias regiones
situadas delante del promotor del gen de la Uteroglobina (UG/CC10), proteina
regulada por la progesterona (P,) en el utero de la coneja, asi como su
participacién en la regulacién hormonal de éste gen por la P, v progestinas
sintéticas. Se subclonaron en vectores reporteros varias secuencias de la regién
5' del promotor del gen de la UG/CC10 que incluyeron las cuatro regiones
descritas en la literatura como regiones hormono-reguladas. Se estudié su
participacion en la actividad transcripcional del vector en presencia de diversos
tratamientos hormonales con el fin de encontrar la secuencia que serviria como
modelo molecular para la evaluacién de compuestos con actividad
progestacional.

LLos resultados iniciales obtenidos demostraron que las regiones estudiadas no
se ajustan a los requerimientos para hacer el estudio in vitro de la regulacion
transcripcional por la P, y progestinas sintéticas, aun cuando la regulacion de la
transcripcion in vivo de este gen en utero de la coneja, esta bajo el control de la
P, . Los resultados obtenidos, asi como otros estudios sefalan que la
regulacién de la UG/CC10 por la P, es mucho mas compleja ya que el gen
posee en Su secuencia varios elementos de regulacion muy importantes,
diferentes de los elementos de respuesta a progesterona. Por otra parte, como
la sintesis y secrecidon de la UG/CC1 son reguladas en el endometrio de una




manera especffica de tejido y de circunstancias hormonales, es plausible pensar
del requerimiento de factores de transcripcién especificos del endometrio para
obtener la expresion de este gen en sistemas in vitro tal y como sucede in vivo.

Como el objetivo de esta tesis fue el desarrollar un modelo que permitiera
evaluar la actividad progestacional de las progestinas a nivel transcripcional, se
procedié al disenio y construccién de un modelo molecular in vitro que consta
de la generacién de un vector que porta en su secuencia dos elementos de
respuesta a P, sintéticos los cuales regulan la activacion de la transcripcién de la
cloranfenicol acetil transferasa (CAT) COmMo un gen reportero.

Con los resultacdos obtenidos utilizando este modelo pudimos evaluar el efecto
hormonal de NET y sus metabolitos a nivel de la transcripcion. Ahora se cuenta
con un modelo molecular para evaluar de una manera mas rapida y confiable
los efectos progestacionales y/0 antiprogestacionales de diferentes progestinas
a nivel de la transcripcion, ensayos que son de suma importancia para estudios
posteriores, tanto de progestinas existentes en el mercado, asi como de

aquellas de nueva sintesis.

De esta tercera y Ultima parte se presentan un articulo original y un manuscrito
el cual esta en preparacion para ser enviado a publicar en una revista de
circulacion internacional. De estos dos articulos se€ hace una discusion y se
plantean los posibles estudios a futuro.



RESUMEN

La Noretisterona (NET) y el Levonorgestrel (LNG) son progestinas sintéticas
ampliamente utilizadas como agenles anticonceptivos y en terapia hormonal. Ambos
compuestos son biotransformados en tejidos blanco en metabolitos reducidos en el
anillo A de su molécula, los cuales poseen diferenies propiedades biolégicas. El objetivo
de este estudio fue determinar los mecanismos moleculares a través de los cuales se
llevan a cabo los efectos progestacionales y/o antiprogestacionales de NET, LNG v SuS
metabolitos reducidos. Para este propdsito se caracterizé a la regién 5° del gen de la
UG/CC10 con el fin de localizar las regiones hormono-reguladoras y asi utilizarlas en la
construccion de un modelo in vitro que permitiera evaluar la actividad hormonal de
diferentes progestinas a nivel de la transcripcion.

Asi mismo se obtuvo un ensayo molecular in vitro, altamente eficiente basado en la
deteccion de la expresion de un gen reportero [la enzima cloranfenicol acetil transferasa

{CAT)] cuya transcripcion es regulada por dos elementos de respuesta a progesterona
(PRE,) insertados en la regidn promotora delante de la caja TATA (PRE,-TATA-CAT}. Se
utilizé como linea celular la CV-1 la cual es derivada de rinén de mono, y no poseen
recepiores a hormonas esteroides. Estas células fueron cotransfectadas con un vector
de expresién que codifica para el receptor de progesterona y €l vector reportero PRE,-
TATA-CAT. Los datos obtenidos usando este modelo demostraron que NET y LNG
poseen una fuerte actividad progestacional ya que inducen la actividad CAT de una
manera similar a la de la potente progestina R5020. .os metabolitos de NET y LNG
exhiben una actividad progestacional deébil; aunque el metabolito 5a¢-NET, cuando es
sirnultdaneamente administrado con una progestina como el R5020, presenta un fuerte
efecto antiprdgestacional, similar al presentado por el RU486 .

Con los resultados aqui presentados se muestra claramente que los efectos hormonales
que presentan NET y LNG asi como sus metabolitos, se llevan a cabo a nivel de la
transcripcién, y que el uso de sisternas de transfeccion in vitro de vectores quimeéricos
que portan en su secuencia los elementos de regulacion hormonal (PREs) unidos a un
den repotrtero proporciona un excelente modelo molecular que permite evaluar el efecto
hormonal o antihormonal de diversos compuestos a nivel de la transcripcion.
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SUMMARY

Norethisterone (NET) and Levonorgdesirel (LNG) are synthetic progestins that have been
widely used as contraceptive agents and in hormonal therapy. Both compounds are
biotransformed in target tissues to their A-ring reduced metabolites, which possess
different biological effects. The purpose of this study was to determine the molecular
mechanisms that would explain the progestational and/or antiprogestational effects of
NET, LNG and their reduced metabolites. The 5 region of the UG/CC10 gene was
characterized to locate the hormone-regulatory regions so they could be used in the
construction of an in vitro mode] that would allow the assessmertt of the hormonal
activity of various progestins at the trancription level.

Thus, a highly efficient in vitro molecular assay was obtained, based upon the detection
of the expression of a reporter gene {the enzyme Chloranphenicol-Acetyl-Transferase
{CATY. whose franscription is regulated by two progesterone-responsive elements
(PRE,) inserted upstream in the promoter region (TATA box)- {PRE,-TATA-CAT). A cell
line obtained from the monkey s kidney (CV-1} was used because of it 's lack of steroid
hormone receptors. These cells were cotransfected with an expression vector which
encodes for the progesterone receptor, and with the reporter gene PRE,-TATA-CAT. The
data obtained using this model demonstrated that NET and LNG possess a strong
progestational activity, because they induce CAT activity in a similar fashion as the
poient progestin R5020.

The NET and LNG metabolites exhibii a weak progestational activity, nevertheless,
metabolite Sa-NET, when administered simultaneously with a progestin such as R5020,
presents a strong antiprogestational effect, similar to that of RU486. The results here
presented clearly demonstrate that the hormonal effects shown by NET, LNG and their
metabolites, are exherted at the transcription level, and that the use of in uitro
transfection systems of chimeric vectors that carry in their sequence the hormone
responsive elements (HREs) bound to a reporier gene, provides an excellent molecular
model that allows the assessment of the hormonal or antihormonal effect of different
compounds at the transcription level.
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LA PROGESTERONA

Sintesis y metabolismo de la progesterona.

La progesterona (P,) €s la progestina natural mas importante secretada por la
mujer a lo largo de su vida reproductiva. En los mamiferos, la P, es la hormona
responsable de la preparaciéon morfofuncional del endometrio para la nidacién
del huevo fertilizado, €l mantenimiento de la gestacion y el desarrollo alveolar
de la glandula mamaria, evento esencial para el proceso de la lactancia (Graham
y Clarke, 1997).

La estructura quimica basica de la P, y sus derivados hidroxilados y/o
reducidos (progestinas naturales) es la del hidrocarburo pregnano, constituido
por 21 atomos de carbono. 1.os principales érganos de produccién de P, son el
cuerpo lateo del ovario y la placenta. La corteza suprarrenal y el testiculo
tambi¢€n biosintetizan P, aunque como intermediario en la formacién de otras
hormonas esteroides (Hicks et al., 1988) (Fig. 1).

La molécula de P,, una vez que ha sido sintetizada, puede servir como sustrato
para la sintesis de un grupo de compuestos conocidos como progestinas
naturales. Este proceso se realiza a través de cambios estructurales mediados
por la accion de sistemas enzimaticos, localizados tanto en los 6rganos
esteroidogénicos como a nivel de los oOrganos blanco (sensibles a P,). Las
modificaciones enzimaticas de la P, modulan su actividad biologica intrinseca y
ocurren fundamentalmente en los anillos A y D, asi como en la cadena lateral
(figura 1). Las progestinas reducidas en el C-5, particularmente las 58-
progestinas (dinidro-derivados), tienen una gran potencia anestésica mientras
que los compuestos reducidos en el C-5 y en el C-3 (tetrahidro-derivados)
modulan el funcionamiento del aparato neuronal relacionado con la sintesis y
secrecion de la hormona liberadora de gonadotropinas (LH-RH) (Kim et al.,
1989; Romano et al., 1989).
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Figura |. Biosintesis de la progesterona (P,) a partir del colesterol v formacion de progestinas
naturales reducidas en el anillo A (dihidro y tetrahidro derivados ) a partir de P,.

Mecanismo de accion de la progesterona en érganos blanco.

Los 6rganos principales donde actua la P, son el Gtero, la gldndula mamaria, y
el cerebro (Camacho-Arroyo et al., 1995, Graham vy Clarke, 1997). La P, actda
en las células blanco via un receptor nuclear conocido como receptor de
progesterona (RP).

Las células que son blanco de accion de la P,, como el utero, que antes se
menciond, sufren un aumento en la cantidad de RP inducido por la accién de
los estrogenos, de tal forma que estas células son asi preparadas para
responder al estimulo de la P, después de la ovulacion. Dado que el incremento
en las concentraciones de la P, en el plasma es el responsable de la falta de
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ovulacion en el embarazo, via un sistema de retroalimentacién negativo en el
eje hipotalamo-hipdfisis-gonada, éste efecto inhibidor descrito desde hace
muchos anos, fue la base y principio de la creacion de muchos de l0s
anticonceptivos que contienen un analogo de la P, (una progestina) (Bardin et
al., 1983).

EL RECEPTOR DE LA PROGESTERONA

Caracteristicas generales del RP

El RP es una proteina nucicar con un peso aproximado de 225 kDa en su forma
inactiva (8s) y de 110 kDa en su forma activada (4s), la presencia de este
receptor en las células de un 6rgano blanco ha sido reportada, y ésta se ve
incrementada por el aumento preovulatorio de los estrégenos (Bayard et al.,
1978). Los RPs han sido aislados a partir de oviducto de pollo (Sherman et al.,
1970, Toft y O'Malley, 1972) y de endometrio de mamiferos (Milgrom y Baulieu,
1970). Posteriormente ¢stos fueron caracterizados y se observd que la
induccién de la sintesis de éstos RP estaba regulada por los estrogenos
Milgrom et al., 1973; Leavitt et al., 1974) explicando la elevacion de los niveles
de RP durante la fase folicular. Por otra parte se ha demostrado que un medio
ambiente hormonal dominado por P,, resulta en una disminucién en las
concentraciones de su propio receptor, concepto que es apoyado por las bajas
concentraciones de RP encontradas en €l embarazo, asi como en €l endometrio
de mujeres que reciben anticonceptivos orales (Aufrere y Benson, 1976).

La purificaciéon del RP permitié la preparacién de anticuerpos monoclonales
contra €sos receptores (Milgrdm, 1985), hecho que condujo a la preparacion del
ADN complementario (ADNC) del RP. Esas herramientas moleculares
constituyen la base de la caracterizacion de las propiedades de estos
receptores, su talla, su distribucion subcelular, asi como la caracterizacion de
sus ARNS mensajeros.



Clonacion del ADNc del RP.

Los ADNc del RP de conejo (rRP) de pollo y del humano (hRP) (Loosfelt et al.,
1986, Misrahi et al, 1987) ya han sido clonados y cracterizados, los cuales
fueron obtenidos tanto de tejido uterino como de lineas celulares ya
establecidas como la T47.D para el humano. Los ADNc del RP de pollo (CRP)
fueron obtenidos de igual forma por otros grupos (Conneely et al., 1986, Jeltch
et al., 1986, Gronemeyer etal., 1987)

Las secuencias primarias del hRP, del rRP vy del cRP estan constituidas
respectivamente de 933, 930 y 786 aminoacidos (Figura 2). La homologia de la
region basica rica en residuos de cisteinas que constituye el dominio de unién
al ADN (residuos 567-644 para el hRP) es del 100% entre las tres especies, v la
homologia global es del 83.3% entre el hRP y el rRP, sin embargo es menos
importante entre el conejo y el pollo. La region amino terminal diverge
totalmente entre las tres especies.
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Figura 2. Comparacién de las secuencias primarias de los receptores de progesterona entre
especics. Las secuencias primarias de los receptores de progesterona humano (hRP), congjo
{tPR) , y polio (cPR), fueron alineados de acuerdo a su dominio de unidn al ADN, y los porcentajes
de homologia han sido calculados en relacion al receptor humano (Chaucherau, 1993)

Hoy en dia los sistemas de expresion que emplean los ADNc del RP en lineas
celulares inmortalizadas son muy utilizados en el estudio del modo de accion



del RP, va que éste tipo de sistemas permite abordar la regulacion que ejercen
€5105 receptores de hormonas esteroides a nivel molecular.

LA SUPERFAMILIA DE LOS RECEPTORES NUCLEARES

El RP pertenece a una superfamilia de factores transcripcionales trans-
activadores y se encuentra en el genoma de los mamiferos como una sola
copia y en el humano se localiza en el cromosoma 13. Dentro de esta familia de
receptores nucleares estan comprendidos todos los receptores a hormonas
esteroides los cuales incluyen a los rademas de los receptores a la progesterona
(PR), a los receptores a los estrdgenos (ER), a los andrdégenos (AR), a los
glucocorticoides (GR), a los mineralocorticoides (MR), v a la vitamina D (VDR), as{
como a los receptores a hormonas tiroideas (RT), y a los retinoides (RARS ¥ RXRS)
(Evans, 1988, Béato, 1989; Jensen, 1991; Lazar, 1993; Giguere, 1994). Existe un
cierto niimero de factores transcripcionales conocidos como receptores huérfanos
los cuales también estan incluidos en esta familia, estos factores han sido
clonados por hibridacion cruzada, e incluyen el factor COUP-TF, el receptor de la
dioxina (RAh: Dension et al. , 1986; Hapgood et al., 1989) asi como los receptores
activados por los proliferadores de peroxisomas (PPAR); (Isseman y Green, 1990;
Dreyer et al, 1992; Zhu et al, 1993, Poellinger, 1992); para ninguno de estos
receptores, ningn ligando fisioldgico ha sido descrito {tabla 1).



L.RECEPTOR LIGANDO

GR Glucocorticoides

PR Progesterona

MR Mineralocorticoides

AR Androgenos

ER Estrogenos

VDR 1,25 diidroxyvitamina D3
TR alfa Hormona tiroidea T3

TR beta Hormona tiroidea T4

RAR alfa Acido retinoico

RAR beta Acido retinoico

RAR gamma Acido retinoico

RXR alfa isdmero g-cis del 4c. retinoico
RXR{3/H-2RIIBP isébmero 9-cis del Ac. retinoico
RXR gamma isdmero 9-cis del Ac. retinoico
EcR Ecdisona

2 .RECEPTORES HUERFANOS

EAR-I: v-erbA related receptor 1

EAR-2: v-etbA related receptor 2

COUP/EAR-3: Chicken Ovalbumin upstrearm promoter transcription factor.
ERR-1: Estrogen receptor related receptor |

ERR-2: Estrogen receptor related receptor 2

HFN4: Hepatocyte nuclear factor 4

SVP: Sevenup

USP: Ultraspiracle

E75: Gen inductible por la ecdysona (locus 75B)

FTZ-F1: Factor implicado en la activacién del gen fushitaratzu (ftz).
TLL: Tailless

KNI: Knirps

KNRL: Knirps related

EGON: Embryonic gonad

AhR: Receptor de la dioxina

PPAR: Receptor activado por los proliferadores de peroxisomas.

Tabla 1: FAMILIA DE LOS RECEPTORES NUCLEARES. La lista 1| comprende a los receptores cuyos
ligandos fisioldégicos han sido identificados. La lista 2 comprende a los receptores huérfanos, para los
cuales ningumn ligando fisioldgico hasido identificado a la fecha. Los recepiores huérfanos SvP, USP,
E75, FTZ-F1, TLL, KNI, KNRL Y EGON pertenecen a la Drosophia Melanogasrer al iguat que EcR. Los
restantes pertenecen a los vertebrados.

AUn cuando no estd del todo esclarecido en mecanismo de accidon de los
receptores a hormonas esteroides, los resultados de diversos estudios coinciden
en gue el mecanismo clasico por el cual las hormonas esteroides ejercen sus
efectos podria esquematizarse de la siguiente manera:

i.r.i,



Mecanismo general de accion de los receptores de hormonas esteroides

Cuando una hormona viaja a través del torrente sanguineo y ésta alcanza a su
vez a su Organo blanco, la unidn del ligando (hormona) al receptor provoca la
transformacion y activacion del mismo receptor, activacién que se caracteriza por
que el receptor es liberado de las proteinas asociadas al él (estas incluyen entre
otras a las proteinas de choque térmico HSPQO, p23 vy otras) que normalmente lo
mantienen en un estado “inactivo”. Posterior a esta activacion inicial, €l receptor
adquiere una mayor afinidad por secuencias especificas reguladoras, o elementos
de respuesta hormonal (HRE), dentro del ADN, que son duienes finalmente
controlan la regulacion de la expresion de los genes blanco(Beato y Schiitz, 1996)

l.os HRE se caracterizan por ser regiones dentro del ADN de 5 a 6 pares de bases,
en repeticiones directas o inversas (Martinez y Whali, 1991, Umesono et al 1991).
La unidn de los receptores a estas secuencias permite entonces la activacion del
promotor y la expresion del gen que las contiene, de tal forma que el receptor
puede interactuar con e€l resto de la maquinaria de transcripCion (Béato, 1989;
OMalley, 1990, Katzellenenboge y Katzelenengogen, 1996).

Hay datos en la literatura que demuestran que una via que utilizan los receptores a
homonas esteroides para activar la franscripcion de un gen que posee un
promotor con HRES presentes, €s a través de su interaccion directa con la
maquinaria basal de transcripcién, sin embargo, la mayoria de los genes
responsivos a estas hormonas poseen promotores complejos, los cudles poseen
sitios de unién tanto para récéptores a hormonas esteroides como para otros
factores de franscripcion que en conjunto y orquestados por los factores de
transcripcion téjido-especiﬁcos son los responsables de la expresion especifica de
los genes.

Los receptores a hormonas esteroides como transactivadores.

Gracias a la clonacién de genes o de los ADNc codantes para los diferentes
receptores se ha logrado un gran avance en la comprension de la estructura y de
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la funciébn de estos receptores (PR: Loosfelt et al, 1986; Misrahi et al 1987;
Gronemeyer ef al, 1987; ER: Walter et al, 1985; Green et al. ,1986; Krust el
al.,1986; GR: Weinberger et al., 1985; Hollenberg et al.,1985; MR: Anmiza et al.,
1987, AR: Tan et al., 1988; Lubahn et al.,1988; VDR: Mc Donnell et al., 1987,
Baker et al., 1988; TR: Weinberger et al, 1986; revision: Lazar, 1993; RAR:
Petkovitch et al., 1987, Leroy et al., 1991; Zelent et al., 1991 RXR: Y et al.,1991;
Leid et al, 1992 revisibn Giguere, 1994). Haciendo una comparacion de
secuencias proteinicas entre los diferentes receptores, y en base a los estudios
funicionales basados en mutagénesis dirigida ya sea de tipo de insercion (Gugueére
et al. , 1986), puntuales o de delecion Kumar et al., 1986; Gronemeyer et al.,
1987; Kumar et al.,1987; Rusconi y Yamamoto et al., 1987; Kumar y Charmbon.,
1988; Guiochon-Mantel et al., 1988; Fawell et al., 1990a; Jenster et al., 1991;
Dahiman-wright et al., 1992; Dahlman-Wright et al., 1994) y de receptores
quiméricos (Green y Chambon, 1987; Kurmar et al., 1987; Petkovitch et al., 1987,
Hollenberg v Evans, 1988; Webster et al., 1988; Danielsen ef al., 1989; Eul et al.,
1989; Zilliacus et al., 1992) es como se han descrito a estas proteinas, que por
compartir ciertas caracteristicas funcionales y estructurales se les ha designado
como pertenecientes a "la familia de los receptores nucleares" (Evans, 1988).

La caracterizacion de estos receptores ha determinado la presencia de 6 dominios
funcionales discretos A/B, C, D, Ey F (figura 3). La region N-terminal (A/B) es la
menos conservada entre esta familia de receptores y posee principalmente una
funcion transactivadora. A la fecha no esta totalmente determinado cual es lel
papel de esta region en la transactivacion ejercida por estos receptores, pero lo
que si esta demostrado €5 que esta region es determinante en el proceso de la
activacion de la transcripcién génica, en un contexto célula y promotor especifico.

La regién central de los receptores, que es una regidn pequerfia (70 a 80 aa)
presenta el dominio C , ¢l mas conservado entre éstos. Este dominio esta
conformado por una esiructura de “hélice-vuelta-h€lice” la cual contiene en su
nuicleo 2 atomos de zinc y cuatro cistefnas al inicio de cada hélice, formando una
especie de “dedos de zinc". Ya esta demostrado gue son tres residuos de
aminoacidos localizados al inicio de cada hélice los responsables del
reconocimiento de los HRES.



L.os HRESs son secuencias de ADN que consisten en dos repeticiones de 5 0 6
pares de bases formando palindromes imperfectos separados por un numero
especifico de bases (Kumar y Chambon, 1988, Fawell et al., 1990, DeMarzo ét
al., 1990), para el caso del elemento de respuesta a progesterona (PRE) son 3
pares de bases las que separan a cada repeticion.de tal manera que el RP
reconoce la secuencia consenso AGNACA nnn TGTNCT, que también es
reconocida por el RA y el RG (Beato M, 1989). El mecanismo de reconocimiento
especifico de secuencia no es claro, sin embargo existen ahora grandes
contribuciones de los estudios de cristalografia de rayos X y mutagénesis dirigida,
gue han puesto en evidencia que el DBD del RP, asi como de los otros receptores
a hormona esteroides esta en complejo con el ADN en forma antiparalela, ademas
proponen funciones especificas de cada dedo de zinc en estas interacciones
(Danielsen et al., 1989; Luisi ef al., 1991; Umesosno et al., 1989). El primer dedo
de zinc esta involucrado en el reconocimiento especifico del HRE, confiriendo de
esta manera la especificidad a los receptores, €l segundo dedo de zinc, estabiliza
de alguna manera unidén del receptor al ADN a través de su union directa a la
estructura de bases del ADN ademas de también estar involucradocon la
diemrizacion de 1os receptoresa través de una region llamada CAJA-P (Dahiman-
Wwright et al., 1991; Freedrman et al., 1992, Langley et al.., 1997). Varios estudios
basados en movilidad electroforética y geles de retardo han mostrado que la
union del ligando es indispensable para que ocurra la union al ADN por parte de
algunos receptores (Karvonen et al., 1997; Wong et al., 1993).

El dominio de bisagra se encuentra entre el DBD y el dominio de union al ligando,
al rededor de los aminoéacidos 627 y 670. El papel de la regién de bisagra se ha
dirigido hacia la localizacién nuctear (Zhou et al., 1994). E5ta regién fambién posee
sitios de fosforilacién importantes par la activacion transcripcional de los
receptores.

Por ultimo, la regién carboxilo-terminal la cual contiene el sitio de union al ligando,
ademas de poseer un cierto nimero de ofras funciones como lo son la
interaccion con proteinas de choque térmico, dimerizacion y una actividad
transactivadora dependiente del ligando, ésta region se encuentra muy poco

10




conservada ademas de ser hipervariable en longitud (Katzallenenbogen v
Katzelenenbogen, 1996).

Los estudios de cristalografia de los RE , RAR , RXR y de hormmonas tiroideas
presentan en esta regidon una bolsa hidrofébica donde se une el ligando. Se
presentan datos donde se observa que después de la union del ligando, ocurre
entonces un cambio conformacional en el cual la hélice de 12 de la regién
carboxilo-terminal pasa hacia arriba para asi cubrir la cavidad de union al ligando y
estabilizar la unién al ligando por el receptor (Wagner et al., 1995; Renaud et al.,
1995; Brzozowski et al., 1997) .

Muchos de los receptores a hormonas esteroides asi como de otros miembros de
la superfamilia de los receptores nucleares han demostrado presentar una
activacion importante dependiente del ligando, la cual ha sido designada AF-2 0 ¢
(Tau 4)(Baniahmad et al., 1995; Bareftino et al., 1994; Danielian et al.,, 1992,
Durand et al.,, 1994), la cual esta localizada en la regidén carboxilo-terminal del
dominio de unién al ligando ({dominio E) y ésta parece estar modulada por una
familia de coactivadores transcripcionales los cuales se unen a la regién AF-2 de
una manera dependiente del ligando provocando un incremento en la
transcripcién. La contribucion de los dominios de activacion AF-1 y AF-2 en la
activacion transcripcional de los receptores varia extremadamente entre los
diferentes receptores, Cabe senalar que muchos de 10s receptores nucleares no
poseen una funcidn poderosa AF-1, ademas de que esta region no esta
conservada entre los receptores, por lo cual, el reclutamiento de coactivadores de
AF-2, pareciera ser un paso critico y conservado en la activacion de la
transcripcion de los receptores nucleares dependiente del ligando.

