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EL COACTIVADOR DE RECEPTORES NUCLEARES RAC3 TIENE UN ROL PROTECTOR DE LA

APOPTOSIS INDUCIDA POR DISTINTOS ESTIMULOS
GEORGINA P. COLO? MARIA F. RUBIO?, CECILIA V. ALVARADO?, MONICA A. COSTAS!

Laboratorio de Biologia Molecular y Apoptosis, Instituto de Investigaciones Médicas Alfredo Lanari,
IDIM-CONICET, Facultad de Medicina, Universidad de Buenos Aires

Resumen RAC3 pertenece a la familia de coactivadores de receptores nucleares p160, y se encuentra so-
breexpresado en varios tumores. Demostramos previamente que RAC3 es coactivador del factor
de transcripcion anti-apoptotico NF-xB. En este trabajo investigamos su rol en la apoptosis inducida por H,0,
en una linea celular no tumoral derivada de rifién embrionario humano (HEK293), y por el ligando inductor de
apoptosis relacionado a TNF (TRAIL) en una linea de leucemia mieloide crénica humana (K562), naturalmente
resistente a la muerte por este estimulo. Observamos que las células tumorales K562 poseen niveles altos de
RAC3 comparados con las células no tumorales HEK293. La sobreexpresion normal de coactivador o por
transfeccion, inhibe la apoptosis mediante una disminucion de la activaciéon de caspasas, translocacion del fac-
tor inductor de apoptosis (AlIF) al nucleo, aumento de la actividad de NF-xB y las quinasas AKT y p38 y dismi-
nucion de la quinasa ERK. Lo opuesto fue observado por disminucion de RAC3 mediante la técnica de ARN
interferente (RNAI) en K562, aumentando asi la apoptosis inducida por TRAIL. Estas evidencias sugieren que
una sobreexpresion de RAC3 contribuye al desarrollo de tumores, participando en las cascadas que controlan
la muerte celular por mecanismos no estrictamente dependientes de hormonas esteroideas y/o de acetilacion,
constituyendo esto un posible blanco de ataque para el tratamiento de tumores.
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Abstract RAC3 nuclear receptor co-activator has a protective role in the apoptosis induced by differ-
ent stimuli. RAC3 belongs to the family of p160 nuclear receptors coactivators and it is over-ex-
pressed in several tumors. We have previously shown that RAC3 is a NF-kB coactivator. In this paper, we in-
vestigated the role of RAC3 in cell-sensitivity to apoptosis, using H,O, in the human embryonic kidney cell line
(HEK293), and tumor necrosis factor-related apoptosis inducing ligand (TRAIL) in a human chronic myeloid
leukemia cell line (K562) naturally resistant to TRAIL. We observed that the tumoral K562 cells have high levels
of RAC3 if compared with the non-tumoral HEK293 cells. The normal or transfected coactivator over-expression
inhibits apoptosis through a diminished caspase activity and AIF nuclear translocation, increased NF-xB, AKT
and p38, and decreased ERK activities. In contrast, inhibition of RAC3 by siRNA induced sensitivity of K562 to
TRAIL-induced apoptosis. Such results suggest that over-expression of RAC3 contributes to tumor development
through molecular mechanisms that do not depend strictly on acetylation and/or steroid hormones, which control
cell death. This could be a possible target for future tumor therapies.
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En los ultimos afios se ha identificado una creciente
familia de moléculas, llamadas coactivadores, con la ca-
pacidad de regular la actividad de los receptores nuclea-
res en la transcripcion. Muchos de estos receptores son
utilizados por hormonas esteroideas y su actividad de-
pende de los niveles y tipo de coactivador presente en
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cada tejido. Ejercen su accion, no por unién directa al
ADN sino a los receptores nucleares y aportando activi-
dades enziméticas, tal como acetilacion de histonas, co-
laborando en el relajamiento de la cromatina y facilitan-
do la iniciacion de la transcripcion®.

Los coactivadores de receptores esteroideos (SRC)
de la familia p160 incluyen a SRC-1, TIF-2 y RAC3. Es-
tas moléculas se encuentran en cantidades limitantes en
células normales y se ha visto que estan sobreexpre-
sadas en ciertos tumores. En especial, RAC3 se encon-
tr6 sobreexpresado en carcinoma de endometrio, carci-
noma gastrico, cancer de prostata y mamario estrégeno-
dependiente. En este Ultimo caso contribuiria a un au-
mento de la actividad proliferativa de estos tumores en
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respuesta a estrogenos y actualmente es considerado
un marcador tumoral en este tipo de cancer? 3.