11

il



100 100 100

hPR

934 567 720 208

hGR

777 a2t 565 553

hMR

984 83 711 859

918

Figura 3. Estructuras de los receptores nucleares y homologias. La region marcada en gris oscuro
posee la secuencia con laTiayor NOMOIOg fa énire Tos recepiores, y comesponde a la region de
unién al ADN, y que Se caracteriza por poseer una estructura de dedos de zinc. Las otras 2
regiones (gris claro y negro) que se encuentran en la region carboxilo terminal, son de naturaleza
hidrofébica la cual incluye la AF-2. La regién N-terminal s una region hipervariable de un recepior
al otro e incluye a la AF-2. Los numeros escritos arriba de cada regién conservada indican el
porcentaje de homologia de la secuencia proteinica en relacion al hRP. El nimero a la izquierda
de cada receptor indica el nimero de aa. La posicién dei primer aa de cada una de las regiones
conservadas esta indicado debajo de cada regidn (Cohen-Solal, 1994).
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Activacion del RP.

Como primeramente se menciond, por lo general, en ausencia de ligandos
especificos, los receptores a esteroides son inactivos in vivo. La adicién de la
hormona resuita en una transformacién rapida del receptor inactivo a un estado
activo, en el cual, el receptor se vuelve mas pequeno {de 8s a 4s). Este proceso
ha sido referido como activaciéon o transformaciéon. Antes de la activacion por la
hormona, el receptor esteroide forma complejos oligomeéricos los cuales no se
unen al ADN. Se propone que éste estado inactivo, s€ mantiene por asociacion
del receptor a otras proteinas. Algunas de las proteinas que han sido propuestas
para ser componentes del complejo oligomeérico con €l RP son las proteinas 90
KDa, proteina de chogue térmico (HSP 90) (Cadepond ef al., 1991; Callebaut et
al., 1992) y p59 (Tai et al., 1992). Estas proteinas han sido también encontradas
en complejos con los RG, RM, RE, y RA forma hetero-oligomérica. Se ha
observado gue cuando se forma el compleio con HSPO0 y/o p59 con los RPs 0
los receptores de glucocorticoides, los receptores no pueden unirse al ADN. El
tratamiento del complejo oligomérico del receptor con sales u hormonas in vitro
resulta en la disociacién del mismo para producir un receptor que puede ser
activo y unirse al ADN (Beaio y Sanchez, 1996).

En el caso particular del RP, éste interactia con dos moléculas de HSP90 que
son liberadas en presencia de su ligando (P,), quedando asi el receptor activado
el cual se une como un dimero a los elementos de respuesta a P, (PRE).
(Landers y Spelsberg 1002, Christensen et al., 1991, Carson-Jurica ef al., 1990)
(Figura 4)
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Figura 4. Activacién del RP. La localizacion subcelular del receptor antes de unirse al ligando,
puede afectar la via moduladora de la transcripcion. A, Los receptores para agentes nog
esteroidales no unidos a su ligando como los receptores a hormonas tiroideas ¢ al acido retinoico
se unen tpicamente como dimeros a su elemento de respuesta (HRE) aun en ausencia de
ligando, y pueden actuar como represores sin ligando, 0 como activadores transcripcionales en
presencia de ligando. B. Algunos de los receptores para hormonas esteroides como ¢l RP, o el
RG, pueden estar en el citoplasma ( no necesarlamente para el RP) como grandes moneméros
unidos a proteinas de chogue-térmico (HSP-90 y p23}) a-chaperoninas{70}-e infnunofilinas (40, 52,
54) es este estadio no afectan la ranscripcidn. Cuando ef igando, en este-caso 1a P,, s¢ une a|
RP, este es liberado de ese complejo oligomérico y el receptor activado se une como dimero |
puede ser AA, AB 0 AB) a los elementos de respuesta a P, (PRES) y activa la transcripcion
(Katzelenenbogen y Katzelenenbogen, 1996)

Union del RP al ADN

El paso posterior a la unén de la P, a su receptor, €s el cambio conformacional
que sufre este receptor, resultando en la liberacion de HSP9O (la cual esta unida
en una regién cercana al dominio de unién al ligando (LBD), provocando
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cambios en la region LBD). De ésta forma los receptores se convierten en
activadores transcripcionales, que a su vez pueden interaCtuar con otros
factores de transcripcion, desencadenando asi al inicio de la transcripcién de un
gen que contiene elementos de respuesta a estos receptores (HRE) dentro de
las secuencias aledanas al promotor (Beato M, 1989).

En ciertos casos las hormonas esteroides regulan negativarmente la expresion
de los genes por un proceso que implica ya sea una competencia por la unién
al ADN entre el receptor y otro factor de transcripcion donde el sitio de unién
engloba a los HREs, o por contacto proteina-proteina con los diferentes factores
que no se unen al ADN (Akerblom et al., 1988, Oro et al., 1988, Sakai et al.,
1998).

Es importante hacer notar que los efectos de los diferentes factores de
transcripcion sobre diferentes promotores ensayados in vitro son muy
dependientes de la linea celuiar utilizada en el ensayo 0 ensayos de
transfeccion, y son probablemente el reflejo de la abundancia relativa de esos
diferentes factores en las células (Strahle et al., 1988 ).

Efectos a nivel de la transcripcion

La regulacién de la transcripcién génica es un proceso esencial para la accion
de las hormonas esteroides. A principios de los anos 60s, se establecid la
importancia que tenian los efectos hormonales sobre la sintesis de proteinas
precedida por un incremento en la sintesis de RNA (Mueller et al., 1958). En los
ultimos veinte anos, gracias a los avances técnicos en el cultivo de células, en
la sintesis de RNA y secuenciacién de acidos nucléicos, interacciones de
receptores, estructura de la cromatina, € interacciones ADN-receptores, han
permitido un gran adelanto en el estudio y comprension de los mecanismos de
accién hormonal.

La regulacién de la transcripcion de genes por los receptores, €s generalmente
estudiada a través de una medicidén de la taza de transcripcién de un plasmido
recombinante, que contiene elementos de respuesta hormonal (HRE),

15



acoplados a un gen reportero, gue codifica por 10 general para una enzima
bacteriana o de insecto. De tal manera que la cantidad de enzima sintetizada
permite visualizar la regulaciéon de la transcripcidén ejercida por los complejos
ligando-recepior que unidas a una secuencia de regulacidn integrada en
promotor, estimulan la transcripcion (Beato et al., 1996).

Los estudios moleculares del RP han podido demostrar la presencia de
dominios funcionales implicados en las diferentes funciones del RP como
factores de transcripcion, los cuales estan indicados en la figura 5 y han sido

descritos anteriormente.

Unién de HSP30
Unién f |
HSPS NLS ligando dependiente
— 1 FUNCION
NLS Dimetizacién
(e I |
— AB D F
w E h
L ]
AFA3 ADN IUNION ALA HORMON{\
(célula y promotor  niON AF-2
especifico) '_:—' {Ligando dependients FUNCION
Dimerizacion célula y promotor
especifico)

Figura 5. Estructura €squematica y paries funcionales del RP. Las funciones de los tres principales
dominios funcionales del RP se indican en ésta figura. Estos tres dominios funcionales son el
dominio N-terminal (A/B), el dominio de union al ADN (C) y ¢l dominio de unidn a la hormena (E).
El RP contiene dos sefales de localizacion nuclear (NLS), una sefial constitutiva, 1a cual esta
dentro del dominio de unién al ADN (DBD) y ofra que es activada por la hormona y se encuentra
localizada en el HBD. HSPS: proteinas de choque témnico (Smith ef al., 1990)
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COACTIVADORES Y REPRESORES EN LA ACTIVACION TRANSCRIPCIONAL POR
RECEPTORES A ESTEROIDES.

A la fecha ya ha sido reportado un gran nimero de coactivadores putativos
relacionados con la superfamilia de receptores nucleares (Chen et al., 1995,
Treuter et al., 1998; Onate et al.,, 1998; Miolanen et al., 1998) Esos coactivadores
funcionan como un complgjo de multiples subunidades con los receptores
nucleares donde cada componente puede actuar de maneras diferentes:
funcionando como intermediarios entre los receptores nucleares y la magquinaria
basica de transcripcion, o reclutando al complejo de preiniciacion u ofras proteinas
coactivadoras 0 modulando la estructura de la cromatina (Chen et al., 1997; Ding
et al., 1998; Glass et al., 1997; Horwitz et al., 1996; Torchia et al., 1997). Se
postula ahora que la asociacion diferencial de los receptores con los coactivadores
podria jugar un papel determinante en la regulacidon hormono-especifica de los
genes.

Aunque se ha reportado que AF-2 interactla directamente con los componentes
de la madquinaria basica de transcripcion, existen evidencias experimentales en
contra de la existencia de proteinas adicionales que acttian como coactivadores o
co-represores Mangelsdorf y Evans, 1995; Glass et al.,, 1997; Horwitz st al.,
1096). Es sabido que receptores tales como el RT, RAR o COUP actiian como
potentes represores en ausencia del ligando, y se ha demostrado que reclutan a
los corepresores N-NOR/RIP13 y SMRT/TRAC (Kurokawa et dal., 1995; Chen et al.,
1995; Sande et al., 1996; Seol et al., 1996; Zamir et al., 1997). Otros estudios a
este respecto, sugieren otro papel adicional que involucra a ios correpresores en
la regulacion de los receptores unidos a un antagonista (Smith et al., 1997).

Un paso imporiante en la activacibn de los receptores como factores
transcripcionales, es su union al ligando ya que posterior a este evento, el receptor
sufre cambios conformacionales importantes, en su regién de union al ligando,
que incluyen, entre otros, un rearreglo de los dominios de activacion que dirige
hacia la disociacion de los correpresores, y permite la asociacion de los
coactivadores asi como cofactores que sirven para diferentes funciones. Los
estudios de interaccidn proteina-proteina, han propuesto varios - candidatos
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proteicos que podrian actuar como coactivadores de 10s receptores activados por
el ligando (Glass et al., 1997; Horwitz et al., 1996). Entre esas proteinas podemos
mencionar Unicamente a los coactivadores promiscuos, CBP/p300 (Chakravarti et
al., 1996; Kamei et al., 1996; Hanstein et al., 1996) y a los miembros de la familia
de coactivadores SRC-1 (SRC-1/N-CoAl, TIF-2/GRIP1/NcoA2, p/CIP/ACTR} los
cuales han demostrado de manera convincente que actiian como coactivadores
para muchos receptores nucleares.

El RP a diferencia de los otros receptores de hormonas esteroides ha sido
detectado en andlisis electroforéticos como dos isoformas de peso molecular
distinto (lamados A de 79-94 KDa y B de 100-120 kDa), debido a que la
longitud de la region amino-terminal es diferente (164 aminoacidos de
diferencia) (Misrahi et al.,, 1988).

Las dos isoformas del RP pueden exhibir especificidad por genes diferentes y
algunas veces pueden expresarse diferenciaimente en tipos celulares diferentes
(Graham et al., 1996, Spelberg et al., 1992; Lessey ¢t al., 1983; Kastner et al.,
1990; Gronemeyer et al., 1991), ademas de que, en estudios de transfeccion,
se ha podido demostrar que poseen actividades transcripcionales diferentes, un
ejemplo de ello es que ha demostrado in viiro que algunas de las isoformas
pueden funcionar como transrepresores de las funciones transactivadoras de
los receptores de estrégenos por 10 que se propone que la expresion diferencial
de las isoformas del RP podrian ser las responsables de una inhibicion tejido
especifica de los genes blanco para estrogenos por progestinas (Chalbos y
Galatier, 1994; Tora, et al., 1988; Meyer et al., 1992; Tung et al., 1993; Vegeto ¢t
al., 1993; McDonell et al., 1992; Wen et al., 1994).

La distribucién de los RPs en los diferentes tejidos se ha demostrado que es
diferencial, 10 que significa que ambos receptores. ain cuando unen a un
mismo ligando, tienen funciones diferentes (Tung et al., 1993; Vegeto et al.,
1993; O'Malley et al., 1997).
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LAS PROGESTINAS SINTETICAS.

Alrededor de los afios 50s comenzaron a aparecer una serie de compuestos
progestacionales, o analogos de la P,, como agentes terapéuticos as{i como
componentes de los anticonceptivos orales, en esos anos se les caracterizo
como “progestagenos”, sin embargo, a la fecha es grande la controversia
acerca del concepto de progestagenos y progestinas. Sin embargo, en los
ultimos 10 anos el desarrollo de nuevas progestinas ha sido extraordinario.

En el ano de 1996 (Editorial, 1996) se lilevd a cabo la primera reunién que tratd
l0s avances mas recientes en el campo de las progestinas sintéticas, asi como
su aplicabilidad presente y futura en el desarrollo y tratamiento de muchas
enfermedades. Se discutio la importancia que tiene el estudio de las progestinas
para el campo de la salud y la investigacion. Algunos de estos temas son
presentados en esta tesis a manera de introduccidn hacia el estudio y
entendimiento del modo de accion de las progestinas sintéticas.

Nomenclatura y clasificacion

La P, asi como sus metabolitos activos, son agentes progestacionales naturales
de gran importancia biologica (Yen et al., 1993). Los agentes progestacionales,
en general, se han definido como sustancias, que como la P,, son capaces de
transformar a un endometrio tratado con estrégenos en un endometrio secretor
{ensayo de Clauberg), si cumplen con esta caracteristica entonces son llamadas
“vrogestinas”. Todas las progestinas tienen por lo menos ésta funcidn en
comun, ademas de compamr una estructura qmmlca de tipo esteroideo Sin

efectos adlcmnales en el metabolismo del cuerpo y en los o6rganos blanco,
diferentes a las respuestas que se presentan en el endometrio.

En la década de los 60s las progestinas se clasificaron segun sus efectos

biolégicos, los cuales fueron ensayados en animales de laboratorio y los
resultados llevaron a definirlas como se describe a continuacion:
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Progestinas con actividades progestacionales

Los ensayos mas comunmente utilizados fueron El ensayo de Claubergh
(Claubergh, 1933) el cual permite una discriminacién especifica de los efectos
de diversos esteroides sobre el endometrio, de tal manera se pudo clasificar
como progestinas verdaderas, a aquellos compuestos que producian una
maxima arborizaciéon de las gldndulas endometriales y un epitelio columnar
minimo. Posteriormente se clasificaron como progestdgenos a aquellas que
presentaban efectos similares a aquellas mezclas de estrona y P,, que en
general producian una arborizacién glandular y presencia de células epiteliales
columnares largas con o sin vacuolas perinucleares.

Las progdestinas frecuentemente poseen actividades estrogénicas o©
androgénicas las cuales son muy importantes de evaluar. Quimicamente €s
posible de clasificar cuatro familias de compuestos sintéticos: 1. Derivados de la
1 7-hidroxi-progesterona; 2. Derivados con un anillo de estrano (como la 19-nor-
testosterona); 3. Derivados con un anillo de androstano y 4. Isémeros de P,
como la retroprogesterona. La estructura quimica de algunos de éstos
compuestos se muestra en la figura 6.

Progestinas con actividades Estrogénicas

Para evaiuar las actividades estrogénicas de los compuestos, se realizaba el
ensayo de Allen-Doisy, el cual se basa en la caracterizacién de la cornificacion
vaginal en ratas o ratones castrados.

Actividades Androgénicas

Los efectos androgénicos efan evaluados por el crecimiento de la prostata
ventral en respuesfa al tratamiento de acuerdo al protocolo de Hershberger,
Estos estudios permitieron entonces la organizacion de dichos compuestos en
categorias cuyos efectos eran paralelos a aquellos de los esteroides endégenos,
sin embargo esto limitd el espectro bioldgico de muchos compuestos lo que se
tradujo en resultados discrepantes entre los laboratorios aun cuando se hablara
de la misma progestina. (Edgren et al., 1967).
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Figura 6. Estructura quimica de algunas de las progestinas. Los pequenos circulos sefialan las
las caracterisiicas de esfructura quimica mas importantes de estas progestinas.

ESTRUCTURA Y FUNCION DE LAS PROGESTINAS SINTETICAS

Como antes se menciond las progestinas sintéticas se clasifican principalmente

de acuerdo con la molécula esteroide bésica de la cual derivan, asi tenemos:
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Derivados con un nicleo del pregnano

Son Progestinas de 21 datomos de carbono de estructura relacionada con la P,.
Los derivados de 17 hidroxi-progesterona, son en general COMpPUEstos con una
fuerte actividad progestomimeética y son capaces de mantener el embarazo en
roedores ovariectomizados, no son compuestos estrogénicos. El uso de estos
COMpuUestos como anticonceptivos es limitado. Es probable que el compuesto
mas importante de esta scrie sea el acetato de medroxiprogesterona, el cual es
efectivo por via oral y que es empleado en diversas indicaciones ginecolégicas.
Entre €stas progestinas tenemos las siguientes:

(A} Progesterona (4-pregnen-3,20-diona) v sus derivados
1. Medrogestona:6, 1 7-dimethyl-4,6-pregna-dien-3,20-diona.

(B) Retroprogesteronas
2. Dydrogesterona:9p, 1 Oa-pregna-4,6-diene-3,20-diona.

(C) Derivados de la 1 7a-hydroxy-progesterona.

3. Caproato de Hidroxiprogesterona: 1 7a-hidroxi-4-pregnen-3,20-diona-
hexanoato.

4. Acetato de medroxiprogesterona: 17a-acetatoxy-6a.methyl-4,pregnane-3,20-
diona.

5. Megestrol: 1 7o-hidroxi-6-methyl-4,6-pregnadien-3,20-diona-acetato.

6. Acetato de clormadinona: 8-cloro-17-hidroxi-4,6-pregnandien-3,20-diona-17-
acetato.

7. Acetato de Ciproterona: 6-cloro-17a-hidroxi- 1a, 2a-methylen-4,6-pregnandien-
3,20-diona- 1 7-acetato, R

19-Nor-Progesterona

8. Demegestona: 1 7-methyl-19-norpregna-4,9-dien-3,20-diona.

9. Promegestona: 17aq,21-dimethyl-19-norpregna-4,9-dien-3,20-diona.

10. Trimegestona: 218-hidroxi-1 7a,2 1-dimetil- | 9-norpregna-4,9-dien-3,20-diona.
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(E)1 7a-hidroxinorprogesterona.

11.

Caproato de Gestonorona

hexanoato.

:17-hidroxi-19-norpregn-4-ene-3,20-diona-

12, Acetato de Nomegestrol : 1 7a-acetoxi-6-methyl-19-norpregna-4,6-dien-3,20-
diona.

Derivados con nucleos del androstano y del estrano

Progestinas de 19 atomos de carbono con una esfructura relacionada a la

testosterona. Son compuestos menos activos en el anadlisis de McPhail, v

poseen una leve actividad estrogénica. EsSt0OS compuestos son capaces de
mantener el embarazo, inducir deciduoma, y son muy activos en e| andlisis de

McGinty. Numerosos compuestos se han originado a partir de éstos

precursores, sin embargo, desde el punto de vista practico, se podria decir que

los mas importantes son dos: La Noretisterona y el Noretinodrel. In vivo, el

acetato de noretisterona es convertido principalmente en noretisterona, la cual

parece ser la forma activa de esas moléculas (Black et al.., 1973, walls et al. .,

1977) y soOlo la NET se une al RP en citosol de endometrio. La serie de

compuestos generados de éste grupo son:

(F)Derivados de testosterona

13.
14,
15.
16.
17.
18.
1G.
20.
21.
22.
23.
24.

25.

Etisterona

Noretisterona

Acetato de noretisterona
Linestrenol

Diacetato de etinodiol
Noretinodrel
Tibolone

Acetato de Quingestranol
Levonorgestrel
Gestodeno

Desogestrel
Norgestimato

Dienogest
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26. Norgestrienona
27, Gestrienona.

La gran mayoria de los anticonceptivos orales combinan una progestina con un
estrogeno (Garcfa y Pincus, 1964). En la mayoria de éstos compuestos el
estrogeno utlizado es el Etinilestradiol o el Mestranol (figura 7).

Los mecanismos de accion de los anticonceptivos orales incluyen: la
prevencion de la ovulacién, la alteracion del moco cervical y movilidad tubular,
asi como las modificaciones en el endometrio que previenen la implantacién.
En gdeneral, su efectividad, depende de la accién combinada de esos
parametros. Ha sido reportado que a bajas dosis (minipill), ciertas progestinas,
administradas solas, son anticonceptivos activos aun cuando no se ha
interrumpido la ovulacion (Martinez-Manatou et al., 1966, Beaulieu y Kelly, 1991:
Pascualini et al., 1996)

OH OH
----C=CH ---C=CH

~ ~
HO CH30

ETINILESTRADIOL MESTRANOL

Figura 7. Estructura de los dos estrdgenos sintéticos mas utilizados .en las formulaciones de los
anticonceptivos orales. Estructura quimica del etinil estradiol v del mestranol, componentes
principales de los anticomceptivos orales.

Organos Blanco y sisternas metabdlicos afectados por las progestinas.

Las respuestas bioldgicas de las progestinas pueden presentar importantes
efectos en otros tejidos ademas del endometrio, entre los que se incluyen: El
higado y €l matabolismo de: los lipidos, de los carbohidratos, procesos de
hemostasia/fibrinolisis, proteinas, regulacion del agua y electrolitos, asi como la
glandula mamaria, el hueso, el cerebro, el sisttma inmune, y el sistema
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Cardiovascular y en general, todos aquellos ¢rganos donde el RP ha sido
detectado.

CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS PROGESTINAS

La accidon de las progestinas esta dada por muchos factores entre i10s que se
puede mencionar; la estructura, su afinidad por el RP 0 por otros receptores de
hormonas esteroides, el 6rgano blanco bajo consideracion, la respuesta
biolbgica, las condiciones experimentales, la dosis, asi como el metabolismo y
fransformacion de las mismas {(Pascualini et al., 1998}

La mayoria de las progestinas sintéticas que se usan en la actualidad en la
clinica son esencialmente derivados quimicos de la 19-nortestosterona o de la
1 7-acetoxiprogesterona. Como antes se menciond, 10s resultados de muchos
estudios coinciden en que €l efecto anticonceptivo de las progestinas sintéticas
se ejerce cuando se administran en grandes dosis, provocando una inhibiciéon
de la ovulacidn (Gobelsman et al., 1979), o bien cuando se administran en dosis
bajas, provocando una alteracion de las proteinas contenidas en el moco
cervical y que de esta forma incompatibiliza el proceso de la fecundacion por la
imposibilidad de una penetraciéon espermatica (Rudel et al., 1967).

Todas las progestinas por lo general regulan a la baja a los receptores de
estrogenos, y dependiendo de la ruta de administracion -ya sea oral o vaginal-
las progestinas pueden manifestar diferentes efectos, los cuales se deben
principalmente a su metabolismo. La P, administrada en forma oral presenta
una amplia variacién en su absorcion, y su biodisponibilidad varia de acuerdo at
individuo. Todas las progestinas sintéticas son rapidamente absorbidas, con
una maxima concentracién en suero que ocurre entre 2-5 horas. Todas son
mayor o menormente metabolizadas en el higado, poseen una vida media
mayor que aquella que presenta la P,, y S€ encuentran niveles estables en el
plasma durante su uso a largo plazo (Bardin et al., 1983).
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Las progestinas ejercen su efecto progestacional, al igual que la P,, a través de
Su interaccion con los RP, siendo la isoforma A mas activa que la B, los cuales
son citosolubles y de localizacion nuclear (figura 4).

Estas progestinas también pueden interactuar con un RP membranal (Smith et
al., 1987; Smith et al., 1991), siendo las respuestas via RP citosoluble mucho
mas lentas (Baulieu et al., 1991). Ya ha sido demostrado que las progestinas
sintéticas se biotransforman al igual que las hormonas naturales (figura 1) a
nivel de los drganos blanco y que los productos de transformacion metabdlica
pueden interactuar con receptores localizados dentro de las células blanco. Ei
efecto bioldgico de estas interacciones puede resultar en actividades agonistas,
antagonistas y/0 sinergistas, dependiendo de la naturaleza del receptor al que
se unen (Pérez-Palacios et al., 1981, Chavez et al., 1985).

Las progestinas también pueden interactuar con oOtros receptores a hormonas
esteroides (RA, RG, RM y en algunos casos estrogenos RE} y pueden tener una
especificidad muy variable (Chavez et al, 1985, Enriquez et al., 1997). Algunas
progestinas han mostrado unirse a otra clase de receptores como por ejemplo
el receptor GABA-A y el receptor de Glicina. (Ed. Progestins 1996 y referencias
que se encuentran ahiy.

Efecto de las progestinas sobre l0s receptores de hormonas esteroides

En células de cancer de mama, las progestinas han demostrado tener un efecto
antagonista sobre la proliferacion inducida por los estrégenos, esto a través de
un control del RE o de los RP. Se ha demostrado que las progestinas reducen la
cantidad de ARNm del RE reduciendo la transcripcién de este gen (Alexander et
al., 1990; Saez et al., 1978; Classen et al., 1993; Pérez-Palacios et al., 1992),
haciendose este efecto maximo a las 6 h despues del tratamiento. También ha
sido demostrado que varias progestinas como R-5020, acetato de NET,
decrementan en un 80% el nivel de RP en 2 lineas celulares hormono-
dependientes ( Botella et al., 1994; Alexander ef al., 1989; Nardulli et al., 1988).
Un dato interesante a este respecto es el efecto inhibidor de la proliferecion
celular inducida por estrégenos que poseen varias progestinas (Schoonen et ai.,
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1995). Un caso particular a este respecto €s la inhibicion de la proliferacion de
las celulas MCF-7 por efecto de la progestina gestodeno, el cual es debido a una
proteina especifica que une gestodeno (Coletta et al., 1989)

Efecto de las progestinas sobre los factores de crecimiento IGFs, EGF Yy TGFs.

Los datos que existen en la literatura sobre los efectos de las progestinas sobre
los factores de creciemiento son contradictorios. Ya que las progestinas pueden
inhibir el efecto mitogénico de los factores de crecieminto de insulina (IGFs) en
células de cancer de mama, ya sea a través de una disminucién de los
receptores de IGF 0 a través de producir un incremento en la proteina que une a
IGF-1 la cual inhibe el efecto mitogénico de IGF (Goldfine et al., 1994; Papa et al.,
1991, Yee et al.,, 1994). Sin embrago, existen otros estudios que demuestran
que en células en T-47D la progesterona puede potenciar el efecto estimulador
del crecimiento de insulina a través de un incremento en el nivel de expresion
del receptor de insulina (Papa et al., 1990).

L.as progestinas tambien pueden inducir la expresién de factores de crecimiento
como (EGF, TGF-u), asi como del receptor al factor de crecimiento (EGF-R) tanto
de la proteina como de su ARNM. Se ha descrito de igual forma una
disminucidén en la concentracion del ARNm del factor antiproliferativo TGF-8
(Murphy et al., 1989; Murphy et al., 1988; Jeng et al., 1991). Estos efectos fueron
inhibidos por la antiprogestina RU-486 (Murphy et al., 1989; Murphy et al., 1988).
Se ha reportado una sobreexpresion de EGF y de TGF-« posterior a un
aumento de ciertos oncogenes asi como de otros genes del ciclo celular, lo que
ha sugerido que esos factores de crecimiento no son los directamente
implicados en la estimulacion de la fase priméria de crecimiento de las células
de cancer de mama estimuladas con progestinas (Musgrove et al., 1991}

Efecto de las progestinas sobre algunos protooncogenes

Se ha reportado un aumento en la expresion de los protooncogenes ¢c-myc, ¢-
fos v ¢-jun por efecto de las progestinas (Musgrove et al., 1991, Alkhalaf et al.,
1992, wong et al.., 1991). Recientemente se describioé una secuencia homéloga

28



a un PRE dentro de la regién 5' del gen de c-myc. Esta regién estimuladora €3
positiva en celulas RP+ y negativa en células RP- (Moore et al., 1997). La
expresion de la proteina p53 en células T47-D, esta también reducida por efecto
de las progestinas, lo cual también puede contribuir al efecto estimulador del
crecimiento que presentan estas progestinas (Hurd et al., 1995).

PRINCIPALES USOS Y APLICACIONES DE LLAS PROGESTINAS

Compensacion en una deficiencia Lutea:

La indicacion primaria del uso de una progestina es la compensacion de una
insuficiencia de P, (deficiencia lutea). La deficiencia lutea se puede presentar
durante dos fases principales a lo largo de la vida de una mujer.

L.a primera fase incluye el periodo de la adolescencia después de la menarquia
y a los 35-40 anos de edad, fases durante las cuales s€ cree que se esta bajo
una dominancia relativa de estrogenos. Este desequilibrio puede conducir a
desordenes en el ciclo menstrual, y a la aparicién del sindrome premenstrual,y
ademas se encuentra asociada con la aparicion de miomas asi como de
mastopatias.

En todos estos casos, las progestinas se administran diariamente por un
periodo de 10-14 dias en la segunda fase del ciclo. También durante esta fase,
las progestinas, libres de efectos androgénicos colaterales, son utilizadas para
tratar el sindrome de ovario poliquistico.

La segunda fase, alrededor de las edades. de 45-48 afos, la cual se caracteriza
por una fase lutea deficiente acompanada por una incipiente hipoestrogenemia.
Debido a que el etinilestradiol puede provocar riesgos cardicvasculares, este no
es adecuado como anticonceptivo en este estadio. Lo més recomendable es
una dosis antigonadotrépica de una progestina durante 20 0 21 dias del ciclo
seguido por la administracion de un estrégeno natural durante los Gltimos dias
del ciclo.

29




Proteccion del endometrio

Una dosis adecuada de una progestina administrada por 10 dias o méas en cada
ciclo permite confiar en una proteccion contra un cancer endometrial causado
por el uso de estrégenos durante la terapia hormonal de reemplazo. Los datos
mas recientes han revelado que una combinacion de estrégenos + progestinas
en la terapia de reemplazo, no permite por completo una proteccion total contra
el cancer endometrial .

En el tratamiento del cancer de mama.

Por muchos anos, las progestinas han sido utilizadas ampliamente en las
terapias de cancer de mama. La estrategia para estos tratamientos €s la
reducciéon de los estrégenos disponibies en las células mamarias, ya que se
tenia claro que en la fisiologia la progesterona asi como sus rnetabolitos
presentaban un efecto antiestrogenico fisioldgico.

Las dos progestinas mas utilizadas a este respecto €s la MPA, y el acetato de
megestrol. Cuando estas son usadas en dosis elevadas, estas progestinas
presentan un efecto antigonadortrépico importante, el cual ha sido reportado
tanto en Mujeres premenopausicas, CoImo en mujeres post-menopausicas. Los
niveles de testosterona y estradiol y estrona en suero estan disminuidos en un-
30% durante el tratamiento, 10 cual debe de ser importante para la cbservacion
de los bajos niveles de la proteina unida de esteroides sexuales, SHBG. Lo que
finalmente se traduce bajas cantidades de estrogenos disponibles para las
células (Pascualinietal.,, 1998)... ..

LOS ANTAGONISTAS HORMONALES.
Los antagonistas hormonales o antihormonas inhiben la acciéon hormonal a
nivel del receptor (Furr, 1987). Sin embargo existen otros mecanismos para

disminuir Ia accion de una hormona, e.g€. la supresion de la secrecién ya sea de
manera quirdrgica o farmacolégica. Existen descritas varias drogas que pueden
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suprimir de manera especifica la sintesis de esteroides. Tal como la
aminogutetimida, o la metapirona (Baulieu y Kelly, 1990},

Existen también efectos antagonistas a nivel postreceptor, sin embargo el mejor
blanco para un antagonista hormonal €s a nivel de receptor, en este sentido ya
existen varias antihormonas descritas que caen en este tipo (Neuman et al.,
1970, Neri et al., 1975, Pascualini et al., 1998} {figura 8).

RU 486 (mifepristone)

tamoxifen

Figura 8. Estructura de algunos compuestos con actividad antiandrogénica, antiprogestacional,
antiglucocorticoide y antiestrogénica.

Mecanismo de accion de los antagonistas hormonales

Existen descritos dos-mecanismos fundamentales través de.los cuales actiuan
los antagonistas de P,:

El primero es a partir de un efecto clasico antagonista, €l cual se caracteriza por
la inhibicién de todas las actividades de un agonista. En este sentido, los RP
normalmente ocupados por un agonista, regulan la transcripcion uniéndose
como dimeros a los elementos de respuesta a progesterona (PRES) presentes
en el gen regulado. En este sentido l0os compiejos RP-antagonista fambicn se
unen a los PRES pero no son productivos. De esta forma, la inhibicién por este
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tipo de antagonistas involucra la competencia entre dos ligandos, agonistas
contra antagonistas, por el sitio de unidn en l0s RP seguida por la competencia
entre las dos clases de RP-ligando para unirse a los PREs.

Se sabe que en presencia del agonista, la unidn al ADN conlleva a una
respuesta transcripcional especifica, aumento o inhibicidén de la transcripcién de
un gen hormono-regulado, mientras que con el antagonista la unién al ADN €s
abortiva. En este ultimo caso, esta actividad inhibidora, es controlada por
numerosos factores los cuales incluyen: afinidad por los receptores, afinidad de
los complejos por los PREs, asi como el nimero y ocupacion de los PRES en
un promotor y otros factores mas (Baulieu y Kelly, 1990).

Por otra parte, seé ha demostrado que los complejos RP-antagonista, pueden
presentar actividad estimuladora de la transcripcion y que ésta no es siempre
percibida, pero se cree que esto se lleva a cabo a través de sitios de unién en el
ADN o a través de proteinas que se unen al ADN y no involucran a los PRES
(Horwitz, 1993). De esta forma, con est0s mecanismos novedosos, los
antagonistas podrian en teoria afectar no solamente a los genes que contienen
PREs, sino también a los genes que no son regulados por el RP y sobre los
cuales los agonistas no tendrian ningln efecto. De tal forma que ahora se podria
explicar como una antiprogestina puede tener efectos en genes que no son
blanco de P,.

l.a RU-486 como antiprogestina

La antiprogestina RU-486 [mifepristona; 17p-hidroxi-11p-(4-dimetilaminofenil)
170-(1-propinil-estra-4,9-dien-3-onaj es la antiprogestina mas estudiada. Esta
molécula pertenece al grupo de antiprogestinas que unen al ADN y €s como la
NET, un derivado de la 19-nortestosterona. La RU-486 (Philibert ef al., 1985) fue
conocida primeramente por poseer actividad antiglucorticoide, aunque sus
propiedades antiprogestacionales y abortivas fueron demostradas maés tarde.
Esta progestina en combinacidn con prostaglandinas ha sido usada
exitosamente como una alternativa meédica para el aborto temprano (Silvesfre et
al, 1990), como un agente anticancerigeno en procesos clinicos para cancer de
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mama avanzado RP+ (Ulmann et al., 1990, Garfield et al., 1987), y en el
tratamiento de meningiomas (Lamberts et al., 1992), como una droga efectiva
en el tratamiento del sindrome de Cushing (Nieman y Loriaux, 1987). en el
tratamiento de la hipertensién inducida por fratamiento con glucocorticoides
(Kalimi, 1989). El analisis molecular del modo de accién de esta progestina, ha
sido de gran ayuda para la concepciéon de nuevos medicamentos asi como
para tener una mejor comprension del mecanismo de accién de la P,.

In vivo, la RU-486 inhibe totalmente la accion de la P, (Philibert et al., 1985) tanto
en la rata como en la conegja, e inhibe el efecto de R5020 en células hurmanas
de cancer de mama (Horwitz,1985). La RU4-86 inhibe la produccién de
proteinas inducidas especificamente por progesterona, esto ya ha sido
mostrado para €l caso de la Uteroglobina (Rauch et al., 1985). El modo de
accién de la RU-486 es a través de la inhibicidn de la accidn hormonal a nivel
del RP en tejidos blanco. Se ha demostrado que ésta progestina se une con aita
afinidad al RP e induce la unién de éste a los PREs localizados en genes
hormono-regulados del humano, congjo y rata, (Garfield y Baulieu, 1987) pero
impide la funcién de la maquinaria de transcripcion que se desencadenaria
normalmente con la P,. (Vegeto et al,, 1992). La RU-486 también interacta con
el receptor a glucocorticoides para antagonizar los efectos de glucorticoides
(Meei-Huey et al.,1993). También se ha reportado (Meei-Huey et al.,1993) que la
RU-486 posee algunas propiedades parecidas a la de los estrégenos.

El primer paso en el modo de accién de las antiprogestinas es su interaccion
con los RP (Phiibert et al, 1985). El antagonista RU-486 unido al RP
desencadena la activaciéon del receptor de la misma forma como 1o hace el

agonista es decir:

a) Ocurre una disociacion de los complejos activos 8S, el cual implica las
proteinas de choque térmico in vivo ¢ in vitro (El-Ashry et. al., 1989).

b) La oligomerizacién de los receptores { Guiochon-Mantel et al., 1989, Delabre
et al, 1993) v la transferencia al nucleo (El-Ashry et. al., 1989, Guiochon-
Mantel et al., 1989, Delabre et al., 1993).
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c) La union a los sitios especificos PRE in vivo ( Guiochon-Mantel et al., 1988,
Meyer et al, 1990, Delabre et al, 1993) € in vitro (Bailly et al., 1990, Guiochon-
Mantel et al., 1988, Al Ashry et al., 1989, Meyer et al., 1990, Klei Hitpass et dl.,
1990, Allan et al, 1992, Sartorius et al., 1993)

L.os estudios de Meyer y cols. (1990) proponen que la RU-486 no tiene la
capacidad de activar la funcion transactivadora 2 (TAF2 o AF-2) que se
encuentra localizada en la regidn de unién a la hormona del RP. Los efectos
agonistas parciales reportados para la RU-486 dependen de la funcién de
transactivacién del dominio terminal TAF1 o AF-1. También se ha descrito una
funcién de represion dentro del dominio de unién a la hormona (Picard et al.,
1988, Hollerbery y Evans, 1988, Spanjaard et al., 1993).

Otros estudios por el contrarico no han demostrado este efecto
antiprogestacional de la RU 486 en el pollo, efecto que se ha explicado por el
cambio en la posicién de la glicina 575 por una cisteina en el RP, por lo que
resulta en una incapacidad para unir al RU-486 (Benhamou et al., 1992). La
sustitucion de esta cisteina por una glicina (y no por otro aminoacido) produce
un receptor que une al RU 486 cuya actividad se encuentra inhibida. En el caso
del RP humano, se ha demostrado que los dltimos residuos de la region C-
terminal, son requeridos para que este RP una a la P,, mientras que los
antagonistas (RU 486, ORG 31806, ORG 31376) se unen a un sitio localizado en
la region mas cercana al N-terminal del dominio de unién a la hormona (Vegeto
et al., 1992). Para estudiar su modo se accién, varios cientos de dichas
progestinas han sido sintetizadas, pero a la fecha, solo una, el mifepristone (RU
486), ha sido ampliamente estudiado tanto en animales de laboratorio como en
el humano (Garfield y Baulieu, 1987). Como Io hemos visto, muchos de los
estudios moleculares utilizando la RU 486 han sido enfocados para profundizar
en el modo de accién a nivel molecular de las progestinas incluyendo al
agonista natural, asi como sus efectos a nivel fisiolégico.

La Noretisterona y sus metabolitos.
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La Noretisterona (NET) (1 7o-etinil-178-hidroxi-4 estren-3 ona), es una progestina
sintética, derivada de la 19-nor-testosterona la cual presenta una fuerte actividad
progestacional (Hertz, R., et al, 1954; Pérez-Palacios, et al., 1981), Esta
progestina se diferencia de la testosterona por que carece del carbono 19 (19
Nor) y posee un grupo etinilo en €l carbono 17 en posicion o de la molécula.

La NET fue sintetizada en México por Djerassi, Miramontes y Rosenkranz
(Djerassi C, et al, 1952) y desde entonces ha sido utilizada ampliamente como
anticonceptivo oral o inyectable asi como en dispositivos intrauterinos
medicados, anillos vaginales € implantes subdérmicos. LLas pruebas clinicas y
experimentales han demostrado que la NET no posee exclusivamente actividad
progestacional, sino también presenta efectos de tipo androgénico, estrogénico
y glucocorticoide e incluso puede presentar algunos efectos antinormonales (
Revez et al.,1960; Cerbon, et al., 1990; Jeng vy Jordan, 1991; Cerb6n et al.,
1991; Markiwicz vy Gupide, 1994; Pasapera et al., 1995; Castro et al.; 1995,
Lemus et al. 1996; Enriquez , 1997).

La complejidad que implica la comprensién del modo de accidén de esta
progestina ha sido incrementada con los estudios dirigidos a demostrar que la
NET puede ser bitotransformada in vivo a etinilestradiol, sin embargo, los
resultados de estos estudios han sido muy controversiales y la aromatizacion
de la NET, es un tema que aun no esta resuelto, aungue la mayor parte de los
estudios apoyan la teoria de que, mas que la falta del carbono 19 en la
molécula de NET, es la presencia del etinilo en la posicién 17, el factor que
interfiere de alguna manera con la aromatizacién de la moiécula “in vitro” e “in
vivo” (Okada, 1964; Tillwell, 1972). En contraste, otros estudios a este respecto,
han demostrado que !a aromatizacién in vitroc de NET, puede ser posible en
preparaciones de microsomas de placenta (Barabieri K.L.. et al., 1983) aunque
su bioconversion en la mujer gestante no ha sido demostrada y es muy poco
probable.

Efectos estrogénicos de la NET.

Muchos efectos de tipo estrogénico han sido atribuidos a la molécula de NET ,
sin embargo ha sido demostrado que la molécula per se, es incapaz de unirse
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al receptor de estrogenos, aun en la mejores condiciones experimentales
(Chavez B., ef al., 1985), este dato que es de gran importancia, particularmente
por que la NET no se aromatiza in vivo, hallazgo que ha dado pie a toda una
serie de estudios sobre los diversos efectos hormonales de los metabolitos
(compuestos no fendlicos) formados enzimaticamente en los drganos blanco, vy
su participacion en el efecto estrogénico descrito para la NET.

En la literatura va se habia descrito la presencia de varios metabolitos reducidos
en el anillo A de la molécula de NET, tanto en suero como en orina de mujeres
usuarias de esta progestina (Braselton W.E. et al, 1979) posteriormente y de
igual forma, los experimentos llevados a cabo en varias especies de mamiferos
demostraron que estos diferentes productos de bioconversion de NET, son
capaces de interactuar con los diferentes receptores a hormonas esteroides
sexuales (Braselon et al., 1979; Chavez et al., 1985, Pérez-Palacios et al., 1992,
Larrea et al., 1987).

El metabolismo de la NET

Dado que €l metabolismo de las hormonas esteroides juega un papel muy
importante en los efectos producidos por éstas, y con base en un numero
importante de pruebas recientes que indican, que en el caso de las hormonas
esteroides naturales, su biotransformacién en los sitios blanco donde ejercen
sus efectos desempena un papel muy importante. El termino que se ha
utitizado par describir a este tipo de compuestos €s “activaciéon metabdlica” y
esto es debido a que los productos metabdlicos de muchos compuestos
pueden convertirse en esteroides mas potentes, €.g. la estrona, que puede ser
convertida a estradiol en el Gtero, la glandula mamaria y el tejido adiposo, la
dihidroepiandrosterona (DHEA) a androstendiol, (un derivado de DHEA) y
androstendiona, todos metabolitos potenciales precursores de testosterona
(Bardin et al., 1983), también podemos mencionar como otro ejemplo claro el
metabolito 3a., Sa-tetrahidroderivado de P,, €l cual es el responsable del efecto
sedativo de la P, el cual esta relacionado a la modulacion alostérica del receptor
de GABA (Beaulieu y Kelly, 1890). Con estos datos tan importantes, queda claro
que el metabdlismo de los esteroides es entonces extremadamente importante
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para determinar el mecanismo de accién de los esteroides sexuales, Y
progestinas sintéticas de una manera mas profunda (Beaulieu 1970, Muller et
al., 1950; Beaulieu y Kelly, 1990).

Con base a estos antecedentes sobre €l metabolismo de los esteroides
naturales, v la demostracién de la presencia de productos metabdlicos de la
NET tanto en suero como en orina, a través de diversos estudios bioquimicos,
se ha establecido que efectivamente la NET también se metaboliza tanto in uitro
como in vivo, a nivel de érganos blanco y que los productos de transformacion
metabdlica son principalmente So-reducidos (Braselton W.E., 1972) (fig. 9).
Varios estudios han demostrado que los metabolitos 5e- reducidos de la NET
(50- DHNET) se unen a los RA y RP y que los metabolitos tetrahidrorreducidos
(3B.5a. THNET) interactian con 1os RE (Chavez et al., 1985).

Sc reduciasa

pm—

OH
Ca CH
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S NET
. -hicrend
3p-Hicrcadestarcice- J \:a amarcide
OH oH
Ca CH Cu CH
rd
3p,59-NET Rl NEY

Figura 9. Reduccion enzimatica de la noretisterona. La reduccion enzimatica de la NET da como
resultado metabolitos reducidos en las posiciones 5 y 3 de la molecula de NET.
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Las caracteristicas de unién de estos metabolitos con los receptores a
hormonas esteroides ya han sido informadas (Chavez et al., 1985). La NET
intacta se une con alta afinidad al RP y produce efectos bioldgicos a nivel de
organos blanco, el so-DHNET también se une al RP, aunque con menor
afinidad, asi como al RA (Larrea et al., 1987); sin embargo, muchos de los
efectos biologicos resuitantes de estas interacciones no han sido
completamente evaluados, aungue hay datos que sugieren fuertemente que
sus efectos son de tipo antihormonal (Castro et al., 1995, Cerboén et al.,, 1990,
Pasapera et al., 1995; Lemus A.E. et al, 1996). El metabolito 38,5a-THNET
(compuesto no fenodlico y no aromatizable) se une especificamente al RE dando
por resultado un efecto tipicamente estrogénico (Vilchis et al., 1986).

En 1979, Reel y col. (Reel et al., 1979) evaluaron por el método de McPhail (Mc
Phail 1934), el efecto progestacional producido por los derivados de la 19-Nor-
testosterona. Entre estos compuestos evaluaron las propiedades de union de la
sa-DHNET al RP as{i como las respuestas Dbiologicas después de su
administracién. Ellos reportaron que el 5a-DHNET producia un efecto
antagonista a la accion de la P;; ya que no encontraron ninguna correlacion
entre la afinidad por RP vy la actividad bioldgica de la progestina.

Efectos de la NET y sus metabolitos sobre la sintesis de Uteroglobina

utilizando el modelo de la Uteroglobina (UG/CC10) (Savouret et al, 1987),
nosotros hemos realizado varios trabajos dirigidos al estudio del mecanismo de
accion progestacional a nivel molecular a través del cual, la NET y sus
metabolitos ejercen sus efectos.

En esos estudios, primeramente se demostré que la NET, asi como sus
metabolitos, son capaces de interactuar con el RP, y producir una respuesta
biolégica especifica como lo es la sintesis de la uteroglobina (UG/CC10) y de su
ARNM en el utero de la congja prepuber (Cerbon et al. 1990). Un hallazgo
interesante de estos estudios, fue el demostrar que el metabolito Sa-reducido de
NET, 5a DHNET, aun cuando presenta propiedades de union al RP importantes

(107 M), el efecto biolégico resultante de esta interaccion no es de _tipo agonista
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{Cerbén et al., 1990) datos que dieron pauta a ésta serie de estudios dirigidos a
evaluar los posibles efectos antagonistas que podrian presentar los derivados
de NET tanto en la coneja prepuber como en la coneja gestante y estudiar su
modo de accién a nivel molecular a través de un modelo in vitro que permitiera
evaluar la actividad transcripcional inducida por estas progestinas.

Los primeros estudios se realizaron administrando de manera simultanea los
metabolitos de NET con P, en la conegja prepuber, asi como NET y sus
metabdlitos en la coneja gestante, utilizando como control de actividad
antiprogestacional para ambos a la antiprogestina, RU-486 (Pasapera et al.,
1995, Castro et al., 1995). Los parametros evaluados en estos estudios fueron
la sintesis de la UG/CC10 y su ARNm, la regulacion a la baja del RP, asi como la
inhibicién de la implantacion en la coneja gestante.

Los resultados de estos estudios indicaron que el metabolito S« DHNET
administrado solo, exhibe una actividad progestacional débil, y que cuando éste
es administrado de manera simultanea con P, es capaz de inhibir el efecto
agonista de la P, de una manera dual y dosis dependiente, exhibiendo efectos
tipicos antagonistas similares a aquellos que presenta el RU-486 (Pasapera et
al., 1995) de igual manera, este metabolito de NET, es capaz de inhibir la
implantacién del balastocisto en etapas tempranas de la gestacion y es capaz
de inhibir el proceso de regulacién a la baja del RP inducido por la P, (Castro et
al., 1995)

Como se demuestra a lo largo de esta tesis, el estudio de la NET se ha
convertido en un objetivo interesante ya que esta molécula ademas de que es
sujeta a una activacion metapélica los productos de esa biotransformacion son
capaces de producir efectos hormonales totalmente diferentes de aquellos que
presenta el compuesto del cual derivan (Articulos 1 y 2).

No son claras hasta ahora, cuales son las acciones de estos metabolitos en el
Gtero y mucho menos en otros Organos, ni cuales son 0s mecanismos
moleculares de accién de esta progestina asi como de sus metabolitos, por o
que en esta tesis se propuso disenar un modelo in vitro que permitiera estudiar
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el modo de accién a nivel de la transcripcién de estas progestinas para gjercer
un efecto progestacional y/o antiprogestacional. Para el diserio de este modelo
se tomo como base el mecanismo general que utiliza la progesterona para
desencadenar la transcripcion de los genes que ella regula.

OBIJETIVOS DE LA TESIS
De esta forma, los objetivos que se propusieron fueron los siguientes:

1) Hacer un estudio de los efectos hormonales de NET y sus metabolitos a
nivel de la transcripcion, mediante la construccién de un modelo in vitro
representativo de la regulacion génica por progesterona en mamiferos,
utilizando como base el gen de ia Uteroglobina.

2) Caracterizar la region 5' del promotor del gen de la Uteroglobina, en la
busqueda de las secuencias hormono-reguladoras que servirdn para la
construccion del modelo in vitro de evaluacion de actividad progestacional.

Se realizé un estudio donde se analizaron 7 fragmentos de ADN localizados
arriba del promotor del gen de uteroglobina (-3254—395) regidén en la cual se
encuentran los elernentos de regulacion por progesterona (PRES) reportados en
la literatura, los resultados obtenidos demuestran que la regulacién por R5020,
una progestina muy potente, estimula de manera importante la transcripcion,
sin embargo, las secuencias analizadas presentan muchas regiones que
contienen elementos de regulacion para factores especificos del endometrio, asi
como regiones silenciadoras a las cuales se unen factores especificos de ciertas
lineas celulares, hecho que demuestra que la regulacion de la transcripcién de
este gen es mucho mas compleja de lo que ha sido previamente contemplado.
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Debido a que estas caracteristicas en la regulacion limitan el uso de este
modelo como un modelo general de estudio, entonces se propuso disenar otro
sistema el cual se conformo por el uso de un vector de expresion que posee en
sus secuencias dos PREs sintetizados artificialmente, unidos a un promotor
minimo (TK) y la CAT como gen reportero. Al transfectar esta construccion en
una linea celular que expresé Unicamente el RP, se obtuvo un modelo in vitro
adecuado para este estudio.

Para lograr este propdésito se plantearon los siguientes objetivos:

3) Obtener un modelo in vitro que nos permita evaluar a nivel transcripcional, la
actividad progestacional y/0 antiprogestacional de varias progestinas
sintéticas (Articulo 3 ).

-4) Confirmar en estudios in vitro que la NET y su metabolitos ejercen sus
efectos progestacionales y/o antiprogestacionales a fravés de su interaccion
con los RP y a su vez con los PRES de los genes regulados por hormonas
esteroides (Articulo 4).

41

wistin



CAPITULO SEGUNDO:

CARACTERIZACION DE LAS REGIONES PROGESTERONA-
REGULABLES LOCALIZADAS EN REGION 5 DEL GEN DE
LA UTEROGLOBINA (UG/CC10): EN LA BUSQUEDA DE UN
MODELO MOLECULAR PARA EVALUAR COMPUESTOS CON
ACTIVIDAD PROGESTACIONAL.



LA UTEROGLOBINA Y SU USO COMO MARCADOR DE ACTIVIDAD
PROGESTACIONAL.