Se ha demostrado que los coactivadores de la familia
p160, originalmente descripta por su actividad sobre re-
ceptores nucleares, también son coactivadores del factor
de transcripcion activado por citoquinas, NF-kB* 5 el cual,
entre otras funciones, tiene un rol anti-apoptotico® 6.
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Estas observaciones resultaron sumamente importan-
tes, dado que sugieren la participacion de coactivadores
en el desarrollo de tumores no soélo via la accion de hor-
monas esteroides, sino también en distintos tejidos y a
través de otras cascadas de sefiales. Dado que una inhi-
bicion de apoptosis contribuye al desarrollo tumoral y sien-
do NF-«B un factor anti-apoptético que interacciona con

A
100 1
—+—con RAC3
—— sin RAC3
80
)
0
L
S 60
Q
©
(]
T 404
=x *
20
0 T
0 0.5 1.0 2.0 25 3 mM H202
C
20 4
@ 184
2
© 16 A
i
« 14
©
O
s 12 AKT
£
S 104
2
o 87
[a]
g 61
el
S 41
=
=
04
Vector RAC3 - +

Caspasa-9
—_— OBASAL

10 1 — O H20:

Caspasa-3

AIF nuclear

Unidades Densitométricas Relativas

JeUml OUed sUl

Vector RAC3 - + - + - +
p38 OBASAL
- O H202
ERK

Fig. 1.— La sobreexpresion de RAC3 en HEK293 disminuye la apoptosis inducida por H,0,. A. Las células HEK293 fueron
transfectadas transientemente (con una eficiencia mayor al 90%). Se estimularon con distintas dosis de H,0, por 24 ho-
ras. Se tifieron las células con cristal violeta y se midi6 la absorbancia a 570 nm. Resultados similares fueron obtenidos
por el uso de los reactivos para la determinacion de apoptosis marca Biocolor. Se analizaron los datos con el test de
Tukey y result6 *p<0.001 respecto a cultivos sin RAC3 para la dosis mas baja de H,0,. B. Mediante la técnica de Western
blot (transferencia de las proteinas separadas por electroforesis a membrana de nitrocelulosa y reconocimiento del péptido
de interés por interaccion con el anticuerpo especifico) se estudio la activacion de caspasa-9, caspasa-3 y la translocacion
de AIF al ntcleo, en HEK293 que poseen niveles bajos de RAC3 (sin RAC3) comparados con niveles altos del coactivador
(con RAC3), estimuladas por 24 horas con 1 mM de H,O,. Se analizaron las bandas con el programa NIH Image (deter-
mina la intensidad de las bandas por integracion del area de puntos), relativizandolas contra un control anti-tubulina y se
graficaron las unidades densitométricas relativas (UDR) correspondientes. C. Las células HEK293 transfectadas
transcientemente (de manera no estable, sin seleccién de clones expresando constitutivamente RAC3) con el vector de
expresion RAC3 o vector vacio, fueron estimuladas por 60 minutos con 1 mM de H,0,. Utilizando la técnica de Western
blot con anticuerpos especificos anti-quinasa total y/o fosforilada, se analizé la actividad de AKT, p38 y ERK. En el gra-
fico de barras se muestran las unidades densitométricas relativas (UDR) correspondientes a las quinasas activas
(fosforiladas). Se analizaron las bandas con el programa NIH Image J, relativizadndolas contra un control anti-tubulina y la

quinasa total correspondiente.
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coactivadores p160, se estudio la participacion de estas
moléculas en su accién protectora de la muerte celular
cuando inducimos apoptosis en distintas lineas celula-
res.

Estudiamos la accion de RAC3 en las dos vias
apoptoticas conocidas; utilizamos H,0, para inducir la via
mitocondrial en HEK293 (células de rifion embrionario
humano) que poseen cantidades limitantes de
coactivadores pl160, y la via de membrana fue activada
por un miembro de la familia de receptores con dominios
de muerte, como el de TNF: el ligando inductor de apop-
tosis relacionado a TNF (TRAIL) en K562 (células de
leucemia crénica humana), que normalmente son resis-
tentes a la apoptosis inducida por esta sefial.

Observamos que la sobreexpresion transiente (trans-
feccion con un vector de expresion constitutiva de RAC3
por el método cloruro de calcio, con 90% de eficiencia)
de RAC3 en la linea celular HEK293, aumenta la activi-
dad del factor de trascripcion anti-apoptotico NF-xB y dis-
minuye en un 80 + 3% la sensibilidad a la apoptosis en
presencia de H,O, con respecto a células transfectadas
con vector vacio (Fig. 1A).

En esta cascada mitocondrial participan las caspasas
-9 y -3, asi como la translocacién del factor inductor de
apoptosis (AIF). Mediante técnicas de Western blot ob-
servamos una disminucién de la actividad de caspasa-9
y caspasa-3 en42y 75% respectivamente y de la translo-
cacion al nacleo de AlF, que disminuye 54% respecto a
células transfectadas con vector vacio (Fig. 1B).