Caracteristicas generales de la uteroglobina

La uteroglobina (UG/CC10) o0 blastoquinina es una proteina de secrecion
globular, homodimeérica, de bajo peso molecular (16KDa) la cual fue detectada
por primera vez en fluidos uterinos de conejas gestantes en la etapa de
preimplantacion del blastocisto (Krishnan y Daniel, 1967; Beier, 1968). ARo0s
mas tarde, se detecto en otros érganos diferentes del ttero, como el oviducto,
el tracto genital masculino, el pulmén de conejas (0s) asi como en ofras
especies de mamiferos como la liehre, el humano, la rata y el raton. También se
le conoce a la UG como proteina de 10 KDa de las células clara (CC10} debido
a que su peso molecular estimado por andlisis electroforéticos en geles de
poliacrilamida desnaturalizantes, es aparentemente de 10 KDa, y también a que
es un producto de secrecion de las células clara del pulmoén. La UG/CC10 esta
compuesta por dos subunidades idénticas de 70 aminoéacidos cada una (0 77
aminoacidos en rata vy ratdn), unidas por 2 puentes disulfuro en forma
antiparalela y por otros enlaces no covalentes (Miele et al., 1994). Es capaz de
unir con alta afinidad in vitro v en estado reducido, hormonas esteroides
sexuales como la progesterona y la sa-pregnane -3,20 diona (Beato y Beier
1975; Fridlansky y Milgrom, 1976), 1os retinoides (Lopez de Haro et al., 1994) y
los fosfolipidos (Umland et a.l, 1995).

Se sintetiza como un precursor qué lleva un péptido senal de 21 aminoacidos
(19 en la rata y ratén} y en el extremo amino terminal, que se corta durante el
procesamiento intracelular (Miele et al., 1987).

Los ADNc de la UG/CC10 de conejo (Chadra et al, 1981), liebre (Lépez de Haro
y Nieto, 1986), Humano (Singh ef al., 1988), rata {Nordlund-Moller et al, 1990) y
ratén (Margraf ef al., 1993) y hamster (Gutirrez-Sagal, 1997) han sido clonados vy
secuenciados. 5e conoce ademas, la secuencia del gen de la UG/CC10 en
todas las especies senaladas anteriormente excepto la del gen de la liebre. El
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gen de la UG/CC10 existe en el genoma en una sola copia y consta de tres
exones y dos intrones (Suske et al., 1983, Wolf et al., 1990, Ray et al., 1993)

Funcion fisiolégica de la UG/CC10

A pesar de los grandes esfuerzos de investigacion que se han realizado en los
ultimos 30 anos para comprender el papel fisioldgico de la UG/CC10 son
pocos los estudios gque puedan esclarecer la funcidén de la misma. Sin embargo
se ha logrado un gran avance en el entendimiento de sus propiedades fisicas,
quimicas y bioldgicas, mismo que ha permitido plantear diversas hipétesis que
tratan de explicar la funcién de la UG/CC10. Una de ellas, se basa en una de las
caracteristicas mas generales y mejor conocidas de la UG/CC10: su capacidad
de unir compuestos hidrofébicos de bajo peso molecular.

La UG/CC10 es capaz de unir P, con alta afinidad in vitro (Beato y Beier, 1975;
Fridlansky vy Milgrom, 1976). Por esta razon, se ha llegado a pensar que la
UG/CC10, al estar presente en alta concentracion en el fluido uterino durante el
periodo de preimplantacion, podria bien, proteger a los blastocistos de los
efectos toxicos de altas concentraciones de P, necesarias para el
mantenimiento del embarazo o bien, la UG/CC10 podria fransportar esteroides
hacia el blastocisto o hacia el epitelio endometrial (Savouret y Milgrom 1983).

Desafortunadamente la UG/CC10 unida a la P, no se ha podido aislar del Utero
de la coneja (Tancredi et al., 1982); lo cual despierta serias dudas con relacion a
si la P, es uno de los ligandos naturales de esta proteina.

A pesar de que los datos esiructurales de la proteina sugieren fuertemente que
esta disenada para unir compuestos hidrofébicos de bajo peso molecular y a
pesar de que existen diferentes ligandos para ella, se desconocen
completamente el/los ligando(s) endégeno(s) de la UG/CCl190. La elucidacién
del verdadero ligando podria ayudar a vislumbrar la funcién fisiolégica de esta
proteina.
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Otra posible funcién de la UG/CC10, distinta a la que se ha propuesto en base a
su capacidad de union de compuestoshidrofobicos, es la modulacion de la
actividad de la fosfolipasa A2 {PLLA2). La PLA2 hidroliza el enlace éster sn-2-acilo
de los glicerofosfolipidos., generando &écidos grasos libres y lisofosfolipidos.
Cuando el acido graso liberado es el &cido aranquidénico este sirve de
substrato en la biosintesis de eicosanoides (prostaglandinas, tromboxanos y
leucotrienos). Ademas, la hidrdlisis de la I-alquil-2-acil-sn-glicerofosfocolina por
la PLAZ2 produce el precursor del factor de activacion de plaquetas. Los
eicosanoides y el factor de activacion de plaquetas son potentes mediadores de
las reacciones inflamatorias y alérgicas respectivamente. Los agentes que
pueden inhibir la biosintesis de los eicosanoides vy del factor de activacion de
plaguetas son potentes mediadores de las reacciones inflamatorias y alérgicas
respectivamente. Los agentes que pueden inhibir la sintesis de 1os eicosanoides
y del factor de activacion de plaguetas, a través de una inhibicién de la PLAZ,
podrian tener un potencial terapéutico significativo., La UG/CC10 es capaz de
inhibir la actividad de la PLA2 pancreatica de porcino in vitro (Miele et al., 1994).
Sin embargo se ha demostrado recientemente que la UG/CC10 humana s6lo
inhibe esta enzima cuando la concentracion de calcio, un cofactor esencial de la
PLAZ, es limitante (Andersson et al., 1994) lo que implicaria que las UG/CC10
pueden secuestrar iones calcio.

Se ha demostrado que la UG/CC10 humana recombinante evita que las células
del trofoblasto humanas y las células de NIH 3T3 invadan la membrana basal
artificial (Matrigel). La UG/CCI10 se une, con alta afinidad, a un receptor proteico
de la superficie de estas células, no gdlicosilado y de alto peso molecular (~190
KDa) {(Kundu et al, 1996). De la misma manera estos investigadores han
demostrado que la UG/CC10 es incapaz de suprimir la invasividad de dos
lineas celulares derivadas de un coriocarcinoma humano. Estas células carecen
del receptor de la UG/CC10 que fue detectado en las células del trofoblasto
humano y en las células NIH 3T3. Por éstas razones se ha llegado a pensar que
la UG/CC10 y su proteina de union podrian desempenar un papel importante en
la regulacién de la midracion celular € invasion de la matriz extracelular del
endometrio, durante la implantacion del embridén. En esta etapa del embarazo,
las céluias del frofoblasio penetran el epitelio del endometrio para que se lleve a
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cabo la implantacion y se establezca con éxito el embarazo. Sin embargo, esta
invasion tiene que ser limitada y perfectamente regulada, puesto que una
disregulacion en este proceso puede derivar en un tumor de los mas
metastasicos que se conocen: El coriocarcinorna (Strickland y Richards, 1992).

La UG/CCl0 de conejo, también se une con alta afinidad a una proteina
localizada en microsomas y membranas plasmaticas de diferentes érganos de
rata y conejo, in viro. La proteina receptora tiene un peso molecular de
aproximadamente 90 KDa. A diferencia del receptor de las células del
trofoblasto humano y de las céiulas NIH 3T3, descrito anteriormente, este
receptor solo puede unir la UG/CCl10 de conejo en estado reducido (Diaz-
Gonzdalez y Nieto, 1995). La existencia de un posible receptor para la UG/CC10
es un hallazgo reciente que puede abrir nuevas vias en el estudio de esta
proteina y contribuir a descubrir la fisiologia de la UG/CC10.

Regulacion hormonal de la UG/CC10

La UG/CC10 fue primeramente detectada en el Gtero de la congja gestante, sin
ermbargo también se ha detectado en el pulmoén de varias especies y se ha
demostrado que no existe ninguna diferencia fisicoguimica o inmunolégica
entre la UG/CC10 del pulmon y la del endometrio de la coneja, ni entre sus
ARNmMs (Torkkeli ef al., 1987, Savouret et al., 1986, Lopez de Haro y Nieto,
1985) sin embargo la sintesis en el pulmon es completamente independiente de
los esteroides ovaricos a pesar de que existen receptores intracelulares para la
P, {(Savouret et al., 1980; Camacho-Arroyo ¢t al., 1994 )

En el pulmoén son los glucocorticoides los que estimulan la sintesis de la
UG/CC10 (Torkkeli et al., 1987). Existen datos en la literatura que indican que
esta regulacién podria ser a nivel de la transcripcién (Fernandez -Renau et al.,
1984}, ademas de que se ha demostrado la existencia de sitios de unién para el
receptor de glucocorticoides en la region 5' arriba del promotor del gen de esta
proteina, 2.6 Kb arriba de! sitio de inicio de la transcripcién (-2600) (Cato et al.,
1984).
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La UG/CC10 también se expresa de manera abundante en el pulmon de todas
las especies que han sido estudiadas hasta ahora y al igual que en los conejos,
ésta también estd regulada por glucocorticoides.

La extirpacion de las gldndulas suprarrenales provoca una reduccién del 50% de
la concentracion dei ARNm de ia UG/CC10 de pulmén de rata, mientras que la
administracion de glucocorticoides exogenos restablecen la concentracion
normal de este mensajero (Hagen et al, 1990). La generalidad de este
fenébmeno contrasta fuertemente con lo particular que ha resultado ser la
UG/CC10 del endometrio de la coneja.

Por otra parte, en la prostata y el epididimo de los conejos, los andrégenos
estimulan la expresion del gen de la UG/CC10 (Loépez de Haro ef al., 1988). En
el oviducto de la conegja la UG/CC10 esta regulada por estrogenos (Goswami y
Fiegelson, 1974).

La regulacion de la expresion en los tejidos antes mencionados asi como en
otras especies, se desconoce casi por completo, ya que no se han realizado
estudios en relacion con este tema excepto por €l trabajo reportado por Manyak
et al., (1988) que demuestra la presencia de UG/CC10 en la prdstata humana,
sin embargo no reporta datos relacionados con su regulacion hormonal.

La UG/CC10 es una proteina regukida por la progesterona en el Utero.

Como antes se mencionod, €l endometrio de la coneja prehada sintetiza y
secreta UG/CC10 durante los primeros dias de la gestacién, alcanzando su
maxima concentracidn al rededor de! quinto dia del embarazo y después
disminuye hasta que es practicamente indetectable a partir del doceavo dia de
la gestaciébn (Mayol y Longenecker, 1974; Gutierrez-Sagal et al.,, 1993). Este
patron puede reproducirse, en cone€jas ovariectomizadas y en animales
intactos, mediante un tratamiento secuencial de estrogenos v P, (Bullock vy
willen, 1974; Daniel, 1976; Nieto y Beato, 1980). La sintesis de esta proteina es
regulada a nivel transcripcionai por estradiol y P, (Shen et al, 1983). Estas
hormonas inducen, a través de sus receptores intracelulares, la expresion del
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gen de la UG/CC10, interactuando con los elementos de respuesta a horrnonas
esteroides localizados en la regién 5° del gen de la UG/CC10 arriba del sitio de
inicio de la transcripcién (Bailly et al., 1986; Slater et al., 1990; Lépez de Haro et
al., 1990; Gémez-Lahoz et al.. 1992).

L.a UG/CC10 también se expresa en el Gtero de la liebre y es regulada por
esteroides ovéricos, sin embargo la concentracidn que alcanza en el fluido
uierino de animales estimulados con estrégenos y P, es 10 veces menor a la
que ha sido observada en la coneja (LOpez de Haro, 1986).

La UG/CC10 ha sido detectada en el endometrio humano por
inmunochistoquimica (Kikukawa et al., 1988) asi como su ARNmM, donde se
reporta que ia maxima expresion de este gen ocurre en la fase lutea-media del
ciclo menstrual y dado que en ésta etapa las concentraciones de P, son mas
elevadas, los autores proponen que la regulacion de la transcripcion del gen de
la UG/CC10 podria ser ejercida por P, (Peri ef al., 1994).

La UG/CC10 no se ha podido detectar en uteros de rata, raton aunque para la
rata ya se ha detectado la presencia de su ARNm y se ha propuesto que su
regulacion es similar a como sucede en la coneja, no siendo asi para el raton
(Hagen et al., 1990; Singh et al., 1990, Ray ef al., 1996; Margréf et al., 1993}
Estos hallazgos sugieren gue la abundante secrecidon de esta proteina en el
dtero de la coneja, justo antes de la implantaciéon, es un caso particular de este
animal. Aun cuando se ha podido detectar la UG/CC10 en el utero de otras
especies, ninguna de ellas es equiparable a la coneja, ni siquiera la licbre, que
esta mas relacionada filogenéticamente.

Los efectos del estradiol y de la P, sobre la sintesis de la UG/CC10 asi como de
su ARNm han sido ampliamente estudiados, vy se ha demosfrado que la P,
administrada sola aumenta la cantidad de ARNmM, aunque al parecer también
tiene efectos post-transcripcionales, ya que el aumento de la proteina es 3
veces superior de aquel presentado por el ARNm. El estradiol aumenta la
cantidad de proteina y de ARNm de manera proporcional (o que se propondria
como una activacién puramente transcripcional). Las dos hormonas juntas
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tienen un efectos sinérgico sobre el aumento del ARNm y por consecuencia de
la proteina (Loosfelt et ai., 1981).

La expresion del gen de UG/CC10 ha sido ampliamente utilizada como modelo
para evaluar la actividad progestacional de diversos compuestos, asi como
también ha sido utillizada para estudiar los efectos de varias antihormonas
(Cerbdn et al., 1990, Cerbdn et al., 1992, Gutierrez-Sagal ef al., 1993, Pasapera
et al., 1995, Castro et al., 1995; Savouret y Milgrom 1983). Se ha demostrado
que el RU 486 bloquea completamente la activacion transcripcional inducida por
P, y que el tamoxifen inhibe la estimulacién inducida por la administracién de
dosis bajas de estradiol (El tamoxifen en Gtero es un agonista débil). Es
interesante notar que la RU 486 bloquea por completo la activacion inducida por
€l estradiol ain cuando nco une al RE y que el tamoxifen aumenta la
estimulacion inducida por la P, cuando éste no se une al RP (Rauch et al.,
1985).

Regulacion transcripcional del gen UG/CC10

La regulacion transcripcional del gen de ia UG/CC10, por diferentes hormonas,
en diferentes estados fisioldgicos, ha despertado un gran interés y se han
dirigido muchos esfuerzos para elucidar los factores de regulacion especificos
de tejido involucrados en la regulacion de su expresion. En este sentido se ha
logrado un gran avance en €l conocimiento de algunos de sus elementos
genéticas en cis v de su interaccidon con factores de regulacién transcripcional
ubicuos y/0 especificos de tejido (Hackett et al., 1996; Miele et al., 1994;
Denning et al., 1995; Pérez-Martinez et al., 1996) Se han identificado a la fecha
varias regiones del promotor de la UG/CC10 (2.25 Kb) protegidas de la digestion
con ADNsa [ por extractos nucleares de células pulmonares (Bingle y Gitlin,
1993; Stripp et al., 1992). El andlisis de una de estas regiones que se extiende
desde -76 hasta -132 pb en el promotor de la UG/CC10 de la rata (region I}, ha
revelado varias secuencias especificas que interaccionan con el factor nuclear
de hepatocitos-3 (HNF-3), con la proteina de union a octameros (Oct-1) y con
profeinas de la familia AP-1 jun By Fra 1) (Bingle y Gitlin, 1993; Sawaya ef al.,
1993).
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En los promotores de las UG/CC10 de ratén, humano y conejo también existe
una region equivalente a la region 1 del promotor de rata muy conservada
(Stripp et al., 1994, wolf et al., 1992). La eliminacion de esta region disminuye la
actividad del promotor de la UG/CC10 de rata, esto por andlisis de expresion
transitoria asi como en ratones fransgénicos (Bingle ¢t al., 1995, Ray et al.,
1995; Sawaya y Luse, 1994), Otra de la regiones protegidas en el promotor de
la UG/CC10 de rata , estad centrada a rededor de -200 pb (regitn 1}) {stripp et al,
1994 Stripp er al., 1992). Esta region a diferencia de la anterior, tiene poca
homologia con las regiones equivalentes de los promotores de las otras
especies, es rica en G/C vy su eliminacion también disminuye la actividad del
promotor en las células H441 (Sawaya v Luse, 1994; Sawava et al., 1993;
Stripp et al., 1992).

Las proteinas que interactdan con esta region aun no han sido identificadas
(Stripp et al., 1992) (Figura 1).

=300 -200 100
R
Vil v v Vo ) l_,m NA
ERE GTA ocrocT TACA

Figura 1. Estructura del promotor de la UG/CC10. Se describen siete regiones importantes {1 a la
VIl). Estas regions incluyen una region TACA (un elemento no canonico de la caja TATA) region 1,
Las regiones Ill y IV, poseen repeticiones invertidas de una secuencia rica en A/T, que Se parecen
mucho a las secuancias octaméricas (OCT). La regién VI posee un sitio de unién para la familia de
factores de transcripcién Spl, y la regién VI contiene un elemento de respuesta a estrogenos
(ERE).

Otros estudios de interaccion entre el RP y las secuencias del gen de UG/CC10,
han demostrado también una zona de interaccion del RP al nivel de las
secuencias 5' dentro del primer intron (Bailly et al., 1986) la cual posse una
secuencia 5-TGTTCACT-3', que es medio palindrome del PRE (Figura 2).

Los estudios por microscopia electrénica de las interacciones in vitro entre los
RPs vy los PREs contenidos en el gen UG/CC10 han revelado la formacién de

pbucles de ADNs resultado de la interaccion de los oligbmeros de receptor
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unidos a los PREs contenidos entre las regiones —2247 a -2372 y 2706 a -
2616 (Thénevy et al., 1997).

+

PRE
PRE_-_.; __)s PIiEs PEES

3068
2894

2373

Y102

¥-3254

Localizacién de las regiones protegidas por el RP

-2706 - -2682 ~2247 - -2399 +397 - +316
2676 - -2652 -2392 --2372 +967 - +1006
-2640 - -2616

Figura 2. Estructura del den de la UG/CC10 de -3254 a 3068 pb. Los ires exones del gen estan
representados por los rectangulos. Sus limites estan indicados en nucleétidos. Los intrones v la
regién 5' estan representados por la linea negra (Thénevy et al., 1987).

Para definir de una manera mas precisa la regulacion de la transcripcion de el
gen UG/CC10 por la progesterona y asi poder establecer un modelo in vitro
para evaluar los efectos transcripcionales de varias progestinas sintéticas por
efecto hormonal, nosotros estudiamos la hormono-dependencia de la activacion
transcripcional de varias secuencias 5' del gen, las cuales fueron clonadas y
transfectadas en lineas celulares establecidas. Las construcciones se obtuvieron
mediante la clonacidén de varios fragmentos de restriccion de la regién 5’ del
promotor del gen de la UG/CC10 dentro del vector pEMBL 8+ que posee entre
otros elementos, el promotor de la Timidina Cinasa (TK), el ADNc que codifica
para la enzima Cloranfenicol Acetyl Transferasa (CAT).
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METODOLQOGIA
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CONSTRUCCIONES

El plasmido pUG 16 que contiene el gen de la UG/CC10 fue gentilmente donado
por el Dr. Edwin Milgrom (laboratoire des hormones €t reproduction, INSERM,
U135, Le kremnlin Becétre, Francia) y esta descrito en {Loosfelt et al., 1981). Las
construcciones que se realizaron para este estudio a partir de este gen, incluyen
las secuencias 5'arriba del promotor las cuales fueron obtenidas clonando
fragmentos de restricCion de la region de -3254 a -395 del gen (Figura 4).

1) Manipulacion del ADN

Los fragmentos de la region 5’ del gen UG/CC10, se obtuvieron por medio de [a
digestion con las enzimas de restriccion mas convenientes (Figura 5).

De manera general se utilizé 1 unidad (U) de enzima/ug de ADN en la solucion
amortiguadora indicada por el proveedor.

Los cortes enzimaticos se realizaron en un volumen de 20 a 50 pl.
2) Extraccion de fragmentos de restriccion

Posteriormente el ADN digerido se sometié a una separacion por el método de
electroforésis en geles de agarosa al 1% y tampén TBS. Se obtuvieron las
bandas de interés por el método de Extraccion de fragmentos con papel DEAE
(Sambrook et al., 1992).

Debido a que la eficiencia en la extraccion por éste método depende muchas
veces de la talla de los fragmentos, para la extraccion de fragmentos de talla
mayor de 1000 pb, se le agrego NaOH a una concentracion final de 20 mM
(para aumentar el pH hasta 9). Después de la extraccion se le agrego acetato de
potasio pH 4.8 hasta una concentracion final de 30 mM, de tal manera que se
pudiera neutralizar €l medio y asi evitar la desnaturalizacion del ADN.
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3) Emparejamiento de extremos cohesivos

Antes de realizar la ligacion de los fragmentos de ADN con ¢l vector reportero,
aquellos que presentaban extremos cohesivas incompatibles fueron
emparejados para dejar extremos rasos. Para este procedimiento se utilizd a la
enzima T4 polimerasa la cual permite rellenar las extremos 5' salientes.

La reaccion de emparejamiento se realizé a temperatura ambiente en un
volumen de 20-50 ul, durante 30 minutos en presencia de 200-300 pM 4 dNTP/
pug de ADN y una unidad de enzima. El ADN se precipité posteriormente con
etanol y acetato de sodio a una concentracion final de 300mM (en presencia de
EDTA 0.25 mM para evitar la precipitacion de los dNTPs) después se hizo la
extraccion con fenol y 2 extracciones con cloroformo, se resuspendid el
precipitado en agua y se verifica la cantidad y calidad del ADN en un gel de
agarosa (Sambrook et al., 1992).

4) Desfosforilacion del ADN

Antes de ligar los fragmentos obtenidos con el vector, es necesario desfosforilar
éste Ultimo para evitar la ligacion del vector con él mismo y asi aumentar el
porcentaje de vector con fragmentos integrados.

Para 10-30 ug de vector, la desfosforilacion se lleva a cabo en 100 pl con una
unidad de enzima CIP (fosfatasa alcalinai). La incubacién se efectia durante 15
min a 37° C, después a 56° C 15 min, y por Ultimo 15 min a 56° C agregando 1
U mas de enzima.

La CIP, es relativamente resistente a la extraccion con el fenol, para inactivarla
por completo es necesario agregar SDS 0.5% final, EDTA 0.1 mM final y 1U de
proteinasa K, incubar 30 min a 37° C y después 15 min a 68° C ( temperatura a
la cual la CIP es inactivada por la proteinasa K) (comunicacion personai). El
ADN es precipitado y verificado una vez mas como antes se describid.
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5) Ligacion de los fragmentos de ADN y el uector

Los fragmentos correspondientes a la regiéon 5’ del gen de la UG/CC10, fueron
insertados delante del promotor TK, el cual controla la expresion del gen CAT en
las células transfectadas.

La ligacion se efectia tipicamente en un volumen de 20 ul en presencia de 2 U
de enzima T4 ADN ligasa y un triple exceso molar del inserto con refacion al
vector (100 ng). La ligacion de los extremos cohesivos se llevo a cabo duranie
2-4 h a temperatura ambiente, y 16 h a 12° C, con 9 U de enzima para las
extremidades rasas. '

Las ligaciones se diluyeron 1:5 y se utilizaron directamente para transformar a
las bacterias.

6) Transformacion de las bacterias competentes

Posterior a [a ligacion, las bacterias competentes fueron transformadas con 1-10
ng de ADN de la reaccibn. A esta concentracién de ADN se dice que
Unicamente las moléculas circulares son transformantes (comunicacion
personal).

L]

Las células competentes (almacenadas a -70°C XL-1 biue, Stratagene) se
descongelaron lentamente a 4°C. Las alicuotas utilizadas para la transformacion
(50 ul de células por transformacion) se colocaron en tubos de polipropileno y 5
ul del producto de ligacion diluido (dilucién 1:5) fueron agregados a las
bacterias. Las bacterias y el ADN se conservaron a 4° C durante 30 min.
Posteriormente se metieron los tubos de incubacién a 42°C por 45 seg para
producir un choque térmico y se agdregd inmediatarmente medio SOC
(Sambrook et al., 1992). Las bacterias se sometieron a agitacion por 60 min vy
posteriormente se sembraron en cajas petri con medio selectivo. Las clonas
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obtenidas fueron resistentes a la ampicilina v por lo tanto han integrado el
plasmido (con o sin inserto). (Protocolo Stratagene).

7) Hibridacion de colonias en papel filtro

En el caso de que la desfosforilacién del vector haya sido ineficaz o se haya
utilizado un vector no desfosforilado para la ligacion, por lo general el porcentaje
de clonas que han integrado el fragmento es muy bajo. La hibridacion de
colonias sobre filtro es un método rapido para detectar las clonas positivas, es
decir, que integraron el inserto.

La sonda de ADN , complementario a una parte o a la totalidad del inserto, se
marcaron radicactivamente (Sambrook et al., 1992). Los filtros de nitrocelulosa
se colocaron sobre las cajas de petri que contenian las colonias y se orientaron
para posteriormente poder identificar en las cajas las colonias que hibridaron
positivamente (Frederik et al., 1987).

Preparacion y purificacion del ADN plasmidico.

La purificacion de los plasmidos contenidos en las clonas identificadas como
positivas, fueron purificados mediante el uso de columnas para purificacion de
ADN (plasmidos) de Quiagen, sig_uiendo basicamente las instrucciones del
fabricante.

Este método de purificacién ademas de ser rapido, es adecuado ya que la
pureza que se obtiene de los plasmidos es muy buena y €stos pueden ser
utilizados directamente para transfectarlos en lineas celulares sin la necesidad
de hacer purificaciones posteriores. '
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CULTIVOS CELULARES

Transfeccion de los vectores.

Los cultivos celulares, los métodos de transfeccion transitoria o estable, asi
como la determinacion de la actividad CAT estan descritos en los materiales y
métodos de las publicaciones 3 y 4.

Es importante senalar que para este estudio se utilizé la linea celular T-47D, la
cual es una linea celular derivada de un cancer pleural de mama (Keidar et al.,
1979). Esta linea celular contiene RP, RG, y RA y RE aungue en muy bajas
concentraciones. El medio de cultivo utilizado fue D-MEM, y 5% de CO,.

Se utilizd también las linea celular CV1 la cual es una linea celular derivada de

rinén de mone verde (AGMK-CV1) que no expresa ningun receptor para
hormonas esteroides. El medio de cultivo utilizado fue D-MEM, v 5% de CO,.
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RESULTADOS
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Evaluacién de la actividad CAT de los Vectores UG-TK-CAT

Se introdujeron varios fragmentos de restriccion correspondientes a la regiéon 5
del promotor del gen de la UG/CC10 delante del promotor de la timidina cinasa
(TK) del virus del Herpes, y en el vector CAT 8+ ( Cato et al., 1986). De esta
forma la transcripcién del gen CAT., qued6é bajo el control del conjunto de
ambas secuencias. (La tasa de traduccién del ARNm de la CAT es directamente
proporcional a la tasa de transcripcién). Las construcciones obtenidas con la
clonacion de las secuencias 5' del gen de la UG/CC10, las cuales contienen los
PREs, (Figura 3), fueron tranfectadas en las lineas celulares CV1 y T-47D vy
posteriormente estimuladas con la progestina R 5020. En el caso de las Células
CV1, las construcciones CAT fueron cotransfectadas con el plasmido pKRP que
codifica para el RP (Guiochon-Mantel et al., 1989).

Las diferentes construcciones estan representadas en la figura 3 y los
resultados de los ensayos CAT en las figuras 4 - 7.

Con la construccion EcoRI-BamHI- CAT8+, se obtuvo una débil estimulacion en
presencia de R5020. Con el fin de obtener una mejor tasa de expresion
dependiente de la hormona, se procedid a acercar las regiones que contenian
los PRES (-2706 a -2372) al promotor TK. Se obtuvieron 10s vectores EcoRl-
Aual- CAT 8+ y EcoRI- Nael- CAT 8+, de estas construcciones se obtuvo una
tasa de expresion de la CAT mas elevada asi como un factor de induccién mas
alto en presencia de R5020, esto en ambas lineas celulares Figuras 4 - 5y
tablas 1 v 2. A pesar de que la aproximacion de los PREs al promotor TK
provocd un aumento en la expresion de CAT, esto también fue acompanado de
un aumento en la expresion basal ( expresion de CAT en ausencia de R 5020).

Para verificar la neutralidad de las secuencias entre ECORI (-3245) y AuII (-2735),
y para definir la regiéon minima necesaria para la induccion de la transcripcion
por R5020, se construyd otro vector, Av lI- Nael- CAT 8+. El nivel basal de la
expresion de la CAT resultd ser mas elevado que a partir de Avril-Nael- CAT 8+,
y aunque el factor de induccion por el R 5020 es €l mismo para las dos
construcciones en las células T-47 D. En las células CV-1, el nivel de expresion
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y el factor de induccién son idénticos para las dos construcciones {( figuras 4 y
5).

El fragmento Aurfi-Nael, es capaz por lo tanto de inducir un aumento en la
transcripcibn de CAT en respuesta al tratamiento con R 35020,
independientemente de su orientacién con respecto al promotor TK (tabla 3).

Evaluacion de la Actividad CAT bajo diferentes condiciones: cantidad de ADN
transfectado y tiempo de incubacion

Para definir las condiciones optimas de la expresion de CAT R5020-dependiente
en la construccién Avrli-Nael-CAT 8+, nosotros variamos las siguientes
condiciones (tabla 4):

a) La concentracion de ADN ftransfectado (normalmente transfectamos 20 ug
de nuestras construcciones) (Grafica 1).

b) El tiempo de incubacion en presencia de la hormona. Figura 7b.
¢) La concentracion de R5020 (Gréfica 2).

El factor de induccion mas adecuado se obtuvo con 5 ug, mientras que el mejor
nivel de expresion es obtenido con 20 ug de ADN transfectado después de 48 h

de tratamiento con €l agonista.

La gama de concentraciones del R5020 demostrd una induccion media en
presencia con 5 x 10 M y una induccién méaxima en presencia de 5 x 10 7 M.
El RU486 bloqued por completo la induccion por el R5020 cuando €ste fue
agregado en un exceso molar de 110 veces. El antagonista RU486 no presenta
ninguna actividad agonista por si mismo (no se presentan los datos).

Las diferencias en la induccién entre 5 y 20 pg de ADN transfectado son
pequenas (factor de 8 contra factor de 5) mientras que la respuesta es del doble
de intensidad. Nosotros escogimos entonces hacer todas las transfecciones con

20 ug de cada construccion, ya que permite detectar también las inducciones
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mas deébiles, y una concentracién de R5020 de 3 x 10 * concentracion a la cual
nosotros obtuvimos el 80% de induccion maxima.

Evaluacion de la actividad transcripcional de los PREsS del gen de la UG/CC10
transfectados y estimulados con R5020.

Finalmente, para definir mejor las propiedades de los dos grupos de PRES,
Nosotros por una parte los separamaos para ver si €stos funcionaban de manera
independiente, y posteriormente los dimerizamos para ver si ellos eran
reemnplazables el uno por el otro.

Se llevaron a cabo las fransfecciones transitorias con las construcciones que
contenian los grupos PREs monomerizados, Stul-Nael-CAT 8+, Aurll-Bgill-CAT
8+ (ver figura 4) en las células CV-1 y en la T-47D. Los resultados con estas
construcciones fueron comao se esperaba, éstas fueron capaces de ser
estimuladas de una manera dependiente de la hormona alcanzando una tasa
de expresion cercana al doble de la alcanzada por I0os mondmeros en las dos
lineas celulares. (figuras 6 y 7, tablas 5 vy 6).

Es interesante notar dimero distal (Aurll- Bgll2-CAT8+, corresponde a la region
que contiene 6 regiones protegidas por el RP o “footprints” y es justamente la
construccién que presenté un mayor factor de induccion (4-5 veces mas
elevado que aquel de la construccidén Auril-Nael-CAT 8+ que solo contiene 5
footprints). Los resultados de los experimentos mostrados aqui, fueron
realizados al mismo tiempo, y por consecuencia los niveles de expresion asi
como los factores de induccién son comparables.

En este estudio, nosotros obtuvimos una expresion basal clara, siendo mas
baja y con factores de induccion importantes en las células CV-1 que en las
células T-47D. La cotransfeccion del pKRP, vector que posee secuencias de
regulacion transcripcional y de replicacion del virus SV40, en la células CV-1,
parecen reproducir los efectos clasicos de estimulacion general de la
transcripcion que han sido reportados cuando las células CV-1 son infectadas
con SV-40 (Khandijlan et al., '1980). También se pudo demostrar que la
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dependencia transcripcional varia de una linea celular a otra y que éste
fendormeno, muy probablemente e€s debido a las variaciones en el contenido y
concentracion de los diferentes factores de franscripcidn presentes en cada
linea.
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Region 5' del gen UG/CCI0
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Figura 3. Contrucciones 5’ UG/CC10- CAT 8+. Los fragmentos obtenidos por cortes de restriccion
de la region 5' del promotor del gen UG/CC 1O, fueron clonados arriba del promotor TK del vector.
CAT 8+. Las posiciones de los sitios de corte por las enzimas estan sefialados, asi como las
enzimas utilizadas. Los circulos representan los sitios de unidn del RP demostrados por
proteccidon con DNAsa 1, 0 PRES.
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Figura 4. Resultados de 10s ensayos CAT de las transfecciones transitorias en las células T-47D.
Las transfecciones se realizaron con 20 pg de ADN en el érden indicado. Las células fueron
tratadas con RS020 10 *M {3 x 10 % M final) o 3 ul de etanol v 48 hrs después del tratamiento se
hicieron ios extractos celulares y ensayos CAT.

| DNA R 5020 uD.O Factor de
arbitrarias,/mg induccion
prot/ml
CAT 8+ - 0.8 ;
+ 1.0 1.3
MMTV - 0.4
+ >13.2 >33.0
EcoRl- BamHi - 0.7
+ 1.3 1.9
EcoRI- Aval - 0.7
+ 2.2 3.1
EcoRl- Nael - 0.8 |
+ 3.3 4.1
Auvrll- Nael - 1.5 'i_
+ 8.3 4.2 :

Tabla 1. Resultados de los ensayos de CAT después de las transfecciones transitorias de las
células T-47D. Se presentan los niveles de actividad CAT los cuales estan expresados en
unidades arbitrarias densitométricas y fueron ajustadas a la cantidad de proteinas. Para obtener
las unidades de D.O, se hizo una densitometria de las autorradiografias y cuantificar el
cloranfenicol acetilado, vy se utilizaron placas Kodak “non screen” las cuales dan una respuesta
lineal de los valores de irradiacién. Cada valor de D.O. se ajustéd a la concentracion de proteinas
en la muestra. Los factores de induccion se obtuvieron del cociente de + ente - y fueron
ajustados a cifras de una sola décima. Se presentan los niveles de actividad CAT los cuales estan

expresados enu D.O.
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Eco RI- Eco Rk Eco RI- Avr I

CAT 8+
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Figura 5. Resultados de los ensayos CAT de las transfecciones tfransitorias en las células CV-1.
Las transfecciones se realizaron con 20 ug de ADN en el Orden indicado. Las células fueron
tratadas con R5020 10 *M {3 x 10 ® M final) 0 3 I de etanol y 48 hrs después del tratamiento se
hicieron los extractos celulares y ensayos CAT,

DNA R 5020 uD.O Factor de
arbitrarias/mg induccién
prot/ml
CAT 8+ - 4.3
+ 4.0 0.9
ECORI- BamHil - 1.0
+ 1.4 1.4
EcoR}- Aval - 2.8
+ 4.7 1.8
ECORI- Nael - 2.9
+ 5.9 2.0
Aurli- Nael ‘ 3.0
+ 6.0 2.0

Tabla 2. Resultados de los ensayos de CAT después de las transiecciones transitorias de las
células CV-1. Se presentan los niveles de actividad CAT los cuales estan expresados en unidades
arbitrarias densitométricas (u D.0.) ¥ fueron ajustadas a la cantidad de proteinas. Para obiener las
u D.O, se hizo una densitometria de las autorradiografias ¥ asi 5e cuariificd e cloranfenicol
acetilado. Se utilizaron placas Kodak “non screen” las cuales dan una respuesia lineal de los
valores de irradiacitn. Cada valor de D.Q. se ajusté a la concentracién de proteinas en la muestra,
Los factores de induccidn se obtuvieron del cociente de + entre - y fueron ajustados a cifras de

una sola décima.
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DNA R 5020 ub.O Factor de
arbitrarias/mg inducciéon
prot/mi
CAT 8+ - 1.2
+ 1.0 0.8
Auvur II- Nae | . 0.8
+ 5.2 6.5
Nael- Avrll - 1.0
+ 5.2 52

Tabla 3. Ensayos de CAT después de las transfecciones fransitorias con 2 construcciones de
fragmentos Nael-Auvrll en las células Cv-1. Las células fueron transfectadas con 20 pg de ADN e
incubadas en presencia de R5020 10 * M, (3 x 10 ® M final). El tiempo de incubacién fue de 48 h
en medioc D-MEM. Se presentan las unidades arbitrarias de D.O y los factores de induccion

resultantes.

factor de
induccion

10

nivel de
expresion

50
ug de ADN

Grafica 1. Curva de induccién con respecto al la cantidad de ADN transfectado vy la
actividad CAT obtenida. Las construcciones utilizadas fueron Aurli-Nael. La serie inferior
(circulos abiertos), indica el efecto de la concentracion de ADN sobre el nivel de
expresién de la actividad CAT.La serie superior (Circulos cerrados) indica el efecto de la

concentracidon de ADN sobre el factor de induccién en células CV-1.
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factor de nivel de
d'nduccion Bxpresion

tiempo (h)

Grafica 2. Curva de induccién con respecto al tiempo de la actividad CAT con las construcciones
Auril-Nael. La serie inferior (circulos abiertos) nos indica el efecto del tiempo de incubacidn sobre
el nivel de expresidn de la actividad CAT, y la serie superior (Circulos cerrados), nos indica el
efecto del tiempo de incubacién scbre €l factor de induccion en células Cv-1.

DNA R 5020 uD.O Factorde |

(Auril-Nael) arbitrarias/mg induccién
_prot/ml

S5pg - 0.3

48 h + 2.4 8.0

10pg . 0.5

48 h + 3.1 6.2

20ug - 0.9

48 h + 4.7 52

50ug - 0.9

48 h + 2.6 2.9

5ug - 0.3

48 h + 2.1 7.0

spg - 0.4

-2 h + 1.6 4.0

sug - 0.5

96 h + 1.6 3.2

Tabla 4. Resuttados del andlisis de las curvas de induccién de la expresidn a partir de los ensayos
de CAT después de las transfecciones transitorias de Auril- Nael, en las células CV-1. Las células
fueron transfectadas con diferentes concentraciones de ADN (5-20 pg) € incubadas en presencia
de RS020 10 %M, {3 x 10 ~® M final) o 3ul de etancl. El tiempo de incubacidn fue variado de 48 a
96 h, en medic D-MEM. Se presentan las unidades arbitrarias de D.O vy los factores de induccion
resultantes.
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Figura 6. Resultados de los ensayos CAT de las transfecciones transitorias en células T47-D. Las
transfecciones se realizaron con 20 ug de ADN en el orden indicado. Las células fueron tratadas
con 3 ul de etano! 0 3 ul de R5020 10* durante 48 h. Posteriormente se hicieron los extractos
celulares y los ensayos CAT. Las iniciales MMTV representan al promotor del virus mamario de
ratdn que posee PRES y se uso como un control positivo (Cato et al.. 1981).

DNA R 5020 uUD.O Factor de
arbitrarias,/mg induccién
prot/mil
CAT 8+ - 0.7
+ 1.0 1.4
MMTV . 0.4
+ >12.2 >30.0
Stul- Nael - 0.6
<+ 1.3 2.2
(Stul- Naeh2 . 0.6
+ 3.8 6.3
Avrll-Bglli - 0.5
+ 3.4 6.8
(Aurll-Bgll)2 - 0.6
+ 8.4 14.0

Tabla 5. Resultados de los ensayos de CAT después de las transfecclones transitorias de las
células T47-D1. Se presentan los niveles de actividad CAT los cuales estan expresados en
unidades arbitrarias densitométricas y fueron ajustadas a la cantidad de proteinas. Para obtener
las unidades de D.O, se hizo una densitometrfa de las aulorradiografias y cuantificar el
cloranfenicol acetilado, y se utilizaron placas Kodak “non screen” las cuales dan una respuesta
lineal de los valores de irradiacién. Cada valor de D.0O. se ajusto a la concentracion de proteinas
en la muestra. Los factores de induccidén se obtuvieron del cociente de + ente - y fueron
ajustados a cifras de una sola décima. Se presentan los niveles de actividad CAT los cuales

estan expresados en unidades
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Figura 7. Resultados de los ensayos CAT de las fransfecciones transitorias en células Cv-1. Las
transfecciones se realizaron con 20 pg de ADN en el orden indicado. Las células fueron tratadas

con 3 ul de etanol o 3 i de RS020 10 durante 48 h. Posteriormente se hicieron 1os extracios
celulares y l0s ensayos CAT.

DNA R 5020 UD.O Factor de
arbitrarias/mg induccion
prot/ml
CAT 8+ . 4.3
+ 4.0 0.9
Stul-Nael - 3.2
+ 3.8 1.2
(Stul-Nael)2 - 2.5
+ 5.6 2.2
Aurll-Bglll - 2.1
+ 6.8 3.2
{Aurill-Bglinz . 1.0
+ 10.7 5.6

Tabla 6. Resultados de los ensayos de CAT después de las transfecciones transitorias de las
células CV-1. Se presentan los niveles de actividad CAT los cuales estan expresados en unidades
arbitrarias densitométricas y fueron ajustadas a la cantidad de protcinas. Para obtener las
unidades de D.0O, se hizo una densitometria de las autorradiografias y cuantificar el cloranfenicol
acetilado, y se utilizaron placas Kodak “non screen” las cuales dan una respuesta lineal de los
valores de irradiacidon. Cada valor de D.O. se ajustd a la concentracion de proteinas en la muesta.
Los factores de induccién se obtuvieron del cociente de + ente - y fueron ajustados a cifras de
una sola décima. Se presentan los niveles de actividad CAT los cuales estan expresados en
unidades de D.O.
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DISCUSION

69



La UG/CC10 es un gen del conejo que se expresa de manera constitutiva en el
pulmén y de manera hormono-regulada en el endometrio durante los primeros
dias de la gestacién asi como bajo el estimulo con P, y estradiol. En este
estudio hemos puesto en evidencia las regiones 5’ del promotor de UG/CC10
que controlan la regulacion de la transcripcion por estimulo con el R5020.

La region -3254 a -395 estimula muy poco la transcripcién en presencia de
R5020. Es posible que esta redion poseca sitios de unidn para factores
especificos del endometrio, necesarios para la obtencién de la estimulacion por
los complejos RP-R5020, los cuales probablemente no €stan presentes en las
lincas celulares utilizadas. Otra posibilidad es que la regién -395 a +10. no
comprendida en nuestras consfrucciones y que corresponde al promotor
propiamente dicho de la UG/CC10, una factores necesarios para el
funcionamiento del complejo RP-R5020, tal como aquel descrito por Rider
(1988). Para estudiar construcciones que portaran esta regidén se necesitaria
entonces efectuar las transfecciones en diferentes lineas endometriales, creando
de esta forma un sisterma homologo.

Para mejorar la estimulacion de la transcripcidon por el R5020, nosotros
acortamos la distancia que habia entre el promotor TK y 10s PREs localizados en
nuestra secuencia. Asi constatamos, que mientras mas cerca se encuentran 1os
PREs del promotor, mejor €s la induccién, de tal manera que con este resultado
confirmamos la regla general que dice que mientras mas cerca se encuentra un
“enhancer” o potenciador de un promotor, mayor sera la induccién de la
transcripcion y que el factor de induccion esta en funcion de la distancia entre el
enhancer y €l promotor (Wasylyk et al., 1984). Nosotros encontramos que una
aproximacién de 2000 pares de bases, hace que el factor de induccion
aumente de 2 a 3, mientras que una aproximacién adicional de 300 pb, este
factor aumenta de 3 a 4. La explicacion clasica de éste fenOmeno seria de que
los complejos RP-R5020 unidos a los sitios que han sido acercados al
promotor, tiene estadisticamente mas posibilidades de interactuar con el
complejo transcripcional a nivel del promotor que los sitios que se encuentran
lejos. Desde el punto de vista fisioldgico, es la estructura de la cromatina la que
se encarga propiamente de aproximar esos elementos de respuesta al promotor
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(Wang et al., 1989, Katzellenenbogen vy Katzellenenbogen, 1997). Ya habia sido
demostrado que las regiones mas alejadas del promotor de la UG/CCI10
también parecian estar involucradas en la regulacién de la expresion de este
gen, ya que ia eliminacion de la region comprendida entre -2300 y -1350 0 -
114 pb incrementa la actividad del promotor en las células H44 1. La eliminacién
de un fragmento del promotor del gen de UG/CCI10 de conejo (-3200/-400)
tambi€n incrementa su actividad en el Utero de ratones transgénicos. Esto
sugeria la presencia de secuencias inhibidoras en el fragmento eliminado
(Bingle vy Gitlin, 1993; Bingle et al, 1995; Stripp et al, 1992; Goémez-Lahoz e! al,
1992) encontradas en este estudio. Otros estudios de igual forma demostraron
que la eliminacion de la regién protegida de la ADNasa [ comprendida entre -
1020 y -1070 pb, reduce la actividad del promotor en las células H441 (Bimgle
y Gitlin, 1993; Stripp e al, 1992). AUn no se han identificado las proteinas
especificas involucradas en estas interacciones.

Los elementos minimos necesarios para mantener la expresion del gen de la
UG/CC10, en células especificas, no se han establecido con precision. Una
eliminaciéon hasta -166 pb no afecta su expreslOn especifica en ratones
transgénicos; sin embargo una eliminacion hasta -87 pb evita la expresién del
transgen (Ray et al, 1995). Una eliminacién en el promotor hasta -75 pb aun
permite la expresién del gen reportero CAT en las células H441 (Bingle et al,
1995) vy una eliminacién hasta -29 pb permite una débil expresién del gen
reportero luciferasa. Estas observaciones sugieren , que los elementos
localizados abajo de la caja TATA son capaces de mantener una cierta
expresion del gen de la UG/CC10 en células especificas (Sawaya y Lusee,
1994).

Cuando nosotros tratamos de localizar la region minima que confiere la
estimulacion dependiente de la hormona de la actividad CAT, descubrimos la
presencia de un represor especifico en las células T-47D, el cual se encontraba
contenido entre la regién de -3254 a -2735, y de una manera mas precisa, lo
localizamos entre -2863 y —2735 (resultado que no s€ muestra). Esta region,
disminuye de una manera importante la expresion basal de nuestras
construcciones, sin alterar de ninguna manera nuestro factor de induccion. Es
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importante senalar que esta regidn contiene un elemento de respuesta a
estrogenos (ERE) casi perfecto (s6lo 2 disparidades) y que se encuentra arriba
de una secuencia rica en A:T, lo que nos invitaria a pensar en un ADN curvado.
Seria entonces muy interesante estudiar el papel de éste represor en diferentes
lineas celulares y establecer si existe dicho factor en otras lineas diferentes de la
T47-D. Aun resta elucidar la secuencia minima necesaria para la represion, asi
como establecer cuales son la(s) proteina(s) que son responsables y el grado de
teiido-especificidad y también identificar otros denes que pudieran coniener
dicha secuencia.

La region minima necesaria para la induccion de la expresion de la CAT, esta
contenida entre -2735 y 2316 y comprende los dos grupos de sitios de union
al RP (figura 2}, y como sucede con muchos de los “enhancers”, ésta region
también es capaz de estimular la transcripcion sin importar su orientacion
(Wasylyk, 1993). Cada uno de los grupos de esta region presenta una actividad
transcripcional débil cuando éstos se encuenfran comoO mondmMeros, Sin
embrago, de que ellos son dimerizados, la actividad transcripcional se ve
aumentada, lo que implica una funcionalidad de los grupos dimerizados.

La region que presenta los mayores factores de induccion son aquellas que
poseen efectivamente los sitios PREs previamente reportados. Es interesante
hacer notar que el factor de induccidn mas elevado se obtuvo en aquella
construccion que posee en su secuencia las 5 regiones protegidas por €l RP
(Aurll-Nael), v que sin embargo, ¢uando se secparan estos sitios, hay una
importante disminucién en el factor de induccién inducido por el R5020 (figura
8).

Es también interesante hacer notar que €l grupo mas distal, el que posee tres
sitios , de -2706 a -2616 (fragmentos Aurli-Nael y Aurli- Bglil), presenta un
mayor factor de induccién en presencia de RS020 cuando eé acoplado consigo
mismo, que cuando es acopiado con un elemento proximal {que es la situacion
fisiologica).
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Figura 8. Representacion grafica de los factores de induccidn obtenidos en los diferentes ensayos
de transfeccion en la linea celular Cv-1. La region superior de 12 grafica representa las region 5° del
promotor de ia uUG/CC10 y 105 nameros representan la posicion en pares de bases. Los cuadros
representan las regiones protegidas por €l RP en ensayos de “foolprinting”. En €l costado
izquierdo de la grafica estan representadas las diferentes construcciones, y en el derecho se
representa el factor de induccidn obtenido después de la transfeccion de cada una de elias y
estimuladas con la progestina R5020.

Para la evaluacion de la actividad progestacional y/0 antiprogestacional de NET
y sus metabolifos, nosotros intentamos caracterizar un nuevo modelo que
presentara secuencias PRES existentes en un gen de mamifero el cual es
inducido por la progesterona como l'b es la UG/CC10 en el utero de la Coneja.
Los datos en la literatura informan que ios modelos hasta ahora caracterizados
han sido sobre todo derivados del LTR del MMTV (Dean et al., 1993), El
promotor de la ovoalbumina de pollo (Cato et al, 1983), el prormotor de la
metallothioneina-lla del hombre (Slater et al., 1989) y el promoior de [a de la
lisozima del pollo entre otros (Hetch et al., 1988) entre otros.

El propdsito en este trabajo, de utilizar secuencias gue presentan los PREs de
un gen regulado por P,, acopladas a un gen reportero como un modelo
“fisiol6gico” para la evaluacion de la induccion la transcripcion fue con ja idea de
evaluar la actividad progestacional de diferentes progestinas a través de la
induccién del expresion del gen de la enzima CAT, y asi evitar el uso del

modelo basado en las secuencias del LTR del MMTV(Cato ef al.. 1985 ).
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De las diferencias encontradas en los resultados obtenidos entre estos dos
modelos utilizando los HRES, del LTR de MMTV son que en la ausencia de la
hormona, tienen un efecto negativo sobre la expresién basal del promotor,
(Kessel et al., 1983), mientras que los PRES de la UG/CC10 colocados en la
posicion 5' del promotor TK parece aumentar el nivel basal. También se puede
notar en nuestros resuftados que una inducciéon media de L TR de MMTV, es
alcanzada con una concentracion de 5 x 10''M de R5020, mieniras que esta
misma induccion utilizando los PRES de la UG/CCI0, es alcanzada con 5 x 10
M. También se sabe que la separacién de los grupos de los sitios LTR de
MMTV, a un estado monomérico, conduce a la desaparicién de la induccion
hormonal, situacién inversa a los mondmeros de UG/CC10, (Stul ~ Nael v Avrll
- Bgll) que presentan una actividad intrinseca que se dobla después de su
dimerizacion.,

AUn resta elucidar el papel que tiene el estradiol en la regulacién de la expresion
del gen de la UG/CC10. Los resultados preliminares muestran un sinergismo
entre el estradiol y el R5020, a nivel de estimulacion de la CAT, bajo el control
de las regiones 5' que describimos. La hipdtesis que nosotros propusimos es
una induccion del RP por el estradiol en las células T-47D (May et al., 1989). Sin
embargo, hay otros estudios que también han puesto en evidencia una
induccién del gen por el estradiol, cuando este mismo tipo de construcciones
se hacen con el fragmento del promotor (-396 a -200) del gen UG/CC10.