La familia de quinasas activadas por mitégenos
(MAPK) juega un rol central en la regulacién de la proli-
feracion, ciclo celular, diferenciacion y apoptosis’. Den-
tro de esta familia se encuentran ERK, activada predo-
minantemente por mitdgenos, JNK y p38, activadas pre-
ferentemente por citoquinas pro-inflamatorias y estrés
oxidativo. El rol de estas quinasas en apoptosis es con-
trovertido y depende del tipo celular y contexto de sefia-
les®°. Por otro lado, la via de los inositoles PI3SK/AKT es
crucial en la proliferacion celular e inhibicién de apoptosis
y su activacién constitutiva esta implicada en distintas
neoplasias®.

Medimos la actividad de las MAPK, observando un
aumento del 125% de AKT, del 37% de p38 a los 60
minutos en las células que sobeexpresan RAC3 respec-
to de las células transfectadas con vector vacio (Fig. 1C).
Estas observaciones estarian de acuerdo con trabajos
previos, donde se observo que una sobreexpresion de
RAC3 podria estar regulando el tamafio y crecimiento
celular de manera independiente a los esteroides, a tra-
vés del aumento de la actividad de AKT™.

Del mismo modo medimos la activacion de ERK, ob-
servando una disminucién del 44% de la actividad en las
células que sobreexpresan RAC3, lo que esta de acuer-
do con otros trabajos que relacionan la activacion de ERK
como pro-apoptotica (Fig. 1C).
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Sorpresivamente, en la linea leucémica K562 descripta
como resistente a TRAIL'? observamos que posee nive-
les altos del coactivador RAC3, lo cual ha sido descripto
en otros tumores, pero es algo realmente inesperado y
novedoso en células leucémicas.

Utilizamos la técnica de ARN interferente (RNAI) para
bajar los niveles enddgenos del coactivador RAC3. Ob-
servamos que en clones estables de K562 llevando el
RNAI y por consiguiente con niveles bajos de RAC3 (de-
terminado por Western blot), tratadas con TRAIL 25 ng/
ml, aumenta la apoptosis en un 60 + 2% respecto al tipo
salvaje (Fig. 2A). Determinamos los niveles de caspasas
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Fig. 2.— La disminucién de RAC3 en células con altos nive-
les del coactivador, las sensibiliza a la apoptosis inducida
por TRAIL. A. Se hicieron clones estables con RNAi en
K562 que disminuyeron los niveles de RAC3 enddgeno.
Se estimularon con TRAIL 25 ng/ml a distintos tiempos.
Se midi6 el % células apoptoéticas teflidas con DIOC6 por
citometria de flujo. El analisis de datos por test de Tukey
resulta para la diferencia mas pequefia de *p<0.001 res-
pecto a cultivos tipo salvaje con altos niveles de RACS3,
transfectados con un vector vacio sin RNAI. B. El diagra-
ma de barras muestra las UDR (obtenidas como se expli-
ca en la Fig. 1B) correspondientes a las bandas obteni-
das mediante la técnica de Western blot anti caspasa-9,
-8 y -3 en K562, que poseen niveles altos de RAC3 (sin
RNAI) comparados con niveles bajos del coactivador (con
RNAI), estimuladas por 24 horas con TRAIL 25 ng/ml.
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-8, -9y -3, observando un aumento de la activacion del
80, 65y 60% respectivamente (Fig. 2B). Del mismo modo,
también se observo una disminucién de la activacion de
AKTy ERK.

Estos resultados estarian indicando que RAC3 cum-
ple un rol importante inhibiendo la apoptosis de distintas
lineas celulares ante distintos estimulos, no s6lo aumen-
tando la actividad anti-apoptoética de NF-kB, sino regu-
lando directa o indirectamente la accion de quinasas y
antagonizando el efecto pro-apoptético de AlF, contribu-
yendo asi a la tumorigénesis.

Las evidencias aqui planteadas sugieren que una
sobreexpresion de RAC3 (al no estar vinculado Unica-
mente a receptores hormonales, sino también a otros
factores de transcripcion como NF-kB), podria contribuir
al desarrollo tumoral por otros mecanismos no estricta-
mente dependientes de hormonas esteroides y/o ace-
tilacion de histonas, aumentando la actividad proliferativa
via AKT y disminuyendo la sensibilidad a apoptosis me-
diante la interaccién con el factor de transcripcion anti-
apoptético NF-kB.

El hecho de que una linea leucémica se vuelva sensi-
ble a la induccién de apoptosis simplemente a través de
una reduccién de un coactivador, refuerza la idea de que
RAC3 podria constituir un blanco de accién en el desa-
rrollo futuro de terapias antitumorales, mas alla del can-
cer de mama.
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