Otro punto a esclarecer es el papel de los sitios de union del RP en el primer
intron del gen. Es conocido que ciertos genes poseen regiones reguladoras
intragénicas en sus intrones (Gillies et al., 1983, Savouret et al., 1994) por lo que
es posible pensar que pudiera ocurrir un efecto sinérgico de la estimulacion
transcripcional por efecto de los PREs del promotor y los infronicos. Se ha
demostrado que los PREs intrénicos presentan una afinidad mas débil que los
PREs de la regién 5’ (Bailly et al., 1986). Otra hipotesis que se ha propuesto es
que como la sintesis de la UG/CC10 se detiene el 12*° dia del embarazo, a
pesar de las concentraciones crecientes de P,, seria posible entonces que el RP
se pegara tardiamente a esos sitios, cuando las concentraciones de P,son muy
elevadas, que conllevara a un bloqueo de la transcripcion.
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Por otra parte y de manera general, es muy importante senalar la importancia
de la linea celular utilizada para este tipo de modelos, ya que nosotros hemaos
encontrado, como antes se menciono, la presencia de factores gque funcionan
COmMo represores asi como secuencias que funcionan como silenciadores, por
tal motivo, como nuestro objetivo €s el crear un modelo que nos permita
determinar la actividad progestacional de diversas progestinas, y este sistema
presenta aun regiones reguladoras no caracterizadas, noSotros creimos
conveniente construir un modelo sintético que portara €n sus secuencias
tnicamente los elementos PREsS descritos en la literatura y estudiar la induccion
hormonal de diversas progestinas o antiprogestinas, en presencia unicamente
de su factor regulador, el complejo RP-ésteroide.,
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ABSTRACT

The need for new and potent progestins and antiprogestins suitable for use in
reproductive therapy and contraception is still very urgent, but the research is in
part impeded by the complex technology required for screening these compounds.

In order to rapidly and easily characterize the effects of progestin or antiprogestin
molecules, we developed a cellular model in which progestagenic action can be
detected by using a PRE>-TATA-CAT reporter vector introduced in a cellular fine
stably transfected with Progesterone Receptor (PR). The CV-1 monkey kidney cell
line was chosen as an ideal model because these cells do not possess steroid
receptors. The stably transfected CV-1 cell model was established by
cotransfection of rabbit PR cDNA and a neomycin resistance gene and cloning
under selective pressure given by geneticine. The cell line was manteined for more
than one year without losing the PR and progestagenic response. The presence of
PR in this cellular line was characterized by detecting the PR by
immunohistochemical methods and the Kd detérmined by Scatchard analysis.

This cellular model allowed the study of progestational activity of several
compounds in cell culture experiments by detection of the induced CAT activity.
The results obtained from the characterization of this CV-1-PR line, showed that
the PR is expressed at a concentration of 0.170 fmol/mg protein. The rPR detected
is localized in the cell nucleus in presence or absence of hormone.

The hormonal/antihormonai effects of 19-nor progestins and their metabolites
were analyzed by using this cellular model harboring PR and transfected by the
calcium phosphate method with the PRE2-TATA-CAT reporter vector. The induced
CAT activity reached a maximum level as early as 24 hours after the cells were
treated with the different compounds. The antiprogestin RU 486 inhibited the CAT
activity induced by the potent synthetic progestin R6020. The PRE2-TATA-CAT
induction by estradiol, was also analyzed and no cross reactivity was found.

Data obtained demonstrate that Norethisterone (NET) and Levonorgestrel (LNG)
induced the PRE2-TATA-CAT activity at subnanomolar concentrations, lower than

those required of R5020. NET and LNG metabolites induced CAT activity at a
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lower level than that presented by the original compounds. Furthermore, the 5a-
NET derivative presents a potent antiprogestational activity by inhibiting CAT
activity induced by R5020.

Whith this model we have obtained a suitable assay to test the progestational
activity of different compunds avoiding the crossreactivity with other steroid

receptors like the giucocorticoid receptor.
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INTRODUCTION

The progestagenic action of progesterone and synthetic progestins is mediated by
the progesterone receptor (PR) located intracellularly at target tissues (12). The PR
belongs to a superfamily of nuclear transactivators (10). When these receptor
proteins are ligand activated, they act as transcription factors which are able to
induce target gene transcription after a cascade of events that include: allosteric
change in the receptor, increase in the receptor phosphorylation rate, and
liberation of heat shock proteins (18). After these events, the steroid receptor
complex then interacts with the specific hormone responsive elements (HREs)

located in the regulatory regions of the progesterone-responsive genes ( 1 ).

The progesterone receptor exists as two distinct motecular isoforms in cells: the
form B which contain 833 aminoacids (~114 KD), and the truncated isoform A,
which lacks the N-terminal 164 aminoacids (~ 94 KD). It seems that the rabbit PR
is an exeption among species, as the PR is found only as one isoform the long B
form (21). Although the specific role of the different PR isoforms is unclear and the
biological importance of the PR protein ratios has not been extensively explored
(33,34), it is well known that both receptors come from a single copy gene ( 17 ).

The characterization of the mode of action of progestins is of great interest,
because of their wide use as contragestational agents, and in the treatment of
many diseases (28 ). Progestins exert their progestational activity by binding to the
PR, and may also interact with other steroid receptors. Norethisterone (NET) and
levonorgestrel (LNG) belong to the group of progestins used as contraceptives ( ).
Both progesting are bioconverted to their 5a- and 3f,5a-reduced metabolites,
which have been demonstrated to acquire new hormone agonistic or antagonistic
capabilities (6,29).

The A-ring reduced metabolites of NET and LNG mainly interact with PRs and
Estrogen Receptors (ERs) (8). The 5a-reduced metabolites bind to the PR,
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whereas the 3B,5a-metabolites bind to the ER. These metabolites can exert
different hormonal properties (28). The progestational and estrogenic properties of
these progestins have been studied in vivo by assessing the uteroglobin gene
expression (31). These studies indicate that 50-NET, has a low progestational
effect, while the further reduced metabolite, 3p,5a-NET, exerts estrogenic actions
upon uteroglobin and its mRNA synthesis (5). When these metabolites were tested
in combination with progesterone, they showed potent antiprogestational and
antiimplantation properties { 3,26 ). However, the molecular mechanisms involved
in the hormonal and antihormonal actions of these stercids have not been.
elucidated.

in this study we assessed the molecular effects of NET, LNG and their reduced
metabolites by using a highly sensitive in vitro molecular assay in which
progestational and antiprogestational effects can be detected by measuring the
transactivation of the chloramphenicol acetyl-transferase (CAT) activity (11) from a
reporter vector responsive to progesterone (PRE-TATA-CAT) (27).

MATERIALS AND METHODS.

Steroids.

Levonorgestrel (13p-ethyl-17a-ethynyl-17p-hydroxy-4-gonen-3-one) and R5020, a
well studied syntheic progestin (17a,21-dimethyl-19-nor-4,9 pregnandiene-3,20-
dione) were obtained from Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA
Norethisterone (17a-ethynyl-17p-hydroxy-19-nor-4-androsten-3-one) was obtained
from Schering Mexicana, Mexico. 5a-NET 3B,50-NET, 5a-LNG and 3p,50-LNG
were obtained by chemical synthesis as previously described (1,8). RU486 (17-
hydroxy-11p-[4-dimethylamino-phenyl}-17«[ 1propynyljestra-4, 9-diene-3-one} was
Kindly provided by Roussell Uclaf (Romanville, France). The selective antibiotic
geneticin was obtained from Gibco BRL.
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Gene Constructs.

The rabbit PR ¢cDNA and ER expression vectors pSKVrPR (22) and pSKVER (),
were kKindly provided by Professor E: Milgrom (Laboratorie des Hormones et
Reproduction, Bicétre, France) and has been described by Guiochon-Mantei et al.
(15) and Savouret et al. (32) respectively. The ERE Vit A2 -TK-CAT was provided
by .The reporter gene construct PRE,-TATA-CAT was constructed
by using the plasmid pEMBL 8+ TK-CAT. The TK (thymidine kinase) promoter
sequence (20) was excised with Bam H1/Bgl Il restriction enzymes.

A double stranded oligonucleotide 5'-TAC AGG ATG TTC TAG CTA ACT GTA CAG GGA TGT TCT
GGA TCT GAG GTC CAC TTC 6C 3', containing the restriction sites for Bam H1 and Bgl I,
the two progesterone responsive elements (PRE;) and the TATA box, the
restriction sites for Bam H1 and Bg! Il was inserted in the plasmid. The control
TATA-CAT construct was obtained in a similar manner but without the two PRE

sequences (figure 1A,B).

Cell cultures and transfections.

AGMK CV-1 Cells from monkey kidney were cultured at 37°C in DMEM medium
(Gibco-BRL, Inc., Gaithersburg, MD) supplemented with 10% fetal calf serum, 2
mM L-glutamine, 0.1 Uml insulin, 100 1U/mi penicillin in a 5% CO. atmosphere.
Cells were transfected by the calcium phosphate-DNA coprecipitation method as
previously described (7). Briefly, the cells (5 X 10%) were plated in 9 cm Petri
dishes in DMEM medium. After 24 h they were rinsed with PBS pH 7.4 and
incubated with pheno! red-free medium containing 10% dextran-charcoal stripped
calf serum. Since AGMK CV-1 cells are devoid of steroid receptors, they were
cotransfected with 2 ng of the expression vector encoding the rabbit PR, 0.1 ug of
PCH 110 galactosidase vector as internal standard and § pg of PRE;-TATA-CAT
or TATA-CAT vector. Total transfected DNA in all experiments was normalized to
20 ng by the addition of herring sperm DNA. Twenty four hours after transfection, a
1 min shock of dimethylsulfoxide (10% in serum free medium) was given. The cells
were rinsed with PBS pH 7.4 and reefed with stripped medium. Then steroids were
added in 0.001% ethanol. Twenty four hours after treatment the cells were
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harvested in buffer A (15mM Tris-HCI, pH 8.0, 60 mM KCI, 15 mM NaCl, 1 mM
dithiothreitol, 2mM EDTA) ( 30 } and processed for CAT assays.

Assay for reporter gene activity.

The whole cell extracts were obtained by five cycles of freezing/thawing and
centrifugation. Protein concentration in cell extracts was determined by the BCA
assay (Pierce Chemical Company), CAT activity was measured by the method
described by Pothier et al. (30 ), with minor medifications. Cell extracts (100 ug)
were incubated in buffer A with 5 pl of [*C J-cloramphenicol 53.1 mCi/mmoi and
Acetyl-Co A (4mM) for 1 h at 37°C. The acetylated and non-acetylated forms of
[**C ]-cloramphenicol were separated by thin layer chromatography (TLC) in
chloroform/methancl (95:5) for 45 min. The TLC plates were exposed to Kodak X-
OMAT-AR film for 24 h at room temperature and the radioactive spots were
analyzed by densitometry. For each test three series of experiments were
performed in triplicate.

Imunocytochemical assay for PR.

Immunocytochemical detection of rPR present in the stably transfected cells with
the rabbit PR was performed as described by Guichon-Mantel ef al, 1989. Briefly,
approximately 5 x10 ° cells were plated on fibronectin-precoated chamber slides
(Nunc). Immunofluorecence studies were performed by using a fluorecein-
conjugated rabbit anti-mouse antibody (Dakopatts, Glostrup, Denmark) at a dilution
1:40. Photographs were taken on a Leitz microscope, with Fujichrome 1600 ASA
film. The subcellular localization of the PR was observed in 100 cells. Staining was
considered nuclear (or cytoplasmic) when it was exclusively nuclear (or
cytoplasmic) or stronger in the nucleus (or cytoptasm) than in the cytoplasm (or

nucleus).

Western blot analysis for PR.
Western blot analysis was performed as described by Pasapera et al.(26) with
minor modifications. Total protein extracts from stably transfected CV-1 cells were
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obtained and 100 pg of proteins were separated by PAGE and then transferred to
nylon membrane (overnight, 30 V,4°C) in a buffer containing 25mM tris, 192mM
glycine, pH 8.3. Membranes were blocked with 10% (w/v) non fat dry milk in 10
mM PBS pH 7.2 for 1h at room temperature and then incubated with monoclonal
antibodies MI 60,Let 126 and Let 81 (14) in 10mM PBS pH 7.2 with 10% (w/v) non
fat dry milk at dilutions 1:300, 1:400, and 1:300 respectively. After 1h of incubation
at room temperature, the membrane was washed 5 times in PBS and five in TBS
(150mM NaCl, 50 mM Tris-HC! pH 7.2). After the last washing, the membrane was
incubated with peroxidase conjugated rabbit anti-mouse immunoglobulins (1:1000)
in TBS with 10% (w/v) non fat dry milk for one h at room temperature. Color
development was performed by using a solution containing 0.6 mg/ml
diaminobenzidine (Gibco-BRL, Inc. Gaithersburg, MD) in 10mM tris-HCI (ph 7.6)
and 1plfml of 30% H20;.

Dextran-coated charcoal PR assay.

Progestin binding to PR was measured by modification of the charcoal-dextran
method as previously described (8).

Briefly, cytosols were incubated with 20nM of the progestin [*H] R5020 in presence
or absence of 2uM of R5020. After an incubation of 16-20 h at 4°C, a charcolal-
dextran suspension was added and incubated for 15 min the incubation was
centrifuged and aliquots of the supernatant were counted. The data were
normalized to the cytosol protein content.

The receptor level is expressed in terms of total protein present in the cytosols.
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RESULTS.

CV-1 cells cotransfected with rPR and PR responsive reporter gene are
responsive to treatment with progestins.

To determine the progestational and antiprogestational activity of RU 486 NET,
LNG, and their A-ring reduced metabolites, AGMK CV-1-PR cells were transfected
with either construct, PRE;-TATA-CAT or TATA-CAT. Transcriptional activity of the
PREZ2 reporter vector was under PR regulation, while the controi TATA-CAT was
insensitive to PR-mediated transcription . A high CAT activity was normally induced
when the cells were cotransfected with PRE,-TATA-CAT, and then treated with
R5020, whereas the antiprogestin RU486 did not modify CAT activity (figure 1).

The PRE2-TATA CAT displays low back ground activity and high levels of
induction by progestins when cotransfected with rPR in CV-1 rPR cell line.
Given that CV-1 cell line do not posses steroid receptors, and that some factors
are required for transcriptional activation in presence of steroid receptor
complexes, we wished to test the responsiveness of the PRE2-TATA-CAT and
ERE- Vit A2 TK-CAT reporters to synthetic progestins in presence of the rPR. As,
expected, CAT activity was strongly induced by the synthetic progestins (1 08 M)
when CV-1 cells were cotransfected with the rPR cDNA (2pg) and PRE2-TATA-
CAT reporter (5ug), (Figure 2), In contrast no induction was detected in presence
of estradiol when CV-1 cells were cotransfected with the EREVit A2-TK-CAT
reporter and rPR ¢DNA however, when this reporter ERE Vit A2-TK- CAT was
cotransfected with the rabbit estrogen receptor, CAT activity was strongly inducible
with estradiol 10°M but not by R5020. (Data not shown).

The low background of promoter activity and high levels of induction by progestins
ponmpted us to use this cell line harboring the rPR for screening and analysis of
the activity of synthetic steroids.
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AGMK-CV-1 cells were stably transfected with rPR and the protein show the
same characteristics as in vivo.

Given that the PREs interact not only with PR but also with glucocorticoid
receptors, mineralocorticoid receptors and androgen receptors, and the sinthetic
progestins are capable to bind these receptors, we wished to obtain a mode! which
only express the PR in orther to determine the hormonal activity induce by
activated PR. For this purpose we stably transfected the AGMK CV-1 steroid
receptors negative cells with the rPR. The transient transfections were carried out
as described by Savouret et al. (32)

A stably transfected cell line (Culture for 18 months without loss of PR nor
progestagenic response) was established by cotransfection of the rabbit PR
expression vector pKSVrPR together with the neomycin resistance gene and
cloning under selective pressure by geneticine. After geneticin selection of rPR
positive clones, cells were analyzed by immunocytochemical detection of PR
(Figure 4A and B) and imunoblot analysis. The PR levels in this cell line were 170
fmol/mg cytosol protein.

AGMK CV-1 cells stably transfected with the rPR are responsive to progestin
treatments.

it has been demonstrated that in cell culture induction of transcription is dependent
upon the cell line to corrborate that our model is responsive to progestin treatment,
transient trasfections were made and dose response curves with increasing
amounts of various 19-nor progestins and their A-ring reduced metabolites (10™" -
10% M ) were tested (figure 5). All data were normalized for variations in
transfection efficiencies as determined with the internal control reference

recombinant pCH110 expressing f-galactosidase.

19-Nor progestins and their metabolites interact with the CV-1 PR.
To evaluate the interaction of NET and is metabolites, with the PR, the cytosol
preparations were incubated with 1 nM [*H] ORG 2058 at 4 ° C in the presence of
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absece of increasing concentrations of steroid competitors including ORG2058,
Progesterone, NET, 5a-NET, 3f3,5c -NET, LNG, RU486 and estradiol. At the end
of incubation, bound and free fractions were separated by the adition of a dextran-
coated charcoal suspension. The results are expressed as percentage of [’H] ORG
2058 specific binding. Fig X shows that ORG 2058, P4, LNG, RU486, NET and
5a-NET were eficient competitors for progesterone specific binding sites in the
CV-1 rPR cell extracts, while 3p, 5o -NET and estradiol (figure 6). The binding
affinity to the PR of NET and 5a -NET founded in this study confirms and extend

previous results in cytosols fom rat uterus (8)

The 5q-A-ring reduced metabolite of NET, have different transcriptional
activities from NET in AGMK-CV1-PR cells.

In previous studies, we have shown that the A ring reduced metabolites of NET
has different hormonal effects in vivo. To determine the progestational and
antiprogestational activity of NET, LNG and their A-ring reduced metabolites,
AGMK CV-1-PR cells were transfected with PRE>-TATA-CAT. Thereafter,
transfected cells were treated simultaneously with R5020 (3 X 10®M and 1 X 107
M) and 50-NET or RU486 (30-fold molar excess for each agonist dose)
demonstrated that 5a-NET inhibited the CAT activity induced by R5020 in a
manner similar to that observed with the antiprogestin RU4886 (Figure 7).
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DISCUSION

A transfection procedure was used to generate a CV-1 cell fine stably transfected
with the rPR, to evaluate the progestational antiprogestational activities of several
19-nor progestinas. These hormonal effects of NET, LNG and their metabolites
were assessed after transfection of a PR-responsive reporter (24). The rPR (20)
stably transfected cells were analyzed for rPR characteristicas by binding and
immunchistochemistry analysis. As siggested by these analysis and accurately
quantitated by the hormone binding studies, the expression level of rPR among
individual cell clones showed variations (data not shown), In this context, the
analysis of several cell lines over prolonged period of cell culture (with the
selective agent geneticine) did not result in any significant change in the
expression level of the PR. Therefore, CV-1 -rPR clone 50, was chosen for this
study due to that this cell line possesses stable levels of functional PR, with the
typical molecular weigth as demosntrated by westwern blot analysis (data not
shown).

Using this model the progestational and antiprogetational activities of NET, LNG
and their metabolites were assessed after transfection of the PRE,-TATA-CAT
reporter vector . The data obtained from this study confirms and extends previous
reports that indicate that stimulation of transcription by progestins through PR
requieres the presence of PRE in the template to function as transactivating factors
(19,33). ‘

Testing the hormonalfantihormonal effects, transcription induced by NET, LNG
and their A-ring reduced metabolites was observed. The 19-nor progestins, all
differ in their afinity towards rPR as determined by competitive hormone-binding
studies using cytosol from rabbit uterus (25). If analyzed for their transcriptional
modulation potencies mediated by the rPR in a similar if not identical manner. This
was ilutrated not only by a comparable ranking order of the activity of compounds
with respect to their relative binding vaiues (RBA's), and dose administered.

As it was repoted, NET and LNG exert a potent progestational action (28 ) while
the dihydro-reduced metabolite, S5o-NET, exerted both progestational and
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antiprogestational effects since it induced a weak CAT activity compared with NET
and R5020.

In this study we confirm that this reduced metabolite, also exert antiprogestational
activity in vitro since it bocked CAT activity induction produced by R5020 when
they were simultaneously administered, this antiprogetational effect of 5a-NET was
similar to that observed with RU 486 (figure 5). Our data also suggest that the
antiprogestational activity of 5a-NET previously reported in vivo (26) is mediated
throug PR and occurs at the transcriptional level.

These studies confirm and extend previous data from Cerbén et al. (5) who
demonstrated that 5a-NET possesses weak progestational activity in prepubertal
rabbits by assessing uteroglobin synthesis, wich correlates with the relative
binding affinity of this metabolite for R (7).

As has been demostrated for several synthetic steroids, 5a-NET display both
agonistic and antagonistic activities, in this study we can not ascertain whether the
quality of the response (agonistic or antagonistic) is related to the receptor affinity
or to the chemical structure of the ligand, cause it has been proposed that a pure
antihormone may be considered as a compoud which stabilizes exclusively the
inactive conformation of the receptor , whereas a mixed antagonist would be able
to stabilize both the active and inactive conformations to various extents (25),

hence this 5a-NET metabolite is demostrative of this fact.

Interestingly, 3p5a~-NET induced CAT activity in our CV-1 model, these resuits
disagree with previous studies since it has been reported that this metabolite has a’
low affinity for PR (7) and high afinity for estrogen receptors, however, in this
system 3B,5a-NET is able to stimulate CAT transcription through the activaton of
PR since it activates the trascription of a progesterone responsive gen y a manner
similar to that of So-NET. It will be interestig to test if this compund has
antiprogestational activity in this model, since it has been reported that “in vivo” this
NET metabolite inhibits the Uteroglobin synthesis (4), and this effect has been
reported to be mediated by the estrogen receptor since the 3p5a-NET binds to the

estrogen receptor with high affinity.
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From these studies we propose that the hormonal result of a given compund
should be evaluated taken in conssideration the metabolism process, thus the
metabolites resulted fom a given compound play an important role in the final
biological effect of the progestin administered (23, 24).

In summary, our results indicate that NET, LNG and their A-ring reduced
metabolites exert h.orrnoanl and antihormonal effects at the transcriptional level.
NET LNG and the metabolites of the latter induce progestational actions dose
dependent manner similar to R5020. In fact, the finding that both LNG metabolites
induced CAT activity through PR and the PREs suggests that these metabolites
could present physiological effects in vivo, like those presented by 5«¢-NET and
3B,50-NET.

Finally is important to mention that the AGMK CV-1 cell line used in this study is a
suitable model to evaluate hormonal and antihormeonal activities since it lacks
steroid receptors. In this way, we can introduce the desired steroid receptor and
evaluate only the effects due to the interaction of the steroid with a specific and
highly sensitive method without interference due to the presence of several steroid
receptors as occurs at target tissues (32). Pemanent transfected cell lines, have
been widely used to test transcriptional responses with an efficient and accurate
tool for the determination of hormonal action in vitro (9) and this study is a
representative of this.

CONCLUSIONS

This study confirms and extends previous reports that indicate that the stimulation
of transcription by progestins through PRs requieres the presence of PRE(s) in the

template to function as transactivating factors.

NET, LNG and their A-ring reduced metabolites exert diverse hormonal and
antihormonal effects through PR. LNG and NET possess strong progestational
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properties since they induced CAT activity in the presence of both the PRE,-TATA-
elements and the PR in AGMK CV-1 transfected cells at subhanomolar
concentrations as low as 107" M.

The dihydro-reduced NET metabolite, 5a-NET, exerted both progestational and
antiprogestational effects since it induced a weak CAT activity compared with NET
and R5020. However, it blocked CAT activity induction produced by R5020 when
they were simultaneously administered. This antiprogetational effect of 5a-NET is

similar to that observed with the antiprogestin RU 486.
With this model we have developed a suitable tissue culture-bassed assay to test

progestational activity of different compounds avoiding the crossreactivity of this
compounds with other steroid receptors such as Glucocorticoid receptor.
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Figure 2.

Immunocytochemical localization of stably transfected AGMK-CV1 cells with the
rabbit PR.

Hormone induced nuclear translocation of PR in AGMK-CV1 cells stably
transfected with the rPR. A) in absence of hormone rPR is partialy cytoplasmic. B)
in presence of hormone, R5020 30 nM, RP is localized in the nucleus.
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Figure 3.

Progestational activity induction by 19-Nor-progestin. AGMK CV-1 cells were
cotransfected with the rabbit PR expression vector and the PRE,-TATA-CAT
plasmid. CAT activity was measured in cells treated with R5020 (3 X 10 M), NET
and their derivatives (3 X 10 M), LNG and their derivatives (3 X 10 M), and 0.001
% ethanol as control. CAT activity was measured also with expression vector ERE-
VIT-TKCAT treated with Ea.

o7




NET R5020

Figure 4.

Effect dose-response of NET administration. AGMK CV-1 cells were cotransfected
with the rabbit PR expression vector and the PRE2-TATA-CAT plasmid. CAT
activity was measured in cells treated with different dose NET (10" to 10 M) and
R5020 (107 M}, ethano! as control,
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Figure 5..

Effect dose-response of reduced metabolites of NET. AGMK CV-1 cells were
cotransfected with the rabbit PR expression vector and the PRE,-TATA-CAT
plasmid. CAT activity was measured in cells treated with different dose of reduced
metabolites of NET (107'% to 10 M) and ethanol as control,
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Figure 6.

Effect dose-response of LNG and its metabolites. AGMK CV-1 celis were
cotransfected with the rabbit PR expression vector and the PRE>-TATA-CAT
plasmid. CAT activity was measured in cells treated with different dose of LNG (10
" to 10 M) and its A ring reduced metabolites (10'° to 10° M) and ethanol as

control.
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Figure 7.

Inhibitory effect of RU486 on the PRE2-TATA-CAT induction by R5020. AGMK CV-
1 cells cotransfected with the rabbit PR expression vector and PRE2-TATA-CAT
were treated with R5020 (3 X 10° M and 3 X 10° M) and RU486 (30-fold molar
excess for each agonist dose). The CAT activity was measured. A representative
autoradiography of TLC is shown.

101



R5020

107 1w’ w® 10t 10’ 107 0% 10wf ™
[ + + + + |
RU486 RU48¢6 5 oa-NET So-NET
(30X) (30X) (30X) (30X)

@ L ..

> . A , .

1 2 3 4 5 6 7 8

Figure 8.

Inhibitory effect of 5a-NET and RU486 on the PRE,-TATA-CAT induction by
R5020. AGMK CV-1 cells cotransfected with the rabbit PR expression vector and
PRE,-TATA-CAT were simultaneously treated with R5020 (3 X 10® M and 3 X 10°°
M) and Sa-NET or RU486 (30-fold molar excess for each agonist dose). The CAT
activity was measured. A representative autoradiography of TLC is shown.
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Norethisterone Metabolites Modulate the Uteroglobin and Progesterone Receptor Gene
Expression in Prepubertal Rabbits’

ANA MARIA PASAPERA,> MARCO A. CERBON,** IVONE CASTRO.* RUBEN GUTIERREZ,' IGNACIO CAMACHO-
ARROYO,” GUSTAVO A. GARCIA” and GREGORIO PEREZ-PALACIOS'

Molecular Biology Unit in Reproductive Health, National Institute of Nuwtrition S. Zubiran
and FES-Zaragozd, School of Chemisiny®, National Autonomous University of Mexico
Mexico City, Mexico

ABSTRACT

Norethisterone (NET} is a synthetic progestin, used as a contraceptive agent, that is biotransformed at target tissues into 5a-
NET and 38,5u-NET, which possess different pharmacological properties. The effects of these metabolites on the expression of
wieroglobin (UG) and progestetone receptor (PR) gencs, both regulated by progesterone (P, }, were evaluated in the uterus of
prepubertal female eabbits that were simultaneously treated with P, (1.0 mg) for 5 consecutive days. As determined by Western
and Northern blot anatyses, Sa-NET inhibited the P -induced UG gene expression in 2 dose-dependent Manner. A similar inhibition
was gbserved with the administration of RU-486. The estrogenic agent 38,5¢-NET and estradiol at a dose of 1.0 mg also inhibited
the UG gene expression induced by P, Both 5a-NET and 38.5a-NET blocked the PR down-regulation induced by P, as assessed
by Western 2nd Northern biot methods. The inhibition of UG synthesis and PR down-regulation by 5u-NET and 385a-NET
indicates that these NET metabolites possess antiprogestational propertics,

INTRODUCTION

It has been demonstrated that 19-nor progestins are bio-
converted into several metabolites gt target tissues (1] The
progestin conversion products not only retain hormonal
activities similar to those exhibited by the parent com-
pound but may also acquire new hormone agonistic, an-
ragonistic, or synergistic capabilities {2, 3].

Norethisterone (NET) is a synthetic 19 nor-progestin
widely used as contraceptive agent [4]. Its administration 10
prepuberial female rabbits induces a significant increase in
uterine uteroglobin (UG) and its mRNA content [5). UG is
the most abundant secretion protein in the uterus, where
its synthesis is specifically induced by progesterone (B.).
This progestational effect of NET is mediated by the pro-
gesterone receptor (PR) |6].

The A-ring of NET is enzymatically reduced 10 Sa-dihy-
dro norethisterone (5a-NET) and 38,5a-tetrahydro noreth-
isterone (33,5a-NET) at targer tissues {7]. This A-ring re-
duction of’ NET results in a significant diminution of its
progestational activity. Thus the 5a-NET metabolite inter-
acts specifically with the PR, but it exerts very litle, if any,
progesterone-like effects as assessed by the induction of
uterine UG [8]. The 38,50-tetrahydro derivative of NET, while
losing its progestational activity, displays a potent estro-
genic-like effect [9].
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The unexpected lack of progestational activity of 5a-NET
prompted us to evaluate whether or not this and one of its
further derivatives, the 38,5e-NET, possess antiprogesta-
tional properties by assessing the expression of UG and PR,
wo P,-regulated genes, in the uterus of prepubenal female
rabbits.

MATERIALS AND METHODS

Steroids

NET (17c-ethynil-178-hydroxy<4-estren-3-one) was kindly
provided by Schering Mexicana, S.A. (Mexico City, Mexico).
5a-NET (17a-ethynil-17B-hydroxy-5a-estran-3-one) was
synthesized by lithium ammonia reduction of NET, as pre-
viously described [10] The 3B,5a-NET derivative was pre-
pared from 5a-NET by sodium borohydride reduction as
reported by Chéavez et al. {11]. Chemical purity of NET and
its derivatives was assessed by their meliting points, HPLC
behavicr, and H-nuclear magnetic resonance spectrometric
analysis [9]. RU-486 (17B-hydroxy-11p{4-dimethylamino-
phenyl]-17af 1-propynyljestra 4,9-dien-3-one) was kindly
provided by Roussel Uclaf (Paris, France). Estradiol-178 (E;)
and P, were purchased from Steraloids (Pauling, NY).

Animals and Treatmernis

Prepubertal female New Zealand white rabbits (1.0 kg)
were used throughout this study. Animals were randomly
distributed in groups of 5ix animals each. Animals received
s.C. steroid treatments as follows: Py (1.0 mg); P; in com-
bination with Sa-NET at four increasing doses {0.5, 1.0, 2.5,
5.0 mg); P, + 38,5a-NET (1.0 mg); P; + E; (1.0 mg), or P,
+ RU-486 (1.0 mg). All stercids were administered daily in
500 ul of vehicle (propylenglycol-10% ethanol) for S con-
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secutive days. At 20 h after the last injection the animals
were deeply anesthetized with ketamine purchased from
Rhone Mérieux (Queretaro, Mexico) and bied. The uteri
were immediatelv excised and processed as indicated be-
low.

Tissue Collection

Uterine horns were rinsed with 500 ul of 0.15 M NaCl
supplemented with 5000 U aprotinin to obuain uierine
flushings that were centrifuged at 5000 X g for 10 min to
remove cellular debris. Supernatant aliquots (100 wi) were
frozen in acetone-salid CO;, slurry and stored at —70°C un-
til assayed. One uterine horn was submitted immediately
10 Western blot analysis (see below), while the other was
stared at —70°C uniil RNA extraction.

Electrophboresis and Western Blot of Uterine UG

Aliquots {10 pg protein) of each individua)l uterine Rush-
ing were submitted (o native gel electrophoresis [12], at a
constant voltage (90 V), using recombinant rabbit UG (0.5
pg) as standard. Proteins were stained with Coomassie blue.
Protein content in uterine fushings and cytosol was deter-
mined as previously reported by Bradford [13].

Proteins from uterine fiushings were transferred from
nonstained slab gels to an immobilon-P membrane (Milli-
pore Corp., Bedford, MA) (30 v, 4°C) in a buffer containing
25 mM Tris and 192 mM glycine, pH 8.3. Membranes were
blocked with 10% (w/v) nonfat dry milk in 10 mM PBS (pH
7.2) for 1 h at room temperature and then incubated with
a specific polyclonal goat anti-rabbit UG antibody at a di-
lution of 1:400 [14] for 1 h at room temperawre, Finally,
membranes were washed in 10 mM PBS, equilibrated in
TBS buffer (150 mM NaCl, 30 mM Tris-HCL, pH 7.2), and
then incubated with peroxidase-conjugated rabbit anti-goat
1gG (1:1 200) in 10% nonfat dry milk in TBS for 1 h at room
temperature. After additional filter washing (five times) with
TBS, color was developed by using a solution comtaining
0.6 mg/ml diaminobenzidine (Gibco-BRL, Inc., Gaithers-
burg, MD} in 10 mM Tris-HCl (pH 7.6} and 1 wl/ml of 30%
H,0.. Color reaction was stopped by immersion in water
and PBS,

Western Blot of Uterine PR

Uterine samples were homogenized (1:1 w/v) in PBS
with aprotinin (100 pg/ml) and centrifuged at 105 0060 X
£ for 1 h. Aliquots of 10 g of toal proteins from the cy-
osolic fractions were diluted 1:1 (v/v) in SD$§ gel-loading
buffer (500 mM Tris-HCl [pH 6.8], 200 mM dithiothreitol
iDTT], 10% SDS, and 10% glycerol [v/v]-8 M urea) and run
through a 7.5% polvacrylamide-5DS gel [15]. Thereafter the
proteins were transferred to Immobilon-P membrane
(overnight, 30 V, 4°C} in a buffer containing 25 mM Tris,
192 mM glycine, pH 8.3. Membranes were blocked as de-
scribed above. Monoclonal antibodies Mi 60, Let 126, and

Let 81 [16] were added together in 1¢ mM PBS (pH 7.21
with 10% (w/v) nonfat drv milk at dilutions of 1:300, 1:400.
and 1:300, respectively, and incubated with the membrane
for 1 h at room temperature. After five washes in PBS and
five in TBS, the membrane was incubared with peroxidase-
conjugated rabbit anti-mouse immunoglobulins (1:1000} in
TBS with 10% (w/v) nonfat dry milk for 1 h at room tem-
perawre. Color development was performed as described
above for UG Western bloting.

Northern Blot Analysis of UG and PR mRNAs

Total RNA was isolated from individual uterine samples
by the guanidine isothiocyanate-LiCl method [17]. RNA sam-
ples were size-fractionated by electrophoresis on 1.1% aga-
rose gels in the presence of 2.2 M formaldehvde and then
transferred 10 Gene-Screen membranes (New Englund Nu-
clear Corp., Boston, MA). Blotted RNAs were hybridized
separately to the probes, [a™PJdCTP-UG and -PR cDNAs
{specific activities 1~2 x 10° cpm/pg), which were labeled
by the random primer method [18]. The UG and PR cDNAs
were kindly provided by Professor E. Milgrom, Laboratoire
des Hormeones et Reproduction, Hopital de Bicétre, France.
Hybridizations were carried out under conditions previ-
ously described [19). Membranes were then exposed 10 Ko-
dak X-OMAT-AR film (Eastman Kodak Co., Rochester, NY)
for 24 h (PR mRNA) or 6 h (UG mRNA). After exposure,
the membranes were stripped and rehybridized with
[a®PIICTP-H4-histone for the expression control.

RESULTS

Effects of NET Metabolites on P Induced Uterine UG

UG content in uterine flushings was analyzed by elec-
wophoresis and Western blot methods. The administration
of P, 10 prepubertal rabbits induced an increase of UG con-
tent in uterine flushings (Figs. 1 and 2). The administration
of 5a-NET reduced the Pyinduced UG synthesis in a dose-
dependent manner. This reduction was evident in animals
that received doses higher than 0.5 mg of 5a-NET; animals
that received 0.5 mg did not exhibit this inhibitory effect
(Figs. I and 2). The administration of RU-486 (1.0 mg) also
inhibited the UG synthesis induced by P, (Fig. 2).

The estrogenic-like agent 3B,50-NET, and E, at the dose
of 1.0 mg, clearly inhibited P.-induced UG synthesis as shown
by electrophoresis and Western blot analyses (Figs. 1 and
2). When a control preimmune goat serum was used as the
first antibody, no UG band was detected {data not shown).

Uterine UG mRNA Coritent in Prepubertal Rabbits Treated
with NET Metabolites

Uterine UG mRNA content was determined by Northern
blotting. A major band of 600 bp corresponding to UG mRNA
120] was detecied in Pyireated prepubertal rabbits (Fig. 3A,
lane 1). The UG mRNA content in prepubertal rabbits treated
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FIG. 1. Electrophoresis of UG from prepubertal rabbits treated with P, and NET metabolites, Aliquots from uterine
Flushing 110 ng protein) of prepubertal rabbits {n = &} treated for § consecutive days with P, (1.0 mg, iane 1}, Py (1.0
mgl + 5a-NET (0.5, 1.0, 2.5 and 5.0 mg, lanes 2-5}, P, + 38,5a-NET (1.0 mg, lane 6), or vehicle alone (lane 7} were
submitted 10 nondenaturing PAGE and stained with Coomassie blue. UG standard is shown in lane 0.

with P, was reduced by simultaneous treatment with Sa-
NET and P,. At the lowest dose (0.5 mg) of 5a-NET, no
changes were observed in UG mRNA content; but at higher
doses (1.0-5.0 mg), the UG mRNA content diminished (Fig,.
3A, lanes 2-5) in a manner similar to that observed for the
UG protein (Fig. 2). The administration of RU-486 (1.0 mg)
depleted UG mRNA content (Fig. 34, lane 8). Both E, and
3B.,50-NET (1.0 mg) administered simultaneously with P, 10
prepubuerial sabhits exened o marked diminion in VG
mRNA content as compared with that observed in Pytreated
animals (Fig. 3A, lanes 6~7). All the membranes were stripped
and rehybridized with H4-histone ¢DNA probe (Fig. 3B).

Effects of NET Metabolites on Uterine PR Down-
Regulation

Western blot analysis of uterine PR content showed the
mujor PR forms of 110, 79 and 65 kDa. (Fig. 4), as previ-
ously reported by Loosfelt et al. [21), in all cvtosolic sam-
ples from the uterus of animals treated with NET metabo-
lires, RU-486, and E. except those treated with P, showing
both the PR down-regulation induced by the hormone (Fig.
4, ke 1) and the ithibition of this process by the different
steroids (Fig. 4, lanes 2-8). In this case a dose-dependent
effect of 5a-NET was noticed from 1.0 to 5.0 mg. Interest-
ingly, at the lowest duse (0.5 mg), a2 marked PR down-reg-

FIG. 2. Regressntative Western blot of UG in uterine flushings from steroid-treatad prepubertsl rabbits. Aliquots {10 pg protein} from uteting flushing
of prepubertal rabbits (n = &) treated for 5 consecutive days with P, (1.0 mg, lane 2}, P, + 5a-NET (0.5, 1.0, 2.5 and 5.0 mg, ianes 3-6), P, + E, (1.0 mg,
lane 7}, P, + 33,5a-NET (1.0 mg, lane 8], or Py + RU-48E (1.0 mg, lane 9} were submirted 10 PAGE and transferred to Immobilon-P membranas, which
wete blocked and incubsted with a polyclonal geat anti-rabbit UG antibody and then datscted with peroxidase-conjugated rabbit anti-goat immunoglobulins.
UG standard is shown in lane 1.
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FIG. 3. Representative Northern blot of utering UG mRNA from steroid-treated prepubertal rabbits. a) Aliquots
of total RNA {20 pgl from the uterus of prepubertal rabbits {n = 6) treated for 5 consecutive days with P, {1.0 mg,
lane 1), Py + 5a-NET (0.5, 1.0, 2.5, and 5.0 mg, lanes 2-5}, P, + E, (1.0 mg, lane 6}, P, + 3B.5a~-NET [1.0 mg, lane 7},
and P, + RU-486 (1.0 mg, lane 8) were fractionated on formaldehyde denaturing agarose gels, transferred to Gene-
Screen membranes, and hybridized with {a®PJUG ¢DNA or {b} H4-histone cONA probes. The membranes were ex-
posed for 16 h using Kodak X-OMAT-AR film, In (a), rRNAs were used as molecular size markers (16 S and 23 §).
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FIG. 4. Representative Westarn blot of uterina progesterone recaptor (PR) from steroid-treated prepubertal rabbits. Utarine cytosol aliquots (10 pg

protein} from prepubertsl rabbits (n = 6} treated for 5 consecutive days with P, {1.0 mg, lane 1}, P, + 50-NET {0.5, 1.0, 2.5, and 5.0 mg, lanes 2-5), P, +
E; (1.0 mg, lane 8}, P, + 3B,5¢-NET (1.0 mg, lare 7}, P, + RU-486 {1.0 mg, lane 8), or vehicle alone {lane 9) were submitted to SDS-PAGE and transferred
10 Immobitorn-P membranes, which were blocked and incubated with a8 mixture of monocional anti-PR antibodies and then detected with peroxidase-
confugated rabbit anti-mouse immunoglobuling. Immunodsetected PR bands migratsd at 110, 78 and 85 kDa,
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FIG. 5. Representative Northern blot of uterine PR mRNA from steroid-treated prepubertal rabbits. Aliquots of
total RNA (20 pg) from the ulerus of prepubertal rabbits (n = 6] treated for § consecutive days with P, (1.0 mg, lane
1), Py + 5a-NET (0.5, 1.0, 2.5, and 5.0 mg, janes 2-5), P, + E, {1.0 mg, lang &), P, + 3p.5a-NET {1.0 mg. lane 7), or
vehicle slone {lane B} were fractionated on formaidehyde denaturing agarose gels, transferred 10 Gene-Screen mem-
branes, and hybridized with [a™P]JPR cDNA probe. The membranes were exposed for 16 h using Kodak X-OMAT-AR
film. The arrow indicates PR mRNA; rRNAs were used as molecuiar size markers.

vlarion inhibition was also observed. PR content in the an-
imals treated with vehicle is shown in lane 9. When a contro]
preimmune mouse serum was used as the firsc antibody,
no PR band was detected (data not shown).

Uterine PR mRNA content in animals treated with NET
merabolites was determined by Northern blot analysis us-
ing [*P}PR cDNA as probe. A representative Northern biot
is shown in Figure 5. A major band of 5900 bp, correspond-
ing to rabbit PR mRNA [22], was evident in 2all total RNA
samples except in those from P,treated animals. A clear
dose-dependent effect of 5a-NET on PR down-regulation
inhibition was observed (Fig. 5, lanes 2-5). Additional PR
transcripts of lower molecular weight were detected in all
samples (between 28 S and 18 5§ rRNAs), as has been pre-
viously reported [19, 23). It is interesting to note that in the
animals reated with vehicle, these bands represented the
main transcripts.

DISCUSSION

The present study shows that the main metabolites of
NET, 5a-NET and 38 5a-NET [1], regulate the expression of
UG and PR genes in the uterus of prepubertal rabbits. The
administration of a low dose (0.5 mg) of Sa-NET + P, (1.0
mg) did not significandy modify the levels of Pyinduced
UG; however, higher doses (1.0-5.0 mg) of 5a-NET de-
creased UG content in a dose-dependent manner, indicat-
ing that the A-ring reduction of NET results in a compound
with intrinsic antiprogestational properties. This result was
comparable 1o that observed in animals treared with RU-
486 (1.0 mg).

The antiprogestational effect of 5a-NET and RU-486 was
evident both at transcriptional and translational levels (Figs.
1-3}. The inhibition of UG gene expression by 5a-NET and
RU-486 reported in this study, as well as their interaction
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with PR (6, 24), suggests that the effects of these compounds
on UG content are mediated by PR. Thus. both 3o-NET and
RU-486 bind to PR but specifically block the UG gene tran-
scription induced by P,

The further reduction of 5a-NET into 3B .5«-NET re-
sulted in a more potent antiprogestational agent, since at
a lower dose (1.0 mg) the estwrogenic-like agent 3B5a-NET
was able 10 completely inhibit UG svnthesis. Both 3B.5a-
NET and E, (1.0 mg) diminished UG synthesis and is
mRNA content, suggesting thar 38,5a-NET could inhibit UG
gene expression through its interaction with estrogen re-
ceptors, These results confirm and extent previous data on
the estragenic properties of 38,50-NET in prepubertal
rabbits [5)

Although the negative regulation of UG by estrogens has
been described {25], the molecular mechanisms involved
in these processes are unknown. Further research is needed
to explore whether the interaction of esirogen receptors
with a noncancnical estrogen-responsive element located
in the UG promoter region (—265/—288)(26), or the bind-
ing of specific estrogen-regulated proteins to UG promoter,
are implicated in the inhibition of UG gene expression by
estrogenic-like agents such as 38,5a-NET.

Kleis-5an Francisco et al. have demonstrated that after a
P, trearment, E, diminishes the concentration of four P,
dependent promoter binding proteins that are important
for the transcriptional activation of UG gene [27]. Thus, it
could be possible that estrogens inhibit the synthesis or
enhance the degradarion of prateins like the 100 000 M, UG
promoter binding protein {27]. Alternatively, estrogen treat-
ment may provoke a protein conformation change thar
eliminates promoter binding ability or stimulates the syn-
thesis of a promoter binding inhibitor.

As has been described in the case of UG gene expres-
sion, NET reduction resulied in the blocking of Prinduced
PR down-regulation by two antiprogestational agents. This
inhibition of PR down-regulation by 5a-NET and 3f,5a-NET
was observed both in Western and Northern blots. In the
case of 5a-NET, a dose-dependent effect was observed on
PR mRNA (Fig. S, lanes 2-5). However, the effect on protein
svnthesis was variable, since the lowest dose of 5a-NET in-
duced a marked increase in PR mRNA thar was comparable
to that obtained with the highest dose. This differential ef-
fect of 5a-NET upon PR mRNA and PR protein requires fur-
ther research.

The inhibition of PR P-induced down-regulation by Sa-
NET and 3f,5a-NET is mediated by different molecular
mechanisms, since the former specifically interacts with PR
and the latter interacts with estrogen receptors [6, 9]. Thus,
5a-NET and RU-486 can block down-regulation induced by
P, through their direct interaction with PR, while 38 5c-
NET and E, indirectly inhibit this process since these ste-
roids interact specifically with estrogen receptors. It is well
documented that in the uterus, estrogens increase PR mRNA
Indeed, stimulation of PR gene transcription is mediated

through an estrogen-responsive element found (n an mtra-
genic region (+698/+723) of rabbit PR gene (28]

The overall resulis indicate that the A-ring reduction of
NET results in two main metabolites (5a-NET and 3p.5e-
NET) that acquire antiprogestational properties as assessed
by the expression of UG and PR genes. In conclusion, the
posteoital contraceptive properties attributed 10 NET could
be explained by its bioconversion into 5a-NET and 38.5a-
NET metabolites at target tissues.

Understanding the molecular mechanisms of actions of
NET metabolites helps not only to clarify the effects of svn-
thetic steroid metabolism in reproductive processes, but
suggests other possibilities for the design of new postcoital
contragestational agents with antiprogestational and estro-
genic properties [29].
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ABSTRACT Norethisterone (NET) has been
used as a contragestational postcoital agent. It is biotrans-
formed to Se dihydro-NET (See-NET) and 33,5 tetrahydro-
NET (3P8.5a-NET) in target tissues. The participation of
these metabolites in NET effects is unknown. We have
examined the antimplantation and antiprogestational ef-
fects of NET and its metabolites, in adult mated female
rabbits, by assessing the number of implantation sites and
the expression products of the uteroglobin (UTG) gene in
the uterus, and by comparing them with those of RU-486
and estradiol. Steroids were daily administered s.c. at sev-
eral doses for 7 consecutive days, starting 24 hr after
coitus. To assure that fertilization occurred in all animals,
the presence of early pregnancy factor was determined.
The results demonstrated that high doses {5 mg/kg) of NET
reduced both implantation and the expression of the UTG
gene. On the other hand, lower dases {1.5 mg/kg} of Sa-
NET produced an antimplantation effect and suppressed
UTG synthesis and its mRNA. These effects were similar to
those of RU-486. At lower doses {1 mg/kg), both estradiol
and the estrogenic metaboiite 383,50-NET were also effec-
tive in inhibiting implantation and UTG gene expression.
The overall resuits suggest that NET metabolites exert
antiimplantation and antiprogestational effects through
their interaction with progesterone and estrogen recep-
tors, and provide an explanation for the molecular mecha-
nisms involved in the postcoital contraceptive action of
NET.  © 1995 Wiley-Liss, Inc.

Key Words: Synthetic progestins, Uteroglobin, Preg-
nancy, Rabbit endometrium

INTRODUCTION

Norethisterone {NET), a synthetic 19-norprogestin,
has been widely used as a potent postcoital contracep-
tive agent (Lei and Hu, 1981; Van Look, 1988). How-
ever, its mechanism of action has not been completely

© 1995 WILEY-LISS, INC.

understood. It has been demonstrated that synthetic
progestins and their metabolites regulate the expres-
sion of the uteroglobin {UTG) gene in rabbit endo-
metrium (Isomaa, 1981, Jinne et al., 1983, Pérez-Pala-
cios ¢t al., 1992). It has been suggested that UTG plays
an important role in the implantation process (Gutiér-
rez-Sagal et al., 1993).

We have shown that administration of NET induces a
significant increase of uterine UTG and its mRNA con-
tent in prepubertal rabbits, in a manner similar to that
observed with progesterone (Cerbén et a)., 1990). Inter-
estingly, it has been reported that Sa-reduction of NET
precludes its progestational effects upon UTG gene ex-
pression. Indeed, when one of the NET metabolites,
Sa-dihydro-NET (5a-NET), was administered simulta-
neously with progesterone, a clear antiprogestational
effect was noticed (Cerbén et al., 1991). A further reduc-
tion of 5e-NET to the estrogenic compound 38,5« tet-
rahydro-NET (38,5¢-NET} in target tissues has been
reported (Larrea et al., 1987).

To elucidate the molecular mechanisms involved in
the contragestational actions of NET, we have studied
the antiimplantation and antiprogestational effects of
NET and its metabolites 5a-NET and 3B,5«-NET in
mated aduit female rabbits. Fertilized rabbits treated
with RU-486 and estradiol were used as control con-
tragestational agents. Fertilization was determined by
the presence of the early pregnancy factor (EPF) in
serum, using a rosette inhibition test, while the record-
ing of implantation sites and the content of uterine
UTG and its mRNA were used to evaluate the antiim-
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TABLE 1. Effects of NET and its metabolites on implantation and EPF signal

Daily Dose* No. rabbits Implantation EPF

Treatments {mg'kg! pregnant/mated sites signal
Vehicle - 6/6 9-10 +
NET 1.0 6/6 9-10 +
5.0 0/3 0 -
5a-NET 1.0 7/9 34 +
1.5 0/6 0 -
2.5 /8 0 -
5.0 06 o -
3B.5a-NET 1.0 0/6 0 -
178-E, 1.0 0/6 4] -
RU-486 1.0 0/6 0 -
2.5 0/6 0 -

*7 consecutive days. All samples were analyzed on day 8 after mating.

When 5¢-NET (1.0 mg/kg) was administered to fertil-
ized rabbits, a slight reduction in the number of im-
plantation sites was observed as compared with anij-
mals treated with vehicle (Table 1). Administration of
5a-NET at the daily dose of 1.5 mg/kg and above re-
sulted in a complete inhibition of implantation as it is
shown in Table 1. A close correlation between the anti-
implantation effects of 5a-NET and the absence of EPF
signal during different days of the treatment was ob-
served. In contrast to NET, the administration of 5a-
NET did not disrupt uterus morphology.

Both the administration of estrogenic agent 3p,5a-
NET (1 mg/kg) and estradiol at the same dose induced
the complete inhibition of the implantation process (Ta-
ble 1}, and reduction of the EPF signal. Administration
of the antiprogestin RU-486 to fertilized animals at
daily doses of 1.0 mg/kg and above resulted in the inhi-
bition of implantation with the corresponding absence
of EPF signal.

Effects of NET and Its Metabolites Upon Uterine
UTG Content in Fertilized Female Rabbits

UTG content in uterine flushings from fertilized rab-
bits under different treatments was measured by Ri1A
on day 8 after mating. Nonmated and pregnant rabbits
treated with vehicle were used as negative and positive
controls, respectively. UTG content in uterine flush-
ings from adult nonmated female rabbits was very low
(7.7 pg/mg protein), whereas in mated animals on day 8
of gestation a high content (163 pg/mg protein) of UTG
was detected (Fig. 1).

Administration of NET to fertilized rabbits at the
daily dose of 1.0 mg/kg diminished UTG content 53%,
as compared with vehicle treatment. In addition, a
higher dose of NET (5.0 mg/kg) reduced UTG content
90% (Fig. 1). Fertilized animals treated with 5a-NET (1
mg/kg) exhibited a significant diminution (50%) in
UTG content as compared with vehicle. This effect was
similar to that observed in animals treated with NET
at the same dose. A daily dose of 5a-NET (1.5 mg/kg)
diminished UTG content more than 85%. Furthermore,
doses of 2.5 and 5.0 mgkg reduced UTG content to

levels lower than those found in nonmated adult rab-
bits (Fig. 1).

Fertilized animals treated with the synthetic an-
tiprogestin RU-486 at the daily dose of 1.0 mg/kg signif-
icantly decreased UTG content (73%) in uterine flush-
ings. Moreover, a dose of 2,5 mg/kg resulted in a further
diminution (88%) of UTG (Fig. 1).

Because of the potency of antiprogestational effects of
estradiol, the scheme of treatment with this steroid and
3p3,5a-NET was modified. Animals were treated daily
for different perieds of time (3, 5, and 7 days after fertil-
ization) with a dose of 1 mg/kg in all cases. Both estra-
dio! and 38,5a-NET depleted UTG content from the
third day of treatment (Fig. 2).

Effects of NET Metabolites Upon Endometrial
UTG mRNA Content in Fertilized
Female Rabbits

Endometrial UTG mRNA content was determined by
Nerthern blot analysis. A major band of 0.6 Kb corre-
sponding to UTG mRNA was detected (Fig. 3) in preg-
nant rabbits, as previously described (Bailly et al.,
1983). As indicated in Figure 3, the endometrial UTG
mRNA in adult fertilized animals treated with vehicle
on day 5 after mating (lane 2) was significantly more
abundant than that of nonmated rabbits treated with
vehicle (lane 1). Interestingly, on day 8 after mating,
the endometrial UTG mRNA exhibited a slight ditninu-
tion (lane 3).

Fertilized animals treated with 5¢-NET (1.0 mg/kg)
presented a significant diminution in UTG mRNA con-
tent on day 8 after mating (Fig. 3, lane 4), as compared
with mated animals on the same day of gestation. Fur-
thermore, UTG mRNA content in animals treated with
5a-NET was lower than in nonmated control rabbits.
Daily doses of 1.5 mg/kg and above of 5a-NET com-
pletely abolished the endometrial content of UTG
mRNA (Fig. 3, lanes 5-7).

The administration of RU-486 (1.0 mg/kg) signifi-
cantly diminished endometrial UTG mRNA content as
compared with that of pregnant rabbits (Fig. 3, lane 8),
Interestingly, UTG mRNA was relatively more abun-
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Fig. 1. Uteroglobin content in uterine flushings from fertilized rabbits treated with synthetic steroids,
Animals (n = 6) were daily treated with NET, 5a-NET, and RU-486. for 7 consecutive days. Samples were
analyzed on day 8 after mating by a specific double antibedy radioimmunoassay. The results are ex-
pressed as ug of uteroglobin/mg protein {mean = SD). Nonmated rabbits (NM) and pregnant rabbits (P
on the eighth day of pregnancy were used as negative and positive controls, respectively.

dant in animals receiving 2.5 mg/kg of RU-486 (lane 9)
than in those treated with 1.0 mg/kg.

Pregnant rabbits treated with estradiol (1 mgrkg) for
3, 5, or 7 consecutive days showed a significant diminu-
tion in endometrial UTG mRNA content as compared
with their respective controls on the same days of gesta-
tion. Indeed, no detectable UTG mRNA content was
observed after estradiol treatment (Fig. 4). The daily
administration of 38,5«-NET (1 mg'kg) also signifi-
cantly reduced UTG mRNA content in fertilized rab-
hits. In contrast with estradiol, an important diminu-
tion of UTG mRNA was noticed only after 5 days of
treatment, and the suppression of UTG mRNA was ob-
served after the seventh administration of 33,5a-NET
(Fig. 4).

All the membranes were stripped and rehybridized
with H,-histone ¢cDNA. The lack of variation in the
nonhormone-regulated H,-histone mRNA content
(Figs. 3 and 4) supported the view that the changes
observed in UTG mRNA content were due to the differ-
ent steroid treatments.

DISCUSSION
The present study shows the molecular effects of NET
and its A-ring reduced metabolites, 5a-NET and 38,5a-
NET, as related to their antiimplantation and an-
tiprogestational properties in pregnant rabbits. The re-

250,

UTEADGLOBIN {vg/mg protesin)

-
-]

77

4 L} 8 4 L] L}
CONTROLS ESTRADIOL 38.5-NET
DAYS

Fig. 2. Uteroglobin cantent in uterine flushings from fertilized rah-
bits treated with estradiol and 38,5a-NET. Mated animals (n = )
were treated daily with estradiol or 38,5a-NET at a dose of 1 mg/kg for
3, 5. and 7 consecutive days. Uterine flushings were collected and
analyzed 24 hr after the last dose ont days 4, 6, and 8. The results are
expressed as pg of uteroglobin/mg protein {mean * 8SD). Rabbits
treated with vehicle for 3, 5, and 7 days were used ae controis.
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Fig. 3. Representative Northern blot of endometrial uteroglobsn
{UTG) mRNA from fertilized rabbits treated with synthetic steroids.
Aliquots of total RNA {20 ug) from endometrium of fertilized animais
treated daily with 5¢-NET 1.0, 1.5, 2.5, and 5.0 mg/kg, lanes 4-7),
RU-486 (1.0 and 2.5 mg/kg. lanes 8§ and 91 for 7 consecutive days, and
from nonmated (lane 1} and preguant rabbits on days 5 and 8 after
mating (lanes 2 and 3), were fractionated on denaturing agarose gels,
transferred to Gene-Screen membranes, and hybridized with [a-??P)-
UTG ecDNA (A) and Histone H, ¢cDNA (B} probes. The membranes
were exposed for 16 hr using Kodak X-OMAT-AR film.
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Fig. 4. Effects of estradiol and 3p3,6c-NET on endometrial uteroglo-
bin (UTG) mRNA from fertilized rabbits. Northern blot analysis of
total RNA (20 pg) from endometrium of nonmated (lane 1) and preg-
nant animals treated daily for 3, 5, or 7 consecutive days with vehicle
(lanes 24}, estradiol (1 mg/kg, lanes 5-7), and 3p3-5a-NET at the same
dose (lanes 8-10), was performed as indicated in Figure 3. A: Hybrid-
ization with UTG ¢DNA. B: Hybridization with histone H, ¢cDNA
probes.

cordings of implantation sites as well as of UTG gene
expression products were used as markers of the contra-
ceptive effects of NET and its metabolites. In all cases,
pregnancy was corroborated by the determination of
serum EPF presence, We observed a close correlation
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between the antiimplantation effects of the different
steroids and the reduction of EPF signal (Table 11,

The chronic treatment (7 days) of NET at a dose of 1.0
mg/kg did not reduce the number of implantation sites
in fertilized rabbits. However, at a higher dose (5.0
mg/kg), NET induced a clear antiimplantation effect,
since no implantation sites were found in the animals
treated with this dose (Table 1). Both the chronic ad-
ministration of 5o-NET and of 38.5¢-NET resuited ina
more potent antiimplantation effect, since doses lower
{1.5 and 1.0 mg/kg, respectively! than those of NET
were able to completely inhibit the implantation pro-
cess (Table 1), thus indicating that A-ring metabolites
of NET were markedly more effective than their pre-
cursor molecule. Indeed, the antiimplantation effects of
NET metabolites were similar to those of the antipro-
gestative RU-486.

In order to correlate the antiimplantation effects of
NET and its metabolites with their antihormonal ac-
tion, we analyzed the expression of the UTG gene,
whaose regulation by progesterone and estrogens is well
known (Bullock and Willen, 1974: Loosfelt et al., 1981).
We found that the administration of NET (5 mg/kg)
reduced UTG content 90% from uterine flushings. Asin
the case of the inhihition of implantation, lower doses of
NET metabolites were required to depiete UTG produc-
tion (Figs. 1 and 2), suggesting that the biological ef-
fects of NET could be mediated by the action of its
metabolites. The effects of RU-486 upon UTG synthesis
were similar to those observed with 5a-NET.

The reduction of UTG content produced by NET me-
tabolites was strongly related to a diminution in en-
dometrial UTG mENA content (Figs. 3 and 4). 5a-NET
at doses of 1.5 mg and above completely abolished the
expression of UTG mRNA. These data indicate that the
inhibition of UTG gene expression by 5a-NET is ex-
erted at the transcriptional level, although a postran-
scriptional effect such as the increase of mRNA degra-
dation cannot be ruled out. Previous studies in
prepubertal rabbits performed in our laboratory have
also demonstrated an inhibition on progesterone-in-
duced UTG transcription by NET metabolites (Pérez-
Palacios et al., 1992). UTG mRNA content was also
reduced by RU-486 treatment. The comparable effects
of RU-486 and those of 5aNET observed in this study,
as well as their specific binding to progesterone recep-
tors (Reel et al., 1979; Rauch et al., 1985), suggest that
these steroid receptors mediate the antihormonal ef-
fects of both compounds.

It is interesting to mention that in this study the
effect of RU-486 upon UTG mRNA was greater at a low
dose (1 mg/kg) than at a higher one (2.5 mgrkg). How-
ever, this pattern did not correspond to that observed in
UTG content in uterine flushings, where the high dese
of RU-486 induced the largest UTG diminution. The
finding of a differential effect of RU-486 upon UTG
mRNA and UTG protein was not unexpected since sim-
ilar effects have been reported for progesterone, which
exerts a dual effect upon UTG gene expression, induc-
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Abstract

Norethisterone (NET) and levonorgestrel (LNG)
are synthetic progestins used as contragestational
agents. Both compounds are biotransformed at target
tissuesinto A-ringreduced metabolites which possess
different pharmacological properties. The aim of
this study was to determine the molecular
miechanisms of the progestational and antiprogesta-
tional effects of NET, LNG and their metabolites hy
using a highly efficient, sensitive in vifro molecular
assay based on the detection of a reporter gene
expression (the bacterial chloramphenicol acetyl-
transferase (CAT)inserted downstream of aminimal
promoter containing two progesterone responsive

elements (PRE2) and the TATA box. For this purpose

we used CV-1 monkey kidney cells, which do not
possess steroid receptors. These cells were cotrans-

fected with a progesterone receptor expression vector
and the reporter vector PRE,-TATA-CAT. Data
obtained using this mwodel showed that NET and
LNG induced CAT activity in a manner similar to
that of the potent progestin R5020. NET and LNG
metabolites exhibited a weak progestational activity;
however, when Sa-NET metabolite was simulita-
neously administered with R5020, a clear antipro-
gestational effect similar to that of the antiprogestin
RU486 was observed. Therefore, the results clearly
demonstrate that the use of the reporter CAT vector
containing hormone responsive elementsis asuitable
assay for the screening and evaluation of new
synthetic steroids with agonist or antagonist
progestational activities in transfected CV-1 cell
line. (Arch Med Res 1995; 26:5203).

KEY WORDS: 19-nor progestins; Steroid responsive elements; Progesterone receptors; Antiprogestins, Hormonal

and antihormonal test.

Introduction

Norethisterone (NET) and levonorgestrel (LNG) are
synathetic 19-norprogestins used as contragestational
agents (1,2). Both steroids are Soe- and 3p.50c-reduced at
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target tissues to produce metabolites which may acquire
new hormone agonistic or antagonistic capabilities (3,4).
The A-ring reduced metabolites 6f NET and LNG mainly
interact with progesterone receptors (PR) and estrogen
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CONACYyYT, Mexico(to A.M.P.), and by the Programa Universitario
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receptors (5,6). The dihydro-reduced metabolites bind
1o PR whereas tetrahydro-reduced derivatives bind to
estrogen receptors. These metabolites can exhibitdifferent
hormonal properties (2,5).

The progestational and estrogenic properties of these
steroids have been largely studied in vive by assessing
the uterogiobin gene expression. These studies indicate
that 50-NET has low progestational agonistic effects
whereas 3P,50-NET exerts estrogenic actions on
uteroglobin synthesis (7), which 1s regulated by
progesterone and estradiol in the yterus of prepubertal
and pregnant rabbits (8,9).

When these metabolites were tested in combination
with progesterone, they exhibited potent antiproges-
tational and antiimplantation properties (3.10,11).
However, the molecular mechanisms involved in the
hormonal and antihormonal actions of these steroids
have not been completely clucidated.

In this study we proposed to assess the molecular
effects of NET, LNG and their reduced metabolites by
using a highly sensitivein vitro molecular assay in which
progestational and antiprogestational effects can be
detected by measuring the chloramphenicol acetyl-
transferase (CAT) activity (12) of a reporter vector
responsive to progesterone (PRE,-TATA-CAT).

Materials and Methods

Steroids. Levonorgestrel (13p-ethyl-17¢-ethynyl-
17B-hydroxy-4-gonen-3-one) and R5020 (17¢,21-
dimethyl-19-nor-4,9 pregnandiene-3,20-dione) were
obtained from Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
USA. Norethisterone (170-ethynyl-17p-hydroxy-19-
nor-4-androsten-3-one} was obtained from Schering
Mexicana, Mexico. 50-NET, 3B,50-NET, 50-LNG and
3p,5a-LNG were obtained by chemtical synthesis as
previously described (5,13). RU486 (17B-hydroxy-11j-
{4-dimethylamino-phenyll-17a] ipropynylestra-4,9-
diene-3-one) was kindly provided by Roussel Uclaf
(Romanville, France).

Gene Constructs. The rabbit PR ¢cDNA expression
vector was kindly provided by Professor E. Milgrom
(Laboratoire des Hormones et Reproduction, Bicétre,
France) and has been described by Guiochon-Mantel et
al, (14). The reporter gene construct PRE,-TATA-CAT
was performed by using the plasmid pEMBL 8+ TK-
CAT. The TK (thymidine kinase) promoter sequence
(15)wasexcised with BamH1/Bgl Il restriction enzymes.
A double strand synthetic oligonucleotide, containing
the restriction sites for Bam HI and Bgl 11, the two
progesterone responsive elements (PRE,) and the TATA
box, was inserted in the plasmid. The control TATA-
CAT construct was obtained in a manner similar to the
FRE,-TATA-CAT but without the two PRE sequences
(Figure 1A,B).
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Cell Cultures and Transfections. CV-1 cells from
monkey kidney were cultured at 37°C in DMEM medium
{Gibco-BRL, Inc., Gaithersburg., MD) suppiemented
with 10% fetal calf serum, 2 mM L-glutamine, 0.1 U/ml
insulin, 100 TU/ml penicillin in a 5% CO, atmosphere.
Cells were transfecied by the calcium phosphate-DNA
coprecipitation method previously described (16). In
brief, the cells (5 x 10°) were plated in 9 cm Petri dishes
in DMEM medium. After 24 h they were rinsed with
PBS pH 7 4 and incubated with phenol red-free medium
containing 10% dextran-charcoal stripped calf serum.
Since CV-1 cells are devoid of steraid receptors, they

A [Funa o]
TR, AT g
pemul.u pEMBLs
PRE-TATA * TAIA -

S S

PFRE, -TATA-CAT VECTOR

TS
pEMBLB

TATA-CAT YECTOR

CAT

TATA
Sy
.

?— il — iy J
& TOTACAGGATGTTCTAGLTAACTGTACA GGATGTTCTGRATCTAAGOTCCACTIRGC

Figure 1. Schematic representations of CAT reporter vectors.
A) The reporter gene constructions PRE,-TATA-CAT and
TATA-CAT were performed in the plasmid pEMBL B+ TK-
CAT. The thymidine kinase (TK) promoter sequence [-105, -
18] was excised with Bam H1/Bgl Il restriction enzymes. A
synthetic oligonucleotide containing the restriction sites for
Bam H1 and Bgl 1| and the PRE,-TATA sequence was
inserted in the plasmid {18). The TATA-CAT vector does not
contain the PRE, sequences (right). B) Schematic
rapresentation of the PRE,-TATA-CAT construct and the full
sequence of the synthetic oligonucleotide inserted upstream
of the CAT cDNA. Arrows overlining the oligontcleotides
indicate the palindromic structure of the response elements,
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Figure 4. Inhibitory effects of 5a-NET and RU486 on the
PRE,TATA-CAT induction by R5020. CV-1 cells colrans-
fected with the rabbit PR expression vector and PRE,- TATA-
CAT were simultaneously treated with R5020 (3 x 10® M and
1 X 107 M} and 5a-NET or RU486 (30-fold molar excess for
each agonist dose). The CAT aciivity was measured (see
Materials and Methods). A representative autoradiography of
the TLC is shown. :

dihydro and tetrahydro-derivatives of LNG possessed
similar progestational effects tothose of NET derivatives
{data not shown).

The simultaneous treatment of transfected cells with
R5020(3x 10*Mand 1 x 107 M)and 5o-NET or RU486
{30-foldmolarexcess foreach agonist dose) demonstrated
that 5a-NET inhibited the CAT activity induced by
R5020 in a manner similar to that observed with the
antiprogestin RU486 {Figure 4).

Discussion

In this study the progestational and antiprogestational
activities of NET, LLNG and their metabolites were
assessed in CV-1 cells cotransfected with an expression
vector encoding the rabbit PR and the reporter gene
construct PRE,-TATA-CAT. Qur study confirms and
extends previous reports that indicate that stimulation of
transcription by progestins through PR requires the
presence of PRE in the template lo function as
transactivating factors. It has been shown that one PRE
copy enhances fivefold the PR dependent-transcription,
whereas two PRE copics enhance it 27-fold, indicating
that the two PRE copies cooperatively function in vivo
(19,20).

This study shows that NET, LNG and their A-ring
reduced metabolites exert diverse hormonal and

PASAPERA. CAMACHO. SAVOURET, ET AL

antihormonal effects through PR. LNG and NET possess
progestational propertics since they induced CAT activity
in the presence of both the reporter gene PRE,-TATA-
CAT and PR in CV-1 cells. The dihydro-reduced
metabolite So-NET exerted both progestational and
antiprogestational effects since it induced a weak CAT
activity compared with NET and R5020. However, it
blocked CAT activity induction produced by R5020
when they were simultancously administered. This
antiprogestationa) effect of 5a-NET was similar to that
observed with RU486 (Figure 4). Our data also suggest
that the antiprogestational activity of 5o-NET previously
reported in vivo (10) is mediated through PR and occurs
at the transcriptional level.

Our results confirm and extend previous data from
Cerbén et al. who demonstrated that 5a-NET possesses
weak progestational activity in prepubertai rabbits by
assessing uteroglobin synthesis (7). Several studies have
demonstrated that the simultancous treatment of
progesterone with Sa-NET to prepubertal rabbits results
in a potent inhibition of uteroglobin gene expression
induced by progesterone, suggesting the anti-
progestational properties of 5a-NET(10). Similar results
werc observed in pregnant rabbits, where So-NET exerted
both antiprogestational andantiimplantation effects (11).

Ashasbeendemonstrated for several syntheticsteroids
(21,22), 50-NET displaysboth agonistic and antagonistic
activities, In this study we cannot ascertain whether the
quality of the response (agonistic or antagonistic) is
related tothe receptor affinity orto the chemical structure
of the ligand. Nigueetal. proposed that apure antihormone
may be considercd as a compound which stabilizes
exclusively the inactive conformation of the receptor,
whereas a mixed antagonist would be able to stabilize
both the active and inactive conformations to various
extents (22). Hence this 5a-NET metabolite is
demonstrative of this fact.

It is important to mention that the CV-1 cell line used
in this study is a suitable model to evaluate hormonal and
antihormonal activities since it lacks steroid receptors.
In this way,we can introduce the desired steroid receptor
and evaluate only the effects due to the interaction of the
steroid with the receptor. Thus, it was possible to
determine the molecular mechanisms of action of each
compound with a specific and highly sensitive method
without interference due to the presence of several
steroid receptors as occurs at target tissues {17).

In summary, cur results indicate that NET, LNG and
their A-ring reduced metabolites exert hormonal and
antihormonal effects at the transcriptional level. NET,
LNG and the metabolites of the latter induce
progestational actions in a manner similar to RS020. In
fact, the finding that both LNG metabolites induced
CAT activity through PR and the PREs suggests that
these metabolites could present physiological effects in
vivo, like those presented by So-NET and 3f,5a-NET.
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were cotransfected with 2 pg of the expression vector
encoding the rabbit PR, 0.1 ug of PCH [ 10 galactosidase
vectorasinternal standard(17)and 5 pgof PRE,-TATA-
CAT or TATA-CAT vector. Total transfected DNA in
all experiments was normalized to 20 pg by the addition
of herring sperm DNA. Twenty four hours after
transfection a 1 min shock of dimethylsulfoxide (10% in
serum free medium) was given. The cells were rinsed
with PBS pH 7.4 and refed with stripped medium. Then
steroids were added in 0.001% ethanol. Twenty four
hours after treatment the cells were harvested in buffer A
{15 mM Tris-HC], pH 8.0, 60 mM KCl, 15 mM NaCl, 1
mM dithiothreitol, 2 mM EDTA) (18) and processed for
CAT assays.

CAT Assays. The whole cell extracts were obtained
by five cycles of freezing/thawing and centrifugation.
Protein concentration in cell extracts was determined by
the BCA assay (Pierce Lab). CAT activity was measured
by the method described by Pothier et al. (18), with
minor modifications. Cell extracts {100 pg) were
incubated inbuffer A with § ul of [**C)-chloramphenicol
53.1 mCi/mmo} (New England Nuclear Corp., Boston,
MA) and Acetyl-Co A (4 mM) for | h at 37°C. The
acetylated and non-acetylated forms of [MC]-
chloramphenico] were separated by thin layer
chromatography (TL.C) in chloroform/methanol (95:5)
for 45 min. The TLC plates were exposed to Kodak X-
OMAT-AR film (Eastman Kodak Co., Rochester, NY)

PRE, -TATA-CAT

H
_— RS020 AU4ss — R5020 AU4ass

e -

rrereeeIn

8 9 10 11 12

1 2 3 4 § 6 7

Figure 2. PRE,-TATA-CAT induction by R5020 and RU486.
CV-1 cells were cotransfected with the rabbit PR expression
vector and the TATA-CAT reporter (left) or PRE,-TATA-CAT
(right). CAT activity was measured in cells treated with R5020
{3 x 10* M}, RU486 (3 x 10® M), and 0.001% ethanol as
control. Representative results of three independent
experiments are shown. The minimal promoter TATA without
PAE sequences had the same basat CAT activily as that of
PRE,-TATA-CAT, but it was nat insensitive to R5020 or
RU486.
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for 24 h at room temperature and the radioactive spots
were analyzed by densitometry. Foreach test three series
of experiments were performed in triplicate.

Resuylts

Todetermine the progestational and zntiprogestational
activity of NET, LNG and their A-ring reduced
metabolites, CV-1 celis were cotransfected with the
construct PRE,-TATA-CAT and the rabbit PR ¢cDNA.
Transcriptional activity of the reporter vector was under
PR regulation, while the control TATA-CAT was
insensitive to PR-mediated transcription (Figure 2). A
high CAT activity was normally induced when the cells
were cotransfected with PR and PRE,-TATA-CAT, and
then treated with R5020, whereas the antiprogestin RU486
did not modify CAT activity (Figure 2).

Transfected cells were treated with two different doses
(3x10* M and 1 x 107 M) of the following synthetic
steroids: NET, 5a-NET, 3B,50-NET, LNG, 50-LNG,
and 3B,5¢-LNG. Compared with the control (lanes 1,2),
NET and LNG exerted a high progestational effect (52,
30 and 59, 54-fold induction for each dose, Figure 3,
lanes 3, 4). 50-NET and 3[B,50-NET exhibited a low
progestational activity (18, 11 and 45, 26-fold induction
each dose, Figure 3, lanes 7 - 10). Interestingly, the

CONTROL R5020 NET 50:NET Hh50-NET LNG

- - w1 ' w1 1w’ w0 1" w0t

Co0Pes
IXIXXY

1 2 3 4 5 6 7 8 § 1011 12

Figure 3. Progestins inducibility of the PRE,-TATA-CA!. Uv-
1 cells were cotransfected with PR rabbit expression vector
and PRE,-TATA-CAT (ses Materials and Methods),
Transfected cells were treated with different progestins (3 x
10¢ M and 1 x 107 M) as indicated in the figure. The
translections were performed in triplicate. A representalive
autoradiography of the TLC is shown.
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Our results also support the use of CAT constructions
harboring steroid responsive clements as suitable mo-
dels for the evaluation of new contragestational agents
in tissue culture.
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